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 T-47Dهاي بقاي سلولي و اتوفاژي در رده سلولي ري دخيل در مسيژنهامطالعه كمي بيان 
  DMSOدر حضور  سلولهاكيد بر اعمال مقاومت سرمايي در تأبا 

  اصغري لعيا علي و ، سيد جلال زرگر*مهرو وهابي، شاهرخ صفريان

  مولكولي و لوليس علوم گروه ،يشناس زيست دانشكده علوم، پرديس تهران، تهران، دانشگاه

  17/7/92 :تاريخ پذيرش    18/9/91 :تاريخ دريافت

  چكيده

 سلولهاهاي سرمايي است كه در زمان انجماد و نگهداري طولاني مدت  كننده فاظتيكي از ح) DMSO(سولفوكسيد  متيل دي
توفاژي مد نظر قرار در اين مطالعه، ساز و كار حفاظتي اين ماده در رابطه با مسيرهاي بقاي سلولي و ا. گيرد مورد استفاده قرار مي

ترين غلظت از  نشان داد كه در پايين Real time RT-PCRي دخيل در اتوفاژي با استفاده از ژنهابررسي سطح بيان  .گرفته است
DMSO ي دخيل در مسير اتوفاژي ژنها)atg5، lc3، beclin1، dram و p53 (يابند و به همين علت، با راه  افزايش بيان مي

كننده سرمايي  ي بالاتر از ماده حفاظتغلظتهايي كه در  سلولهاتري را در قياس با  توان حياتي پايين سلولهامرگ، افتادن اتوفاژي  
به خاطر تبديل ) درصد 10بالاتر از ( DMSOي بالاتر غلظتهادر  سلولهاافزايش توان حياتي  .باشند اند دارا مي منجمد شده

. ييد قرار گرفته استتأمورد  AKT/mTORي مسير ژنهاه با افزايش سطح بيان ك دهد روي مي ءاتوفاژي مرگ به اتوفاژي بقا
ي تفكيك اتوفاژي مرگ و بقا تلقي و استفاده روشهاتواند به عنوان يكي از  مي AKT/mTORمطالعه همزمان اتوفاژي و مسير 

  .گردد

  Real time RT-PCR، سولفوكسيد متيل دياتوفاژي، حفاظت سرمايي،  :هاي كليدي واژه

  safarian@khayam.ut.ac.ir  :، پست الكترونيكي 021-61113312: نويسنده مسئول، تلفن *

 مقدمه

شود  حفاظت سرمايي فرآيندي است كه طي آن تلاش مي
معمولاً (و بافتها در درجه حرارتهاي زير صفر  سلولهاتا 

ن مايع ژكه نقطه جوش نيترودرجه سانتي گراد  - 196
ف اصلي در حفاظت سرمايي، به هد. شوند نگهداري ) است

هاي زيستي  حداقل رساندن احتمال بروز آسيب به سامانه
 ،10 ،6(شوند  در زماني است كه منجمد و سپس ذخيره مي

آب تركيب اوليه هر سلول زنده  .)26 و 23، 18 ،16
تمايل به  گراد باشد و در دماهاي زير صفر درجه سانتي مي

كه تمام آب داخل سلول زماني . هاي يخ دارد تشكيل بلور
شود و به  سلولي متوقف مي  وساز به يخ تبديل شود سوخت

ترين عامل در حفظ تماميت ساختاري و  همين علت، مهم 
ي زنده كنترل تشكيل يخ در حين فرآيند سلولهاكرديِ  عمل

به طور كلي با انجام چند راهكار،  .)22( باشد انجماد مي
و تشكيل بلورهاي يخ آور ناشي از آبگيري  اثرات زيان
 :يابد كاهش مي

 با كنترل آهنگ سرمادهي و : كنترل آهنگ سرمادهي
سرمادهي بهينه در سرعتهاي مناسب، آسيبهاي ناشي از 

معمولاً آهنگ سرمادهي مناسب . يابد انجماد كاهش مي
  . )26و  10( باشد در دقيقه ميدرجه سانتي گراد  1 حدود

 موادي كه  :ييهاي سرما كننده استفاده از حفاظت
د از آسيبهاي ناشي از انجما سلولهاها و براي حفاظت بافت

). 4( شوند كننده سرمايي ناميده مي شوند حفاظت مياستفاده 
هاي درون سلولي  شونده اين مواد با افزايش غلظت تام حل
حرارتهاي پايين جلوگيري   از تشكيل بلورهاي يخ در درجه
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دسته اول . شوند سيم ميبه دو دسته تق اين مواد. كنند مي
كننده به درون سلول  هاي سرمايي نفوذ كننده شامل حفاظت

باشد كه به دليل داشتن وزن مولكولي كم توانايي عبور  مي
از  ).29( از غشاي سلولي و نفوذ به درون سلول را دارند

سولفوكسيد را  متيل و دي ها توان گليكول ين مواد مياجمله 
سولفوكسيد  متيل ين مطالعه از ديدر ا ).34و  5( نام برد

)DMSO(  كننده سرمايي استفاده شده  حفاظتبه عنوان
 .است

اي سرمايي ه كننده دسته دوم مشتمل بر حفاظت
باشد كه به دليل داشتن  ه درون سلول ميكننده ب نفوذ غير
سلولي و نفوذ زياد توانايي عبور از غشاي  زن مولكوليو

توان به پلي  آن جمله ميبه درون سلول را ندارند و از 
و  )HES(اتيل نشاسته  ، هيدروكسي)PVP( وينيل پيروليدون

. )17و  5(اشاره نمود  )PEO(اتيلن  اكسيد پلي
هاي سرمايي زيستي دسته ديگري از  كننده حفاظت
هاي سرمايي هستند كه با اتصال به يخ از  كننده حفاظت

چنين اين مواد هم. كنند رشد و گسترش آنها جلوگيري مي
قادرند با غشاي سلولي در دماهاي پايين ميانكش داشته 

انواع . باشند تا آسيب ناشي از سرما را به حداقل برسانند
انجماد وجود دارد كه از آن  مختلفي از پروتئينهاي ضد

 15، 7(را نام برد  AFP I ،AFP II ،AFP IIIجمله مي توان 
  .)19و 
 ط بهينهدر شراي سازي داشتن دماهاي ذخيره  نگه. 

 احيا و ): سلولهاذوب (گرم كردن  كنترل آهنگ
از حالت انجماد به دليل احتمال بروز  سلولهابازيابي 

بلور يخ فرآيند بسيار   آسيبهاي ناشي از تشكيل دوباره
تر انجام شود  همين دليل هر چه سريع  باشد و به مهمي مي

  ).8و  6( شود ر ميلول بيشتسامكان بقاي 

هاي حاصله در زمينه حفاظت سرمايي، به با وجود پيشرفت
اندازي  ه دليل بروز اثرات زيانبار سرما، هنوز هم امكان را

مرگ سلولي . فرآيندهاي منجر به مرگ سلولي وجود دارد
نمايد ولي مطالعات انجام شده  به طرق مختلفي بروز مي

اندازي مرگ  بيشتر بر روي نقش سرما در راه

است در   پوپتوز متمركز شدهشده سلول يا آ ريزي برنامه
ندهاي يرآما با فسر حالي كه تاكنون گزارشي درمورد ارتباط

در نتيجه، . باشد بقاي سلولي و يا اتوفاژيِ مرگ موجود نمي
به  DMSOاثرات حفاظتي  ، بررسي هدف از اين مطالعه

كننده سرمايي با تأكيد بر امكان جلوگيري از  حفاظتعنوان 
اندازي فرآيندهاي بقاي سلولي  ا راهبروز اتوفاژي مرگ و ي

بوده  )T-47D(در رده سرطاني اپي تليالي مجاري سينه 
  .است

اتوفاژي به معني خودخواري، يك فرآيند سلولي است كه 
ي پير و اندامكهاي آسيب پروتئينها(محتواي سيتوپلاسمي 

در داخل وزيكولهاي دوغشايي محصور و بعد از ) ديده
شوند و توليد انرژي  جزيه ميملحق شدن به ليزوزوم ت

اتوفاژي اغلب به عنوان سازوكاري . )33و  21، 13(كنند  مي
اما پيشرفت اتوفاژي  .)21( باشد براي حفظ بقاي سلولي مي

فرآيند اتوفاژي را . تواند منجر به مرگ سلولي شود مي
اتوفاژي، تشكيل  يالقا: توان به چهار مرحله تقسيم كرد مي

ها و  زيه محتويات درون اتوفاگوزومها، تج اتوفاگوزوم
ها كه در  نهايتاً رها شدن ماكرومولكولها از اتوفاگوليزوزوم

، Atgي مختلفي ازجمله پروتئينهاتمام اين مراحل 

LAMP1 ،LAMP2 ،Rab7 ،UVRAG  وBECN1  نقشهاي
همچنين مسيرهاي سلولي مختلفي . كنند مي ءمهمي را ايفا

توان به  كه از جمله آنها مي باشد در القاي اتوفاژي دخيل مي
 PI3K I/Akt/mTOR، Raf/MEK/ERK، PI3Kهاي  مسير

III/BECN1مسير مرتبط با خانواده ، p53/p73  و مسير
DAPK  قابل ذكر است كه اتوفاژي  .)30و  9(اشاره نمود

ي نرمال براي حفظ بافتهااي در  همواره در يك سطح پايه
دهد اما در  ي ميرو  سلولهاكرد معمول  هموستازي و عمل

در . سازد ايي را از خود ظاهر مي شرايط تنش نقش دوگانه
تواند منجر به افزايش بقاي سلولي و يا  واقع، اتوفاژي مي

گونه سازوكار  منجر به مرگ سلولي شود اما تاكنون هيچ
مشخصي جهت تفكيك اين دو نوع اتوفاژي از هم ارائه 

  .نشده است
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ير آبشاري وابسته به در مس PI3K/Aktمسير سيگنالي 
داراي  Akt .شود مي عالففاكتورهاي رشدي  گيرنده

هاي مختلفي باعث  باشد و از مسير سوبستراهاي متعددي مي
شود و از اين رو، اين مسير را به  مهار مرگ سلولي مي

 PI3K. اند عنوان مسير بقاي سلولي نيز نامگذاري كرده
 OH-3موقعيت  درپلاسمايي را  يغشاهاي  يدافسفواينوزيت

(D3) از به نحوي كه  كند از حلقه اينوزيتول فسفريله مي
و  )PI-4-P( فسفات-4- اينوزيتول فسفاتيديل هاي  سوبسترا

 )PI-4,5-P2( فسفات بيس- 5و4- اينوزيتول فسفاتيديل 
 فسفات بيس-4و3-اينوزيتول فسفاتيديل ثانويه رسانهاي پيام

(PI-3,4-P2) سفات اينوزيتول سه ف فسفاتيديل و)PIP3( 
. سه كلاس با چندين سوبسترا دارد PI3K. ساخته شود

فسفريله  3ليپيدهاي اينوزيتول را در موقعيت  Iكلاس 
هاي تيروزين كيناز فعال  توسط گيرنده IIكلاس  .كند مي
-Gهاي جفت شده با  توسط گيرنده III شود و كلاس مي

protein 31و  12( گردد ها فعال مي(.  

لاش بر آن بوده است كه با بررسي سطح در اين پژوهش، ت
ي مرتبط با مسيرهاي بقاي سلولي و اتوفاژي اولاً ژنهابيان 

با فرآيند اتوفاژي  DMSOارتباط بين ساز و كار حفاظتي 
مشخص گردد و در ثاني پاسخ مناسبي براي اين سئوال 

تواند عاملي  مي ءاساسي يافت شود كه آيا القاي اتوفاژي بقا
در شرايط انجماد سلولي  DMSOت حفاظتي در بروز اثرا

  . باشد

  روشها و مواد
 Roswell Park Memorial  1640كشت محيط: مواد

Institute (RPMI)، محلول پنسيلين گاوي ، جنين سرم -
 شركت از EDTA-استرپتومايسين و محلول تريپسين

Gibco )4[-3محلول . خريداري گرديد )انگلستان -
بروميد  تترازوليوم فنيل دي-5- 2-]ئيل- 2تيازول متيل دي

)MTT ( شركت سيگما از)سولفوكسيد  متيل و دي) انگلستان
)DMSO ( از شركتMERCK )خريداري شد) آلمان .

رونوشت بردار معكوس  آنزيمپرايمر رندوم هگزامر، 

)MULV Reverse transcriptase RNase H(،  بافر
 RiboLock RNase ( RNase  مهاركننده )x5(واكنش

inhibitor ( از شركتVivantis )و ) آمريكاdNTP Mix ه ب
 RNX-Plus Solution For Total RNAهمراه كيت 

Isolation كيت . فرمنتاز خريداري گرديد از شركت
QuantiFast™ SYBR Green PCR master mix  از

در اين پژوهش  .خريداري شد) آمريكا( QIAGENشركت 
 ،)Rayto(ين شركت چ ساخت الايزا ثبت از دستگاههاي

 Thermsientificساخت شركت  Nanodropسنج  نور طيف
ساخت  Rotorgene Corbett 6000دستگاه، )آمريكا(

  .استفاده شد) آمريكا( QIAGENشركت 

  : روشها
، كه از T-47D رده سلولي : كشت سلولي و انجماد سلولي

از بانك سلولي  باشد هاي سلولي سرطان سينه انسان مي رده
محيط  در سلولها .تهيه گرديد C203با كد  )NCBI(ايران 

 درصد 10(غني شده با سرم گاو  RPMI 1640كشت 
 1(استرپتومايسين /پني سيلين محلولو ) حجمي/حجمي
 37(دما  شده  شرايط كنترل تحت) حجمي/حجمي درصد

 5( CO2و اتمسفر مرطوب حاوي ) درجه سانتي گراد
به  اسلولهاين . كشت داده شد) حجمي/حجمي درصد

 كشت محيط. كنند صورت تك لايه در فلاسك رشد مي

 از نيز سلولها كردن برداشت يبرا و تعويض بار سه يا هفته

از آنجايي كه  .استفاده شد EDTA -تريپسين محلول سترون
هاي  هدف از انجام اين مطالعه بررسي فعال شدن مسير

اتوفاژي و مسير بقاي سلولي در اثر فرآيند انجماد در 
 T-47Dي سلولهالذا ) 1شكل (بوده است  DMSO حضور

، 5ي غلظتهامتشكل از  DMSOي مختلف غلظتهادرحضور 
براي  .منجمد شدند حجمي/حجمي درصد 20و  15، 10

ساعت قبل از انجماد  24 سلولهاابتدا محيط  انجماد،
از فلاسك  سلولها ستفاده از تريپسينتعويض و سپس با ا

سرم  درصد 50د حاوي با افزودن محيط كشت سر جدا و
تهيه و سلولي كنواخت جنين گاوي سوسپانسيون ي
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مقدار مناسبي از . شدشمارش در آن موجود   ي زندهسلولها
به هر يك  بود سلول 2×106داراي كه  سوسپانسيون سلولي

بعد از افزودن  و منتقل، از ويالهاي ويژه انجماد سلولي
DMSO  درصد 20و  15، 10، 5ي مختلف غلظتهابا  ،

محيط كشت سرد حجم نهايي مورد نظر با افزودن 
كرايوويالها در داخل . سرم فراهم گرديد درصد 50حاوي

به منظور درجه سانتي گراد  - 70زر يرفيخ قرار گرفت و به 
بعد . ساعت منتقل شد 4تا  3نگهداري در اين دما به مدت 

از گذشت اين زمان، انتقال كرايوويالها به مخزن ازت مايع 
  .انجام گرفتدرجه سانتي گراد  - 196دماي با 

 

  ).DMSO(سولفوكسيد  متيل ساختار شيميايي دي  - 1شكل 

ي و رنگي است آزموني كمMTT ،آزمون :  MTT سنجش
- 3آبِ  در محلول رنگ زرد نمك كه بر پايه كاهيده شدنِ

بروميد  تترازوليوم فنيل دي-5- 2-]ئيل- 2تيازول متيل دي- 4[
)MTT (نامحلول و رنگ تيره آبي ستالهايكري تشكيل و 

 به ،MTTكاهيده شدنِ  .استوار شده است آب در فورمازان

 در و دهيدروژناز سوكسينات آنزيم ميتوكندريايي وسيله

 بلورهاي .)32و  14، 2(دهد  مي رخ زنده يسلولها

 حل قابل در حلالهاي آلي همچون ايزوپروپانول فورمازان

 دستگاه با آن نوري جذب سنجش ميزان با كه باشد يم

 فعاليت ي زنده را كهسلولها تعداد توان مي اسپكتروفتومتر

روش كار به اين . نمود تعيين دارند يساز و سوخت
ي فريز شده در سلولهاابتدا يك سري از صورت است كه 

با اضافه كردن  درصد 20و  15، 10، 5ي مختلف غلظتها

سرم به  درصد 20كشت حاوي  قطره قطره محيط
ذوب شدند و بعد از ذوب شدن  ml 2تا حجم  يوويالهاكرا

مدت كرايوويال به يك فالكون منتقل و  كامل، محتويات هر
پس . شدوژ يسانتريف) rpm(دور در دقيقه  1500دقيقه در 5

در حجم مناسبي از محيط  سلولهامحيط رويي،   از تخليه
سپس . درآورده شدبه صورت تعليق  سرم درصد 20حاوي

 ml 1همراه ه سلول ب 5×105معادل (الكونها محتويات ف
منتقل  )SPL(خانه  6به هر خانه از پليت ) محيط كشت

جهت سنجش  MTTبعد از اين مراحل آزمون . شد
و يافتن مدت زماني  سلولهامستقيم ميزان تكثير و بقاي  غير

كمترين ميزان توان حياتي را بعد از انجام  سلولهاكه در آن 
ساعت  72و  48، 24ته باشند در زمانهاي فرآيند انجماد داش

بر پايه توانايي  MTTاساس روش . پس از ذوب انجام شد
آنزيم دهيدروژناز ميتوكندريايي به منظور كاهيدن و تبديل 

 -dimethylthiazol -4,5] -3هاي نمك زرد رنگ  حلقه

2yl]- 2,5- diphenyl tetrazolium bromide  به بلورهاي
ن كه نامحلول در آب است استوار شده بنفش رنگ فورمازا

يك  هاي ذكر شدهدر اينجا براي هر كدام از زمان. است
 10در  MTTميلي گرم از پودر  5. خانه استفاده شد 6پليت 

حل و پس از فيلتر كردن مقداري  PBS 1Xميلي ليتر بافر 
 تقريباً (از حجم محيط كشت  درصد 10معادل با  از آن

μl200( به  هاپليت. خانه اضافه شد 6پليتهاي  به هر خانه از
مدت زمان لازم براي فرآيند تبديل (ساعت  4تا  3مدت 
MTT  37در انكوباتور ) ي زندهسلولهابه فورمازان توسط 

پس از خارج كردن پليت از . گراد انكوبه شد درجه سانتي
تخليه و سپس براي حل شدن  سلولهاانكوباتور، محيط 

 μl2000 هر خانه از پليت مقدار فورمازان توليد شده به 
DMSO  شد تا پس از پيپتاژ محلولي يكنواخت  افزوده

از محلول يكنواخت به  μl 200سپس معادل . حاصل گردد
خانه منتقل و جذب نوري آن در طول  96هر خانه از پليت 

 Elisa Readerنانومتر، با استفاده از دستگاه  570موج 
محاسبه و  سلولهاحياتي  سپس درصد توان. گيري شد اندازه

هاي آماري لازم انجام  آناليز SPSS16افزار  با استفاده از نرم
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ساعت به عنوان  24، زمان MTTپس از انجام آزمون  . شد
زمان مناسب آزمايش انتخاب شد تا در كشت مجدد 

ي منجمد شده و پس از فرآيند ذوب ملاك كار قرار سلولها
  .گيرد

 

ي مختلف از غلظتهااين نمودار در حضور سرما و در . T-47Dي سلولهاربوط به چگونگي بروز تغييرات در توان حياتي نمودار ستوني م -2شكل 
DMSO   كاهش شدت تيرگي رنگ ستونها از چپ به راست، افزايش مدت زمان . ساعت پس از ذوب نشان داده شده است 72و  48، 24در زمانهاي

در درصدهاي  سلولهامقايسه بين توان حياتي . دهد نشان مي) >05/0p(معنادار بودن آماري را در سطح  *نماد . دهد را نشان مي سلولهاپس از ذوب 
ساعت پس از ذوب كه در اين  24اختلاف آماري معنادار فقط براي زمان .انجام شده است% 10تر از  با درصدهاي پايين DMSO  %10حجمي بالاتر از 

   .ان داده شده استپژوهش مورد توجه قرار گرفته نش

هر مجموعه   cDNA  :RNA و سنتز RNA استخراج
ساعت پس از ذوب استخراج  24سلوليِ كشت داده شده، 

انتخاب  ژنها  بايست زماني براي مطالعه در واقع مي. گرديد
 مناسب به تعدادگشايي  پس از يخ سلولهاكه اولاً  گرديد مي

مناسبي از در محيط كشت وجود داشته باشند تا مقادير 
RNA  را براي مطالعاتReal time RT-PCR  در اختيار

در حالت تنش  ژنهابگذارند و در ثاني اختلاف بين بيان 
از ) ي منجمد نشدهسلولها(سرمايي و شرايط فاقد تنش 

مشاهده  MTTگونه كه در آزمون  همان. ميان نرفته باشد
 72و زمان  DMSOي بالاي غلظتهادر ) 2شكل (شود  مي
ت پس از ذوب، درصد زيستايي سلولي بسيار به شاهد ساع

منجمد نشده نزديك شده است كه حكايت از تطابق 

با شرايط جديد و فراموش كردن شرايط تنش  سلولها
به سطح بيان  ژنهادر چنين حالتي سطح بيان . سرمايي دارد

اند نزديك  ي شاهد كه فاقد تنش سرمايي بودهسلولهادر 
لذا براي . رود ادار بين آنها از ميان ميشود و اختلاف معن مي

 DMSOي بالاي غلظتهاويژه در ه ثبت تغييرات ژني ب
بايست تا حد امكان زمان انكوباسيون پس از ذوب را  مي

در اين  انجام شدهاز سوي ديگر، مطالعات . كاهش داد
مانند (ساعت  24نشان داد كه در زمانهاي كمتر از تحقيق 
به اندازه كافي  سلولها) بساعت پس از ذو 12زمان 

اند و به همين علت شرايط مناسبي را  افزايش تعداد نداشته
. سازند فراهم نمي RNAبراي استخراج مقادير كافي از 

اين، با توجه به توضيحات ارائه شده، زمان انكوباسيون  بنابر
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ساعت پس از ذوب به عنوان بهترين زمان جهت انجام  24
  .يدمطالعات ژني انتخاب گرد

سرد به  RNX-Plusاز محلول  μl 500براي استخراج ابتدا 
ي برداشت شده از سلولهاحاوي  ml 2داخل ويال 

پس از ورتكس كردن به . فلاسكهاي مورد نظر اضافه شد
دقيقه در  5ثانيه، محلول حاصله به مدت  10تا  5مدت 

كلروفرم به آن  μl 200دماي اتاق قرار داده شد و سپس 
ثانيه بدون استفاده  15مخلوط نهايي به مدت . افزوده گرديد

دقيقه بر روي يخ يا در  5از ورتكس لرزانده شد و به مدت 
درجه  4قرار گرفت و در دماي درجه سانتي گراد  4دماي 

دقيقه  20تا  15به مدت  rpm 12000و دور سانتي گراد 
از آن به  μl 200سپس فاز آبي جدا و . وژ گرديديسانتريف

جديد منتقل و به حجم مساوي بر  ml5/1  داخل ويال
در اين حالت، مواد به . روي آن ايزوپزوپانول اضافه گرديد

دقيقه بر روي يخ  15آرامي با هم مخلوط شدند و به مدت 
و در  rpm 12000مخلوط حاصل، در دور . قرار گرفتند

دقيقه  20تا  15به مدت درجه سانتي گراد  4دماي 
ول رويي دور ريخته و به سپس محل. وژ شديسانتريف

 گرديداضافه  درصد 75اتانل  ml1 رسوب به دست آمده 
گيري  فرآيند رسوب. دست آمده كنده شوده تا رسوب ب

 4دقيقه در دماي  5وژ به مدت يمجدداً با انجام سانتريف
در اين . انجام گرفت rpm 10000و درجه سانتي گراد 

دست  همرحله محلول رويي دور ريخته شد و رسوب ب
دقيقه در دماي اتاق قرار گرفت تا خشك  15آمده به مدت 

ساخت (آب ميلي كيو  μl 30در  RNAرسوب . شود
براي . حل شد) Bon 1002ياخته با شماره خريد  شركت بن

دقيقه در  5در آب، ويال به مدت  RNAبهتر حل شدن 
پس از ارزيابي . قرار داده شددرجه سانتي گراد  65 دماي

ي استخراج شده كه توسط RNAي خلوص كمي و بررس
كه در  RNAدستگاه نانودراپ انجام گرفت، ارزيابي كيفي 

باشد نيز صورت  واقع راندن آن بر روي ژل آگارز مي
  .پذيرفت

cDNA  مربوط به هر نمونه كه در غلظت مشخصي از
DMSO  قرار گرفته بود، با استفاده ازRNA  استخراج شده

، ml2/0 ابتدا دريك ويال  ،cDNAبراي سنتز  .ساخته شد
از پرايمر  μl 1استخراج شده همراه با  RNAاز  μg2 معادل 

 كيو  رندوم هگزامر مخلوط و سپس حجم آن با آب ميلي

(DNase & RNase free)  بهμl 13 مخلوط . رسانده شد
درجه سانتي گراد  65دقيقه در دماي  5حاصل به مدت 

نفوذ   RNAه داخلتر ب انكوبه گرديد تا پرايمرها راحت
بر روي يخ قرار  ها در اين مرحله بلافاصله نمونه. كنند

بافر  .صورت بگيرد RNAگرفتند تا اتصال پرايمر به 
 آنزيمو  RNase ،dNTP Mix  مهاركننده ،)X5(واكنش

ترتيب با ه همراه آب ميلي كيو به رونوشت بردار معكوس ب
ه محلول ب μl 5/0و  μl 1و  μl 4،μl  5/0 ،μl 1 مقادير

قرار دادن . برسد μl 20واكنش افزوده شد تا حجم نهايي به 
 10به مدت درجه سانتي گراد  25 مخلوط نهايي در دماي

درجه سانتي  42دقيقه و سپس انكوبه كردن آن در دماي 
را فراهم  cDNAدقيقه شرايط ساخت  60به مدت گراد 
به درجه سانتي گراد  70حرارت دادن نمونه با دماي . نمود

محصول . دقيقه اختتام واكنش را در پي داشت 10مدت 
  .نگهداري شد درجه سانتي گراد - 20واكنش در فريزر 

رنگهاي سايبر در گروه :  Real time RT-PCRآزمايش 
اين . قرار دارند RNAو   DNAيابنده به رنگهاي اتصال

و در  زايي كمتر برمايد اثر جهش رنگها نسبت به اتيديوم 
در  SYBRسه نوع رنگ  .ت بيشتري دارندعوض، حساسي

 كه در اينجا از شود مولكولي استفاده ميپژوهشهاي 
پس از طراحي پرايمرهاي . استفاده شده است 1سايبرگرين 
افزار اليگوآنالايزر  ي مورد نظر كه توسط نرمژنهامربوط به 

نجام گرفت پرايمرها توسط شركت سيناكلون  1/3نسخه 
در حجم نهايي  Real time RT-PCRساخته و در آزمون 

µl 10 در هر ميكروويالِ ستوني با حجم . استفاده گرديد 

ml1/0  مقدارµl 5 ستر موجود در كيت به از محلول م
از مجموع پرايمرهاي پيشرو  µl 1و  cDNAاز  µl 1همراه 

. رسانده شد µl 10و پسرو مخلوط و با آب به حجم نهايي 



 1393، 3، شماره 27جلد                                                                           )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

444 

 Rotogene Corbett 6000دستگاه  سپس ميكروويالها در
به شرح زير براي  real timeو برنامه قرار داده شدند 

درجه  95دقيقه توقف در دماي  10: دستگاه تعريف شد
 95 ثانيه در 10مشتمل بر تزايدي  چرخه 40، سانتي گراد

 30ثانيه در دماي ذوب هر پرايمر و  25، درجه سانتي گراد
  .)28( درجه سانتي گراد 72 ثانيه در دماي

: اي و تجزيه و تحليلهاي آماري هاي رايانه افزار نرم
افزار  با استفاده از نرم MTTهاي آماري آزمون  آناليز

SPSS16  وExcel 2007 براي انجام همچنين . انجام شد
  ،time RT-PCR Realآزمون   هاي آماري محاسبات و آناليز

  .استفاده شد 6,1نسخه  rotor-gene 6 نرم افزار از

  يج و بحثنتا
و كاهش مرگ  ءبر افزايش بقا DMSOبه منظور بررسي اثر 

ساعت بعد از ذوب كه در آن  24و مير سلولي، زمان 
كمترين ميزان توان حياتي را در قياس با زمانهاي  سلولها

اند،  داشته DMSOي مختلف غلظتهابالاتر و در حضور 
انتخاب شد  Real time RT-PCRجهت انجام آزمونهاي 

افتادن فرآيندهاي مرگ سلولي  وان به طريقي ميزان راهتا بت
  . مورد بررسي قرار داد DMSOي مختلف غلظتهارا در 

  

  

  
. DMSOبر حسب افزايش غلظت ) ج( dramو ) ب( lc3، )الف( atg5ي ژنهانمودار ستوني مربوط به چگونگي بروز تغييرات در بيان   - 3شكل 

شاهد   .دهد با ستون شاهد  نشان مي هر ستون  در زمان مقايسه) >001/0p(و ) >05/0p(را به ترتيب در سطح آماري معنادار بودن آماري  **و  *نماد 
   .تر شدن، در شكل نشان داده نشده است است كه براي ساده 1بدون تيمار سرمايي  با ارتفاع ستون معادل   در اينجا نمونه
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اختلاف  ، ندر يك روند وابسته به غلظت و زما 2در شكل 
بين درصدهاي حجمي بالاتر  05/0معنادار آماري در سطح 

تر مشاهده  با درصدهاي حجمي پايين DMSO درصد 10از 
در بالاي نمودار ستوني * گردد كه با گذاردنِ علامت  مي

ساعت پس از ذوب  24ترين زمان يعني  مربوط به مهم
  .است  نشان داده شده

ليل كاهش توان حياتي بديهي است اولين حدس در مورد د
تواند كاهش  ساعت پس از ذوب مي 24در زمان  سلولها

بروز مرگ سلولي ناشي از   واسطه به  سلولهاتوان زيستيِ 
به دنبال يافتنِ فرآيند سلولي و مسيرهاي . سرما باشد

مولكولي منطبق با اين ايده، اتوفاژي به عنوان يك فرآيند 
 سلولهاگ و يا بقاي تواند موجب مر سلولي دوكاره كه مي

هاي انتخابي براي بررسي  گردد، يكي از بهترين مسير
لذا به منظور بررسي . شد مورد نظر محسوب مي  فرضيه

ي ژنها، سطح بيان سلولهاافتادن مسير اتوفاژي در  امكان راه
  .يند مورد بررسي قرار گرفتآمرتبط با اين فر

 ژنهاميزان بيان   دهنده ، محور عمودي نشان3در شكل 
و محور افقي نمايانگر غلظت  ΔΔCT2-محاسبه شده با روش 

DMSO باشد مي .Atg5  وLC3  ي ضروري در پروتئينهااز
. )27و  25، 24، 9(باشند  ها مي م تشكيل و بلوغ اتوفاگوزو

شود  ب ديده مي - 3الف و  - 3طور كه در شكل  همان
 درصد 20تا  5ي غلظتهادر  atg5و  lc3يان ژن افزايش ب

كه افزايش معناداري را در  درصد 10نظر از غلظت  صرف(
  دهنده نشان) دهد قياس با شاهد منجمد نشده نشان نمي

ها و در نتيجه  در تشكيل اتوفاگوزوم سلولهاافزايش تمايل 
ي تيمار شده با سرما سلولهاالقاي اتوفاژي بعد از ذوب 

ناحيه درون  6پروتئيني با  DRAMاز سوي ديگر، . باشد مي
. غشايي است كه در غشاي ليزوزوم واقع شده است

DRAM  هدف مستقيمp53  است و احتمالاً با عملكرد بر
ها و يا با ارسال علائم فيدبك منفي بر روي  روي ليزوزوم

ها به  كننده اتوفاژي، الحاق ليزوزوم ي مهارپروتئينها
تواند  نمايد و از اين طريق مي  اندازي مي اهها را ر اتوفاگوزوم

افزايش . )20و  11 ،8(ها را باعث شود  تجمع اتوفاگوزوم
هاي تيماري  در تماميِ نمونه lc3و  atg5همانند  dramبيان 

مؤيد راه افتادن مسير اتوفاژي در شرايط تنش سرمايي 
از آنجايي كه اتوفاژي فرآيندي با ). ج - 3شكل (باشد  مي

كند  كمك مي سلولهااست كه از سويي به   دوگانهسرشت 
اتوفاژي (تا در شرايط تنشِ اعمال شده ضعيف، زنده بمانند 

و از سوي ديگر با افزايش شدت تنش، سبب نابودي و ) بقا
، در اينجا تفكيك )اتوفاژي مرگ(گردد  مي سلولهامرگ 

بر روي مسير   سرشت دوگانه اين فرآيند، از طريق مطالعه
Akt ي . رت گرفتصوبدين منظور، بررسي كمRNA هاي

به عنوان  ptenو  akt1 ،akt2ي ژنهابرداري شده از  نسخه
ي مهم در مسير بقاي سلولي مد نظر قرار گرفت تا ژنها

شكلهاي (پذير گردد  و مرگ امكان ءافتراقي بين اتوفاژي بقا
با  شود ب مشاهده مي - 4همانگونه كه در شكل ). 5و  4

كاهش اثرات تنش   و در نتيجه DMSOافزايش غلظت 
در قياس با شاهد  akt2، ميزان بيان سلولهاسرمايي به روي 

تغيير معناداري را ندارد كه عدم پاسخ دهي اين ژن را در 
اما بالا رفتن . دهد و تنش سرمايي نشان مي DMSOبرابر 

باعث ) درصد 10بالاتر رفتن آن از سطح ( DMSOغلظت 
ي غلظتهاكه در ( akt1شدت كاهش يافته شود تا بيانِ به  مي
به سمت مقادير مشابه با ) حادث شده است DMSO كم

اين موضوع نمايانگر بروز اثرات . شاهد افزايش مقدار يابد
 20و  15غلظتهاي (ي بالا غلظتهادر  DMSOحفاظتي 

ي سلولهاهمانند  ءبه بقا سلولهاو افزايش تمايل ) درصد
د افزايشي مشاهده شده براي در واقع، رون. باشد شاهد مي

akt1  كه به دنبال افزايش غلظتDMSO  روي داده است
، )الف - 3شكل (ي اتوفاژي ژنهادر كنار افزايش بيان 

از طريق  سلولهاموجب كاهش اثرات تنش سرمايي به روي 
از  درصد 15ي بالاتر از غلظتهادر  ءوقوع اتوفاژي بقا

DMSO ه شده در شكل اي ارائ در نمودار نقطه. شده است
در برابر تغييرات  akt2ج روند تغييرات نامحسوس  - 4

و نيز مجموع تغييرات ثبت شده براي هر دو  akt1صعودي 
آورده شده است به شكلي كه برآيند كلي ) akt1+akt2(ژن 
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صورت تام در زمان افزايش غلظت ه ب aktتغييرات 
DMSO گونه كه  همان. ه استبه تصوير كشيده شد
 akt2و akt1شود برآيند تغييرات بيان در دو ژن  يمشاهده م

بالاتر ( DMSOازاي افزايش غلظت ه روندي صعودي را ب
افتادن مسير بقاي  دهد كه مؤيد راه نشان مي) درصد 10از 

اندازي مسير بقاي سلولي در كنار اتوفاژي  راه. سلولي است

ي بالاي غلظتهادر  ءنمايانگر وقوع همزمان اتوفاژي و بقا
DMSO باشد كه اين موضوع  و تنش سرمايي كمتر مي

. باشد مي سلولهادر  ءدهنده وقوع اتوفاژي بقا نشان
گردد بررسي همزمانِ مسير بقاي  همانگونه كه ملاحظه مي
تواند راهكار مناسبي را در مورد  سلولي و اتوفاژي مي

  . تفكيك دو نوع اتوفاژي در اختيار قرار دهد
  

  

  

      

  
. DMSOبر حسب افزايش غلظت ) ب( akt2،)الف(  akt1يژنهااي مربوط به چگونگي بروز تغييرات بيان   نمودارهاي ستوني و نقطه  - 4شكل 

بدون تيمار سرمايي   شاهد در اينجا نمونه. دهد با ستون شاهد نشان مي را در زمان مقايسه هر ستون) >001/0p(معنادار بودن آماري در سطح  **نماد 
  .تر شدن، در شكل نشان داده نشده است است كه براي ساده 1ع ستون معادل با ارتفا

 الف



 1393، 3، شماره 27جلد                                                                           )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

447 

  

  

  

بر حسب افزايش   ptenو نمودار ستوني مربوط به چگونگي تغييرات بيان ژن ) الف(  ptenدر مقايسه با  aktاي ميزان فعاليت  نمودار نقطه  - 5شكل 
  شاهد در اينجا نمونه. دهد با ستون شاهد  نشان مي هر ستون  را در زمان مقايسه) >05/0p(معنادار بودن آماري در سطح  *نماد ). ب( DMSOغلظت 

  .تر شدن، در شكل نشان داده نشده است است كه براي ساده 1بدون تيمار سرمايي  با ارتفاع ستون معادل 
 ptenرا در قياس با  akt2و  akt1الف ميزان بيان  -5 شكل

فاتازي است كه با افزايش فس PTEN .دهد را نشان مي
. شود فعاليت خود مانع از وقوع مسير بقاي سلولي مي

نشان  DMSOي غلظتهادر تمامي  ptenافزايش بيان 
بايست به نحوي سركوب  دهد كه مسير بقاي سلولي مي مي

شده باشد و اين به ظاهر، خلاف آن چيزي است كه در 

ي بالاي غلظتهاويژه در   به akt ارتباط با افزايش بيان
DMSO  اما بايد دقت نمود اين ). ب -5شكل (گفته شد

در   aktهايRNAامكان نيز وجود دارد كه افزايش ميزان 
باشد و  ptenبتواند به نحوي پاسخگوي افزايش بيان  سلول

به شكلي مسير بقاي سلولي را روشن نگه دارند تا ميزان 
نشان داده  2گونه كه در شكل  مرگ و مير سلولي همان

     20                          15                       10                         5   

  الف

  ب
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الف نسبت  -5در شكل . شد، روندي كاهشي داشته باشد
 DMSOدر برابر افزايش غلظت  ptenبه  akt1+akt2بيان 

شود ميزان بيان  گونه كه ملاحظه مي همان .آورده شده است
akt  تام در مقايسه باpten  ي بالاتر غلظتهادرDMSO 

در  aktافزايش توان   دهنده روندي صعودي را دارد كه نشان
  . باشد مي ptenاندازي مسير بقاي سلولي و جبران اثرات  راه

در راستاي  akt1  از سوي ديگر، كاهش شديد بيان ژن
  ، نشاندرصد 10و  5ي غلظتهادر  ptenافزايش بيان ژن 

است كه اين  Akt/mTORدهنده از كار افتادن مسير 
افتاده در اين شرايط باشد  تواند مؤيد طبيعت اتوفاژي راه مي

به عبارت ). 4و  3شكلهاي (نوع اتوفاژي مرگ است  كه از
 5در غلظت  سرمايي كننده حفاظتضعف عامل ديگر 
سرمايي به   هاي حفاظت دهد كه سازوكار نشان مي درصد

اعمال نشده و به همين  سلولهامنظور افزايش توان زيستي 
در مقايسه با شاهد كاهش مشخصي را  سلولهاعلت تعداد 

  .تادن مسير اتوفاژي مرگ داشته استي راه اف به واسطه

  
معنادار بودن آماري را به ترتيب  **و  *نماد . DMSOبر حسب افزايش غلظت  beclin1 نمودار ستوني چگونگي بروز تغييرات بيان ژن   - 6شكل 

اينجا نمونه بدون تيمار سرمايي  با ارتفاع  شاهد در. دهد با ستون شاهد  نشان مي هر ستون  در زمان مقايسه) >001/0p(و ) >05/0p(در سطح آماري 
  .تر شدن، در شكل نشان داده نشده است است كه براي ساده 1ستون معادل 

beclin1  اورتولوگ پستانداران از ژنatg6  مخمر است كه
ها را تنظيم  محصول پروتئينيِ آن تشكيل اتوفاگوزوم

كه به ميزان beclin1 كاهش معنادار بيان ژن . كند مي
 20و  15ي غلظتهاهاي تيمار شده با  چشمگيري در نمونه

روي داده است،  درصد 10و  5هاي  نسبت به نمونه درصد
اندازي  احتمالاً نشان از دخالت كليديِ اين ژن در راه

روند مشابهي نيز در مورد  ).6شكل (دارد  ءاتوفاژي بقا
p53  وجود دارد كه به نحو ديگري ارتباط پايين بودن سطح
). الف - 7شكل (دهد  نشان مي ءرا با اتوفاژي بقا ن آنبيا

 يژنهاجالب است كه در نقطه مقابل، بالا بودن ميزان بيان 
p53 و beclin1 اندازي اتوفاژي  ارتباط اين دو ژن را با راه

به نظر . دهد نشان مي درصد 5  ويژه در نمونهه مرگ ب
وشت تعيين كننده سرن beclin1 و p53آيد ميزان بيان  مي

سلول از لحاظ انتخاب مسير خود در اتوفاژي مرگ و يا 
ها  در تمامي نمونه dramبالا بودن سطح بيان . باشد مي ءبقا

اندازي  و لذا اين ژن تنها در راه) ب - 7شكل (مشاهده شده 
، نقش ءاتوفاژي، خواه اتوفاژي مرگ و خواه اتوفاژي بقا

يين بودن اين در حالي است كه پا. سازد خود را ظاهر مي
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 درصد 10ي بالاتر از غلظتهادر  beclin1 و p53بيان 
DMSO و بالا بودن سطح  ءباعث انتخاب مسير اتوفاژي بقا

بيان اين دو ژن سبب گزينش مسير اتوفاژي مرگ شده 
  . )7و  6شكلهاي (است 

  

  

 *نماد . DMSOبر حسب افزايش غلظت ) ب( dramو ) الف( p53نمودار ستوني مربوط به چگونگي بروز تغييرات بيان ژن هاي   - 7شكل 
شاهد در اينجا نمونه بدون تيمار سرمايي  با ارتفاع . دهد با ستون شاهد  نشان مي هر ستون  را در زمان مقايسه) >05/0p(معنادار بودن آماري در سطح 

  .تر شدن، در شكل نشان داده نشده است است كه براي ساده 1ستون معادل 
اي وجود دارد  به دو فرم سيتوپلاسمي و هسته p53پروتئين 

كه خواستگاه اصلي آن به عنوان پروتئين كنترل بيان ژن در 
بنابراين شايد بتوان ارتباط سطح بيان آن را . باشد هسته مي

در تفكيك اتوفاژي مرگ و بقاء به ميزان بيان اشكال 
اي و يا سيتوپلاسميِ آن نسبت داد به شكلي كه در  هسته
غلظتهاي بالا از  ايجاد شده در( p53 ير پايين ازمقاد

DMSO(تمايل حضور بيشتري در هسته دارد  ، اين پروتئين
تا ژنهاي مؤثر در بقاء و اتوفاژي را همزمان روشن نمايد اما 
در مقادير بالا، علاوه بر حضور در هسته، حضور 

گذاري به  سيتوپلاسمي نيز محتمل خواهد بود كه با اثر
اندازي  كهايي چون ميتوكندري توان راهروي اندام

فرآيندهاي منجر به مرگ سلولي مانند آپوپتوز را دارد و 

لفا  
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آپوپتوز اصلي ترين . سازد مرگ را همنشين اتوفاژي مي
نحوه اثر گذاري ). 1(باشد  شكل مرگ سلولي در سلولها مي

اندازي  به روي ميتوكندري و راه p53اشكال سيتوپلاسمي 
  .)3(ز گزارش شده است آپوپتوز قبلاً ني

بنابراين به طور خلاصه، بر اساس نتايج حاصل از آزمون 
MTT توان گفت كه  و تحليلهاي آماري مرتبط با آن، مي

هاي تيمار شده با  افزايش معناداري در توان حياتي نمونه
در زمان قياس ( DMSOي مختلف غلظتهاسرما در 

 10لاتر از ي باغلظتهابا  درصد 10تر از  ي پايينغلظتها
شود كه اين افزايش روند مشخصي را  مشاهده مي) درصد

 كننده حفاظتدر يك رفتار وابسته به زمان و غلظت از 
سرمايي  كننده حفاظتماده . دهد نشان مي سرمايي

توانايي حفاظت  درصد 5سولفوكسيد در غلظت  متيل دي
را در برابر تنش اعمال شده توسط فرآيند انجماد را  سلولها

تري را  توان حياتي پايين سلولهاهمين جهت  اشته و به ند
  ي بالاتر مادهغلظتهايي كه در  سلولهانسبت به 

اند  سولفوكسيد منجمد شده متيل سرمايي دي كننده حفاظت
اندازي مسير اتوفاژي  دهند كه علت آن راه از خود نشان مي

 20به  5از ( DMSOبا افزايش غلظت . باشد مرگ مي
 72تا  24از (ز افزايش مدت زمان پس از ذوب و ني) درصد

كه  يابد؛ به طوري  افزايش مي سلولهاتوان حياتي ) ساعت
ي حجمي غلظتهاتواند در  مي DMSOاثر حفاظت سرمايي 

، بعد از گذشت سه روز از ذوب، توان  درصد 20و  15
نزديك به توان حياتي ( درصد 80را به ميزان  سلولهاحياتي 
به عبارت ديگر، با . افزايش دهد) شاهد در نمونه سلولها

تنش سرمايي اعمال شده به روي  DMSOافزايش غلظت 
كاهش  DMSO كننده حفاظتواسطه بروز اثرات ه ب سلولها

افزايش  سلولهايابد و به همين علت توان زيستي  مي
 ءاين افزايش، با تغيير نوع اتوفاژي از مرگ به بقا. يابد مي

در برابر  سلولهانگهداري بيشتر گردد كه باعث  حاصل مي
بديهي است كه استفاده از . گردد اثرات مخرب سرما مي

گذاري وسترن  ي آزمايشگاهي ديگر مانند لكهروشها
تري را در اختيار قرار دهد اما با  توانست اطلاعات دقيق مي

ي ژنهاتوجه به منطق محكم و شفافي كه در نحوه رفتار 
تيمار شده با سرما وجود ي سلولهادخيل در اتوفاژي در 

اين هاي  داشت و نيز انطباق بسيار مناسبي كه بين يافته
شد لذا حصول نتيجه  با گزارشهاي قبلي مشاهده مي تحقيق

ي هانهايي چندان وابستگي اساسي نسبت به انجام بررسي
 .داد سازي را نشان نمي بيشتر در سطح پروتئين
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مجله . GMCSFرده هاي مختلف سلولي داراي گيرنده
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Quantitative Study of the Genes Involved in Cell Survival and 
Autophagy Pathways in T-47D Cell Line with Emphasis on 

Upgrading Cold Resistance of the Cells in the Presence of DMSO 
Vahabi M., Safarian Sh., Zargar S.J. and Aliasghari L. 

Cell & Molecular Biology Dept., School of Biology, College of Science, University of Tehran, Tehran, I.R. 
of Iran 

Abstract 

Dimethylsulfoxide (DMSO) is one of the cryoprotectants utilizing in freezing and long 
term maintenance of the cells. In this study, the mechanism of protection of this mater 
in relation with cell death and autophagy is envisaged. Study of the expression level of 
autophagic genes (atg5 ، lc3 ، beclin1 ، dram  p53), using real time RT-PCR, indicated that و 

at the lowest concentration of DMSO the genes involved in autophagy are over-
expressed, thus regarding to death autophagy induction, the cells have lower viability 
relative to those cells which are freezed at the higher concentrations of cryoprotectant. 
Increasing cell viability, at the greater concentrations of DMSO (over than 10%), occurs 
because of the converting of death autophagy to cytoprotective one which is supported 
by means of over-expression of the genes involved in the survival pathway. 
Simultaneous study of autophagy and AKT/mTOR pathway can be utilized as a 
separating method for death and survival autophagy. 
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