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 اصول کار کیت:

 یوداید برای آشکارسازی تغییرات هسته ای و تشکیل جسم آپوپتوزی که از ویژگی های آپوپتوز است، از رنگ آمیزی آکریدین اورنج / پروپیدیوم

(AO / PI) استفاده می شود. سلولها در زیر میکروسکوپ فلورسانس مشاهده می شوند و برای تعیین کمیت آپوپتوز شمارش می شوند. 

رنگ آکریدین اورنج/پروپیدیوم یوداید یک رنگ برای بررسی زنده مانی سلول است که پس از اضافه شدن به سلول ها باعث می شود سلول های 

 .هسته دار زنده به رنگ سبز و سلول های مرده به رنگ قرمز درآیند

باعث می شود که آکریدین اورنج به  dsDNA ود. اتصال بهآکریدین اورنج به سلول های زنده نفوذ کرده و به اسیدهای نوکلئیک متصل می ش

 .باعث فلورسانس قرمز می شود RNA یا ssDNA ساطع کند و اتصال بهاز خود فلورسانت  رنگ سبز

ت و نمی پروپیدیوم یوداید به اسیدهای نوکلئیک متصل می شود. از آنجایی که این رنگ قادر به عبور از غشای سلولی دست نخورده و سالم نیس

تواند در آن نفوذ می کند، فقط توسط سلول های مرده و سلولهایی که غشای آسیب دیده دارند، جذب می شود. هنگامی که به اسیدهای نوکلئیک 

انرژی برابر افزایش می یابد و باعث می شود از سلول نور فلورسانت قرمز ساطع شود. به دلیل پدیده انتقال  30-20متصل می شود، فلورسانس آن 

، سیگنال یدید پروپیدیوم سیگنال آکریدین اورنج را در سلول های مرده جذب می کند و مانع سلول هایی با FRETیا همان Förster رزونانس

 .می شود double positive سیگنال مثبت برای هر دو رنگ یا

 

 آماده سازی محلول ها:

 به خوبی مخلوط کنید. PBSمیکرولیتر از محلول  30را با مقدار  PIل میکرولیتر از محلو 6و  AOمیکرولیتر از محلول  5مقدار 

 هفته در دمای اتاق قابل نگهداری است. 2این محلول تا مدت 

 

 یزیروش رنگ آم

o 25 به  یزیاز محلول رنگ آم تریکرولیم کیسلول را با  2.000.000تا  500.000تعداد  یحاو یسلول ونیاز سوسپانس تریکرولیم

 کنید.و به طور کامل مخلوط  یآرام

o و سلول ها  یبررس کروسکوپیم ریز عایبا رنگ مخلوط شود و نمونه ها سر یکروسکوپیم یابیبلافاصله قبل از ارز یستیر نمونه باه

 .شمارش شوند

o 10 های سبز و  لتریسلول را با ف 300. حداقل دیآن قرار ده یلامل رو کیلام قرار داده و  کی یاز مخلوط نمونه را رو تریکرولیم

متفاوت را  یها ییتوان بزرگ نما یکه بسته به نوع سلول م دی. توجه کندیشمارش کن  60X یئیش یعدس ییو بزرگ نما قرمز

 .باشد زیتما قابلکه ساختار هسته  یانتخاب کرد به طور

 :جینتا ریتفس

 .سبز قابل مشاهده خواهند بود کنواختیزنده و سالم به صورت  یها سلول
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 (condensation) متراکم شدن لینقاط درخشان سبز در هسته به دل ی)زودرس( به سبزرنگ شده و حاو هیاول یآپوپتوز یها سلول

 .خواهند بود یهسته ا (fragmentation) و تکه تکه شدن نیکرومات

 یتفاوت که بر خلاف سلول ها نید آمد با ادرخواهن یرا جذب کرده و به رنگ نارنج دیودای ومیدیرس( پروپ ری)د هیثانو یآپوپتوز یها سلول

 .متراکم و قطعه قطعه شده خواهند بود یهسته ها یسلول ها اکثرا دارا نیا کینکروت

 .سالم و زنده داشته و فاقد هسته متراکم خواهند بود یسلول ها هیشب یرنگ شده و ساختار ینارنج کینکروت یها سلول

 

 :شود یم ینمره ده ریبه شکل ز جیسلول ها باشد نتا یریپذ ستیز یکه هدف فقط بررس یصورت در

 یکه فقط نور سبز ساطع م ییسلول ها ریکنند مرده و سا یساطع م ینور نارنج یبه صورت جزئ ایکه کاملا  ییسلول ها تمام

 .شوند یکنند زنده در نظر گرفته م
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