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Aim: The three-dimensional (3D) culture of cancer cells is a method that 

provides the possibility for growth and comprehensive communication of cells in 

a 3D space, leading to the generation of tumorspheres. In recent years, developing 

tumor models from cancer cells by using the 3D cell culture method has attracted 

a lot of attention because it has been introduced as an accurate and reliable 

strategy for studying cancer stem cells (CSCs) and CSC-based therapeutics. The 

3D tumor models in comparison to the monolayer culture (two-dimensional (2D) 

culture) of cells more resemble in vivo conditions. Because in tumor models, the 

tumor microenvironment, cell to cell and cell to extracellular matrix interactions 

and hypoxia condition, which is necessary for the survival of CSCs, are well 

reproduced. Through the use of several types of cells, including cancer and 

stromal cells, tumor models have the ability to develop and reflect the complexity 

of the tissue of interest, which in such a case, are even more accurate models in 

reflecting the biochemical and physical conditions of the body. Therefore, in the 

present study, the 3D model of breast cancer has been constructed with the aim of 

investigating the relationship between the cell behavior and the cell culture 

conditions (2D and 3D), and a comparative study of the growth and drug response 

of the two human breast cancer cell lines; MCF-7, and MDA-MB-231. Material 
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and Methods: The two breast cancer cell lines, MCF-7, and MDA-MB-231, 

were cultured in 2D and 3D (in two modes; on top and embedded) on the 

Matrigel-based scaffold. The molecular phenotype of cells based on surface 

markers was examined by flow cytometry. Mammosphere growth was followed 

in 12 days and their growth kinetics was determined. To evaluate the drug 

response of cells, two anticancer drugs; actinomycin D and paclitaxel were 

applied. Primarily, the IC50 values of the two drugs were evaluated, then the 

generated mammospheres were treated at the indicated dose of the drugs, and 

their effect on the growth of the mammospheres was followed. 

Results: The MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines cultured in 2 and 3D, showed 

a significant difference in their molecular phenotypes. So, it seems that the 

expression of CD44 has significantly decreased.  On the other hand, the growth 

rate of cells in two different modes of 3D culture; on to and embedded, is 

different. Likely, the drug response evaluation shows a significant difference in 

2D and 3D culture, so that the inhibitory effect of paclitaxel compared to 

actinomycin D has decreased in 3D culture. In addition, the results show that 

MCF-7 and MDA-MB231 have different drug responses, which can be affected 

by their different molecular phenotypes. Conclusion: The results of the study 

confirm that the molecular phenotype of cancer cells, their growth, and drug 

response are strongly affected by the type of the understudied cell lines, the cell 

culture method, and the applied drug. Consequently, conducting cancer studies as 

accurately as possible requires obtaining a model that is most similar to the 

corresponding tumor in the body.  
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 چکیده  واژگان کلیدی

سرطان پستان، کشت 

سلللولی سلله بعللدی،  

، فنوتیپ پاسخ دارویی

 مولکولی

فرصت رشد و ارتباط همه جانبه در ها است که در آن سلول یروش ،یسرطان یسلولها یکشت سه بعد هدف: 

توسععه معدل    ر،یاخ ی. در سالهاکنندیم جادیبا نام توموسفر ا یسلول یها داشته و توده یسه بعد یفضا کی

و قابل  قیدق یبه عنوان استراتژ یکشت سه بعد یروش ها یریکارگهببا  یسرطان یاز سلول ها یتومور یها

 یادیع بعر سعلول بن   یمبتنع  یدرمعان  یکردهایرو ییو شناسا یسرطان یادیبن یاعتماد جهت مطالعه سلول ها

بعه   یشعتری شباهت ب، هیروش مرسوم کشت تک لا در مقایسه با بعدیی سهشود. مدلها یشناخته م یسرطان

معاتریکس  -سلول و سلول-تعاملات سلول ،یتومور طیزمحیر ،یتومور یدر مدلها رایز .دارند یشراط درون تن

 بازتولیعد معی شعود.   ه خوبی ب سرطان است یادیبن یکه لازمه بقا سلول ها یپوکسیه طیشراو  خارج سلولی

و استرومایی در سعاخت،   یسرطان یسلولهااز جمله  یگونه سلولچندین  از طریق بکارگیری یتومور یمدلها

در بازتعاب   قتعر یدق یمدل یحت ،یحالت نیدر چن که و بازتاب پیچیدگی بافتی را دارندتوسعه  تیقابلبه خوبی 

 ، ساخت مدل سه بعدی سرطان پستان با هدفحاضرمطالعه در  ازینرو. دنشو یمحسوب م بدن یوقع طیشرا

دو  ییرشد و پاسخ دارو یاسهی، مطالعه مقا)دوبعدی و سه بعدی( کشت طیبا شرا یارتباط رفتار سلول یبررس

-MDA-MBو  MCF-7دو رده سعلولی   ها:مواد و روش .انجام شده است یرده سلول سرطان پستان انسان

غوطه ور( بر روی داربست ماتریژل کشت در سطح و کشت )به دو شیوه به صورت دو بعدی و سه بعدی  231

یتومتری افلوسع روش ها بر حسب مارکرهای سطحی بعا اسعتفاده از   کشت داده شدند. فنوتیپ مولکولی سلول

. برای بررسی پاسخ دارویعی دو  و کنتیک رشد آنها مشخص شد لروز دنبا 12بررسی شد. رشد ماموسفرها در 

دو دارو  IC50داروی ضدسرطان اکتینومایسین دی و پکلی تاکسل مورد استفاده قعرار گرفعت. ابتعدا مقعادیر     

تعیین شد، سپس ماموسفرهای تولید شده با دوز مشخص دارو تیمار و اثر برای رده های سلولی مورد مطالعه 

صعورت دو  کعه بعه   MDA-MB-231و  MCF-7دو رده سعلولی   نتایج:ها بر رشد ماموسفرها دنبال شعد.  آن

دهنعد. بعه گونعه ای کعه     نشان می ی در فنوتیپ مولکولیداریتفاوت معنبعدی و سه بعدی کشت داده شدند 

بطور قابل تعوجهی کعاهد داشعته اسعت. از      CD44بنظر میرسد پس از کشت سه بعدی بیان مارکر سطحی 

هی جد مطالعه در دو حالت مختلف کشت سه بعدی اختلاف قابعل تعو  سلولهای مورهای رشدی ویژگی طرفی

در شعرایط کشعت دو    یعی اخعتلاف پاسعخ دارو   طور مشابه گویایهنیز بپاسخ دارویی  مطالعات. دهندنشان می
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در مقایسه با داروی اکتینومایسین تاکسل دی و سه بعدی است به گونه ای که اثر مهارکنندگی داروی پکلیعب

و  MCF-7دو رده دهند کعه  شرایط کشت سه بعدی کاهد داشته است. علاوه بر آن نتایج نشان میدر دی، 

MDA-MB231 باشعد هعا  متفاوت آن یمولکول پیفنوت زامتاثر  تواندیمکه  نیز پاسخ دارویی متفاوتی دارند. 

فنوتیعپ مولکعولی   کعه   اسعت نکتعه  یعد ایعن   وم ,در مجموع نتایج حاصل از پژوهد انجام شده گیری:نتیجه

شدت متاثر از نوع رده سعلولی معورد مطالععه،    ها بههای رشدی و پاسخ دارویی آنهای سرطانی، ویژگیسلول

مسعتلزم   یمطالععات سعرطان   تعر قیع انجام هرچعه دق  نیبنابرا کار رفته است.ها و نوع داروی بهشیوه کشت آن

  د.شباهت را با تومور مربوطه در بدن داشته باش نیشتریکه باست  یبه مدل یابیدست

  

 مقدمه -1

های درمانی مرسوم در درمان سرطان پستان، سرطان پستان یکی از انواع شایع سرطان در جمعیت زنان است. یکی از روش   

درمانی است که البته در بسیاری از موارد به دنبال آن، مقاوت دارویی گزارش شده است. عوامل مختلف از جمله ژنتیک، شیمی

ها به داروی موردنظر را تحت تاثیر قرار دهند ند اثربخشی یک دارو یا نحوه پاسخ سلولتوانو فاکتورهای دارویی می ریزمحیط

(1) . 

های سرطانی، کشف دارو و بررسی ترین روش مطالعه آزمایشگاهی سلولامروزه کشت دو بعدی سلول یا کشت تک لایه، مرسوم

ها به شوند، سلولها به صورت چسبیده به بستر پلاستیکی کشت داده میپاسخ دارویی است. در روش کشت دو بعدی، سلول

. کشت سه بعدی (2)آورند شوند را به وجود میهای سلولی که کلنی گفته میصورت جانبی با یکدیگر در ارتباط هستند و توده

های سرطانی به های اخیر مورد توجه قرار گرفته است. در این روش، سلولسلول، نوع دیگر کشت سلولی است که در سال

. (3)کنند وسفر ایجاد میهای سلولی با نام تومصورت همه جانبه در یک فضای سه بعدی با یکدیگر در ارتباط بوده و توده

 لایه این در یکنواختی توزیع سرطانی هایسلول که طوری به دارند ناهمگن ایلایه ساختار تا حدی شبیه به تومور، توموسفرها

نکروزی  هایسلول دارند. قرار میانی هایلایه خاموش در هایبیرونی و سلول لایه در بیشتر تکثیر حال در هایسلول. ندارند ها

 با تومورهای مشابه میکرومتر، 400 از تربزرگ انواع در ویژه توموسفرها به . در(4)( 1یابند )شکلمی تجمع تومور مرکز در شده

 بعدی، دو هایکشت در .(5)که بر ناهگونی سلولی اثر مستقیم دارد  شودمی ایجاد اکسیژن و تغذیه شیب ضعیف، رگزایی

 مثال، عنوانبه. است متفاوت شود،می مشاهده هاآن اصلی ریزمحیط در آنچه با هاسلول انیکیبیومک و بیوشیمیایی هایویژگی

 در اما دهند،می خوبی نشان حساسیت ضدسرطان داروهای در شرایط کشت دو بعدی به سرطانی هایدر بسیاری موارد سلول

 بیشتری مقاومت داروها همان برابر در اند،کرده بدن رشد در توده سلولی توموری صورتبه هاسلول که بالینی، زمانی آزمایشات

ها در کنار بنابراین با توجه به این ناهمگونی سلولی در توموسفرها و از طرفی دیگر، با توجه به آراید سلول .(6)دهند می نشان

تری از ها در کشت سه بعدی بازتاب واقعیسه با کشت دو بعدی، رفتار سلولرود در مقایها انتظار میهم و ارتباط همه جانبه آن

 های توموری در بدن انسان باشد. شرایط سلول
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ثیر، لایه هایی از نوع درحال تکطحی حاوی سلولستوموسفر. لایه ای های سرطانی در ساختار لایهنماید شماتیک موقعیت سلول :1شکل 

های از سطح توموسفر به عمق تغییر های نکروتیک است. هر چه موقعیت سلولهای خاموش و لایه داخلی حاوی سلولمیانی حاوی سلول

 شود. بیشتر می کتات(ی )دی اکسید کربن و لاهای دفعکند، فرصت دریافت اکسیژن و مواد غذایی کمتر شده و از طرفی میزان متابولیتمی

 ایشود. در کشت سه بعدی همراه با داربست، داربست زمینهکشت سه بعدی به دو شکل با داربست و بدون داربست انجام می

. (7)کند سلولی و ماتریکس با سلول فراهم کرده و در حقیقت نقد ماتریکس خارج سلولی را ایفا میتعاملات بین جهت مناسب

اسید  قبیل از طبیعی هایبافت از شده مشتق مواد یا سازگار وزیست سنتزی مواد از متشکل متنوعی هایداربست اخیرا

از این  .(8)است  گرفته قرار مطالعه زدایی موردو همچنین ماتریکس خارج سلولی حاصل از سلول کلاژن, ماتریژل هیالورونیک،

های سلولی مانند ارگانوئیدها برای باشد که با هدف ایجاد مدلن، ماتریژل یکی از انواع پرکاربرد در کشت سه بعدی میمیا

، انتاکتین،  VI. ماتریژل از ترکیبات لامینین، کلاژن نوع(9, 8)مطالعه رشد، متاستاز و تمایز سلولی استفاده شده است 

 TGF β (transforming growth factor beta), IGF (insulin-like growth factor)، EGF (epidermal)فاکتورهای رشد 

growth factor), FGF (fibroblast growth factor  )و bFGF (basic fibroblast growth factor))  و پلاسمینوژن فعال بافتی

 . (1)ساخته شده است که هر کدام در استحکام و برقراری اتصالات سلولی نقد دارند 

ای رشد و پاسخ دارویی دو رده سلول منظور بررسی ارتباط رفتار سلولی با شرایط کشت، مطالعه مقایسهدر مطالعه حاضر به

   در کشت دو بعدی و سه بعدی انجام شده است. در این مطالعه از ماتریژل MDA-MB231و  MCF-7سرطان پستان انسانی 

ور ایم. در کشت سه بعدی نیز دو حالت کشت سه بعدی/غوطهها بهره بردهعنوان داربست سلولی برای کشت سه بعدی سلولبه

ه به نوع سلول و نوع کشت، دست آمده حاکی از آن است که بستهو کشت سه بعدی/در سطح در نظر گرفته شد. نتایج ب

 های سرطان پستان با یکدیگر متفاوت است. های رشدی و پاسخ دارویی سلولویژگی

 هاو روش مواد -2

سلولی )تهیه شده از بانک  MDA-MB-231و  MCF-7در این مطالعه از دو رده سلولی  :های سلولی و کشت سلولرده

 RPMI1640 ،FBS (Fetal Bovine  (Gibco)های مورد مطالعه در محیط کشت حاویانستیتو پاستور( استفاده شد. سلول

Serum; Gibco) 10 درصد 1سیلین استرپتومایسین بیوتیک پنیو آنتی درصد  (Gibco)   گراد، درجه سانتی 37و در دمای

ها و رسیدن به تراکم مناسب برای مطالعات پس از رشد سلول به شدند.انکو درصد 5و کربن دی اکسید  درصد 95رطوبت 

 بعدی مورد استفاده قرار گرفتند.

های مورد ترین داربستیکی از مهم:  MDA-MB-23و  MCF-7کشت سه بعدی روی داربست ماتریژل دو رده سلولی 

های تشکیل دهنده ماتریکس تشکیل و پروتئین باشد که از فاکتورهای رشداستفاده در سیستم کشت سه بعدی، ماتریژل می
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( با دو روش کشت در سطح و کشت غوطه ور Corningمنظور ساخت داربست از ماتریژل ). در این مطالعه نیز به(8)شده است 

 دهد.صورت شماتیک نماید میهای مختلف را بهکشت سلول به حالت 2استفاده شد. شکل 

 2×410داد : در روش کشت سه بعدی/در سطح، تع)On top(های ماتریژلی به روش سه بعدی در سطح الف( ساخت داربست

یتر ماتریژل، کشت میکرول 20میکرولیتر ماتریژل درون چاهک پوشیده شده با  10 میکرولیتر محیط کشت و 55 سلول به همراه

 داده شد. 

ور، تعداد : در روش کشت سه بعدی/غوطه)Embedded(ور روش سه بعدی غوطهی ماتریژلی بههاب( ساخت داربست
یکرولیتر م 20میکرولیتر ماتریژل درون چاهک پوشیده شده با  55 میکرولیتر محیط کشت و 10 همراهسلول به 2×10^4

 ماتریژل، کشت داده شد. 

صورت روزانه تعویض محیط انجام شد و بهمنظور انجام مطالعات مورفومتریک و بررسی کنتیک رشد، سلولهای کشت شده به

تصویر ثبت شد و  4تصویربرداری شدند. برای هر  نمونه  001×( و بزرگنمایی sorciMروز با میکروسکپ اینورت ) 21به مدت 

روش سلول نیز به 2×410ای نیز همزمان تعداد منظور مطالعات مقایسهاموسفر مورد بررسی قرار گرفت. بهکلنی یا م 05حداقل 

 دو بعدی کشت داده شد. 

 

 

 

 

 

 

ح روی سط نماید شماتیک کشت سلولی دو بعدی )تک لایه( و کشت سلولی سه بعدی بر روی داربست ماتریژل با دو روش :2شکل 

 ور )تصویر سمت چپ()تصویر سمت راست( و غوطه

 

جهت آنالیز فلوسایتومتری هر دو رده سلولی کشت داده  :با روش فلوسیتومتری CD44و  CD24آنالیز مارکرهای سطحی 

غیرچسبنده(، ابتدا تریپسینه شدند، سپس تریپسین موجود در  هایوش دو بعدی و سه بعدی )بدون داربست در پلیترشده به

پس از سه بار  شد. سلول از هر گروه سلولی برداشت 5×510سوسپانس سلولی با استفاده از محیط کشت خنثی شد. تعداد 

. شدند تثبیت درصد 70 استفاده از اتانول با ها، سلول(Phosphate buffer saline; PBS) شستشو با بافر فسفات نمکی

  PE-anti CD44و FITC-anti CD24. شدند سوسپانس و شستشو داده شده PBS با بار دو تثبیت شده مجددا هایسلول

(Biolegendدر ) تاریکی در ادگرسانتی درجه 4 دمای در دقیقه 30 مدتبه شدند. ها اضافهمیکرومولار به سلول 1 هایغلظت 

( خواند مارکرهای سطحی BD Biosciences)  BD FACS Caliburفلوسایتومتری، از دستگاه استفاده با سپس و شده انکوبه

 . شد انجام

در این تحقیق از دو داروی پروآپوپتوتیک  :دو داروی اکتینومایسین دی و پکلی تاکسل IC50تعیین غلظت 

سیم سلولی هستند، استفاده شد. و مهارکننده تق DNAترتیب مهارکننده رونویسی که به تاکسلپکلیو  اکتینومایسین دی

 diphenyl-2H-tetrazolium-2,5) منظور مشخص کردن غلظت موثر دو داروی اکتینومایسین دی و پکلی تاکسل، سنجدبه
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bromide)  MTT  سلول کشت داده شد. یک روز پس از  10000خانه، تعداد  96انجام شد. به این منظور در هر چاهک از پلیت

لیتر و داروی پکلی تاکسل نانوگرم بر میلی 100و  50، 25، 10، 0های ها، داروی اکتینومایسین دی در غلظتانکوباسیون سلول

 24ها به مدت ها اضافه شده و مجددا سلوللیتر به محیط کشت سلولکروگرم بر میلیمی 100و  50، 25، 10، 0های در غلظت

لیتر به گرم بر میلیمیلی 5با غلظت   MTTساعت، محیط کشت رویی تخلیه شده و محلول  24ساعت انکوبه شدند. پس از 

 مدت 4 ساعت در انکوباتور انکوبه شدند. ها بهها اضافه شد. سپس مجددا سلولسلول

فه شد. اضا DMSO (Dimethyl sulfoxide)میکرولیتر  100پس از انکوباسیون محلول رویی دور ریخته شد و به هر چاهک 

رسی شده و رنانومتر ب 570ها با استفاده از دستگاه پلیت ریدر در طول موج دقیقه انکوباسیون میزان جذب نمونه 20پس از 

 محاسبه شد.  IC50 (Half-maximal inhibitory concentration)غلظت 

به منظور : تاکسلی اکتینومایسین دی و پکلیبه داروها MDA-MB-231و  MCF-7تیمار دارویی دو رده سلولی 

جهت  هاتاکسل، سلولاروهای اکتینومایسین دی و پکلیبه د MDA-MB-231و  MCF-7بررسی پاسخ دارویی دو رده سلولی 

ه با دو ین دو ردادر کشت دو بعدی و ماموسفر در کشت سه بعدی، کشت داده شده و در روز ششم تیمار دارویی  تشکیل کلنی

نجام شد. غلظت ابه دست آمده بود،  1ها برای هر کدام از دو رده سلولی طبق جدول آن IC50داروی مورد مطالعه که غلظت 

IC50  در رده سلولی  اکسلتپکلیدارویMCF-7  لیتر و در رده سلولی میکروگرم بر میلی 50برابرMDA-MB-231  10برابر 

برابر  MDA-MB-231و  MCF-7ی در هر دو رده سلول اکتینومایسین دیداروی  IC50لیتر است و غلظت میکروگرم بر میلی

ها تا روز 21 ادامه پیدا کرد. آنالیز اری روزانه از آنباشد. پس از تیمار دارویی، تصویربردلیتر مینانوگرم بر میلی 100

تغییرات و در انتها  انجام شده Image Jافزار مورفومتریک تصاویر که مبتنی بر اندازه کلنی و ماموسفرها است، با استفاده از نرم

 صورت نمودار به

 ثبت شد. 

 

 آماری زیآنال -3

دار آنالیز آماری عنیم های تفاوت تعیین برای .شد انجام GraphPad Prism 7 از نرم افزار استفاده با آماری تحلیل و تجزیه

2way ANOVA .مقادیر انجام شد P <0.05 شد. گرفته نظر در دار معنی  

 جینتا -4

 های سلولی بر حسب فنوتیپ مولکولی چهارگانهزیرجمعیت

-MDA-MBو  MCF-7یتومتری دو رده سلولی اهای سلولی بر حسب فنوتیپ مولکولی آنالیز فلوسبه منظور تعیین زیرجمعیت

دارای ها درصد سلول 9/99در کشت دو بعدی،  MCF-7های شود، در سلولمشاهده می 3طورکه در شکل انجام شد. همان 231

 MDA-MB231و   MCF-7ی سلولی * دو داروی اکتینومایسین دی و پکلی تاکسل برای دو ردهIC50. مقادیر :1جدول 

ی سلولیرده   

 MDA-MB-231 MCF-7 داروها

لیتر()نانوگرم بر میلی اکتینومایسین دی  100  100 

لیتر()میکروگرم بر میلی تاکسل پکلی  10 50 

IC50*؛ غلظت مهاری میانه 
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درصد دارای فنوتیپ مولکولی   CD44-/CD24+ ،04/0درصد دارای فنوتیپ مولکولی  CD44+/CD24+ ،05/0فنوتیپ مولکولی 

/CD24-- CD44 بوده و فنوتیپ مولکولیCD44+/CD24-  اصلا در جمعیت سلولیMCF-7  کشت شده به روش دو بعدی دیده

 CD44+/CD24+ ،89,8ها دارای فنوتیپ مولکولی درصد سلول  03/5در کشت سه بعدی،  MCF-7های شود. در سلولنمی

درصد  1/5بوده و  -CD44+/CD24درصد دارای فنوتیپ مولکولی   CD44-/CD24+ ،05/0درصد دارای فنوتیپ مولکولی 

شود. در کشت دو کشت شده به روش سه بعدی دیده نمی MCF-7اصلا در جمعیت سلولی CD24-- CD44/فنوتیپ مولکولی 

درصد دارای فنوتیپ  CD44+/CD24+ ،9/96ها دارای فنوتیپ مولکولی لدرصد سلو  MDA-MB-231 ،11/3های دی سلولبع

-MDAاصلا در جمعیت سلولی CD24-- CD44/و +CD44-/CD24 بوده و اصلا دو فنوتیپ مولکولی-CD44+/CD24 مولکولی 

MB-231 های شود. در کشت سه بعدی سلولروش دو بعدی دیده نمیکشت شده بهMDA-MB-231 ،6/94 ها درصد سلول

درصد دارای فنوتیپ  CD44-/CD24+ ،39/5درصد دارای فنوتیپ مولکولی  CD44+/CD24+ ،01/0دارای فنوتیپ مولکولی 

 MDA-MB-231عیت سلولی اصلا در جمCD24-- CD44/درصد فنوتیپ مولکولی   03/0بوده و  -CD44+/CD24مولکولی 

 شود.روش سه بعدی دیده نمیکشت شده به

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

44CD +24CD/+44, CD-24CD/+44CD-های سلولی بر حسب فنوتیپ مولکولی چهارگانه )نماید توزیع زیرجمعیت :3شکل 

+24CD/  24-وCD/-44CD7های سرطانی ( در جمعیت سلول-MCF  231وMB-MDA روش دو بعدی و سه بعدی. کشت شده به

 

 عدی و سه بعدیدر کشت دو ب MDA-MB-231و  MCF-7کنتیک رشد دو رده سلولی 

ور به سه روش کشت دو بعدی، کشت سه بعدی/درسطح و کشت سه بعدی/غوطه MDA-MB-231و  MCF-7دو رده سلولی 

روز دنبال شد. با ارزیابی تغییرات سایز کلنی و  12های سلولی به صورت کلنی و ماموسفر در طول کشت داده شدند. رشد توده
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ت مختلف کشت بررسی ماموسفرهای تشکیل شده ضمن کشت دو بعدی و سه بعدی، کنتیک رشد دو رده سلولی در سه حال

در دو وضعیت کشت دو بعدی  MCF-7های سلولی شود، تغییرات سایز تودهالف دیده می-4(. همانطور که در شکل 4شد )شکل

روش سه بعدی/در سطح از روز دوم به بعد های کشت شده بهکه سلول ور مشابه یکدیگر است در حالیو سه بعدی/غوطه

دهد. با نشان می MDA-MB-231های ب وضعیت مشابهی را برای سلول-4دهند. شکل ان میاختلاف سایز قابل توجهی را نش

در مقایسه با  در سطح-در کشت به روش سه بعدی MCF-7این اختلاف که ماموسفرهای تشکیل شده از رده سلولی 

رند، درحالی که این دو رده تری دامیکرومتر اندازه بزرگ 200حدودا  MDA-MB-231ماموسفرهای تشکیل شده از رده سلولی 

 دهند.اندازه نسبتا یکسانی را نشان می (غوطه ور کشت دو بعدی و سه بعدی)در دو روش دیگر کشت 

کشت شده به سه  MCF-7های سه رشد سلولی در کشت دو بعدی و سه بعدی. الف( تصاویر میکروسکوپی سه گروه سلولیمقا: 4شکل 

ور، نمودار سمت چپ تغییرات سایز کلنی سلولی در کشت دو بعدی و ماموسفرها را روش دو بعدی و سه بعدی/در سطح و سه بعدی/غوطه

کشت شده به سه روش دو بعدی و سه  MDA-MB231های دهد. ب( تصاویر میکروسکوپی سه گروه سلولروز نشان می 12در طول 

روز  12ور، نمودار سمت چپ تغییرات سایز کلنی سلولی در کشت دو بعدی و ماموسفرها را در طول بعدی/در سطح و سه بعدی/غوطه

 ****(.P<0.0001است و درصد 5)انحراف معیار کمتر از دهد نشان می

 

 IC50کسل و تعیین تیمار سلولی با دو داروی اکتینومایسین دی و پکلی تا

 24های مشخص به مدت با دو داروی اکتینومایسین دی و پکلی تاکسل در غلظت MDA-MB-231و  MCF-7های تیمار سلول

ها با تعیین شد. نتایج حاصل از بقای سلول MTTبرای هر دو رده سلولی با استفاده از تست  IC50ساعت انجام شد و غلظت 

مشخص شد.  IC50آنالیز شده و مقدار  Graphpad prism 8افزار پاسخ در نرم-ی و معادله دوزاستفاده از روش رگرسیون غیرخط

دهند. مقدار شود هر دو رده سلولی در پاسخ به تیمار دارویی رفتار وابسته به دوز نشان میالف دیده می-5همانطور که در شکل 
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IC50  برای داروی اکتینومایسن دی در دو رده سلولی 1طبق جدول MCF-7  وMDA-MB-231  نانوگرم بر  100معادل

میکروگرم بر  10و  50به ترتیب معادل  MDA-MB-231و  MCF-7لیتر و برای داروی پکلی تاکسل در دو رده سلولی میلی

 لیتر محاسبه شد. میلی

ایسین اکتینومور به داروی های تک لایه، سه بعدی/در سطح و سه بعدی/غوطهروشهای کشت شده بهپاسخ سلول

 دی

ها سلول روز پس از کشت سلولی، یعنی زمانی که 6های کشت شده در وضعیت سه بعدی، به منظور بررسی پاسخ دارویی سلول

گرم از داروی نانو 100در فاز لگاریتمی رشد خود هستند، اسفروئیدهای هر دو رده سلولی در هر سه نوع کشت با غلظت 

عیاری از پاسخ دارویی در روز به عنوان م 6دی تیمار شدند. تغییرات اندازه کلنی و ماموسفرها در حضور دارو طی اکتینومایسین 

ده است. شب نشان داده -5روز )پید و پس از تیمار( در شکل  12ها در طول نظر گرفته شد. بررسی تغییرات رشدی سلول

 شود. های سلولی کاهد یافته و شیب خط منفی میرشد تودهنتایج حاکی از آنست که پس از انجام تیمار دارویی، 

 تاکسلور به داروی پکلیهغوط-ر سطح و سه بعدید-های تک لایه، سه بعدیهای کشت شده به روشپاسخ سلول

حساسیت متفاوت  1در جدول  MDA-MB-231و  MCF-7تاکسل به دست آمده برای دو رده سلولی داروی پکلی IC50مقدار 

ی لیتر و رده  سلولمیکروگرم بر میلی 10ر غلظت د  MDA-MB-231 یای که رده سلولدهد به گونهدو رده سلولی را نشان می

MCF-7  دهند. بنابراین تیمار سلولی ماموسفرهای هر دو درصدی را نشان می 50لیتر مرگ میکروگرم بر میلی 50در غلطت

که طورپیدا کرد. همان ادامه 12پس از کشت انجام شد و تصویر برداری تا روز  6منطبق با هر رده در روز  IC50رده با مقادیر 

 یابد.های سلولی کاهد میدهشود، پس از انجام تیمار دارویی، رشد توج دیده می-5در شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-MDAو  MCF-7پاسخ دارویی. سمیت سلولی: الف( داروی اکتینومایسین دی و ب( پکلی تاکسل بر روی دو رده سلولی  :5شکل 
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MB231های سرطانی . سلولMCF-7  وMDA-MB231 ( 100و  50، 25، 10، 5، 0با دوزهای مختلف داروی اکتینومایسین دی 

ساعت پس از تیمار میزان  24لیتر( تیمار شدند. میکروگرم بر میلی 100و  50، 25، 10، 5، 0لیتر( و پکلی تاکسل )نانوگرم بر میلی

کشت شده به سه روش دو بعدی و سه  MCF-7های ارزیابی شد. ج( نمودار رشد سه گروه سلول MTTکشندگی داروها با روش 

لیتر(، د( نمودار رشد سه گروه میلینانوگرم بر  100ور پس از تیمار با داروی اکتینومایسین دی )بعدی/در سطح و سه بعدی/غوطه

ور پس از تیمار با داروی کشت شده به سه روش دو بعدی و سه بعدی/در سطح و سه بعدی/غوطه MDA-MB231های سلول

کشت شده به سه روش دو بعدی و سه  MCF-7های لیتر(. ه( نمودار رشد سه گروه سلولنانوگرم بر میلی 100اکتینومایسین دی )

های لیتر(، ی( نمودار رشد سه گروه سلولمیکروگرم بر میلی 50ور پس از تیمار با داروی پکلی تاکسل )طح و سه بعدی/غوطهبعدی/در س

MDA-MB231 10ور پس از تیمار با داروی پکلی تاکسل )کشت شده به سه روش دو بعدی و سه بعدی/در سطح و سه بعدی/غوطه 

آزماید، تیمار دارویی در روز ششم انجام شد و رشد ماموسفرها تا روز دوازدهم پس از کشت دنبال  لیتر(. در هر دو گروهمیکروگرم بر میلی

 ****(P<0.0001است و درصد 5شد )انحراف معیار کمتر از 

   بحث -5

روشی عنوان به )در مقایسه با کشت دو بعدی(، in vivoهای اخیر کشت سلولی سه بعدی به دلیل شباهت بیشتر به شرایط در سال 

اضر فنوتیپ حهای سرطانی، به ویژه شناسایی کاندیداهای دارویی علیه سرطان، معرفی شده است. در مطالعه برای مطالعه سلول مناسب

ر کشت سه بعدی در مقایسه با دو بعدی بررسی شد. در ادامه د MDA-MB-231و  MCF-7مولکولی دو رده سلولی سرطان سینه 

 گرفت.  ور، مورد بررسی قرارکشت؛ دو بعدی، سه بعدی/درسطح و سه بعدی/غوطه ها با سه حالترفتار رشدی و پاسخ دارویی سلول

های سلول و ، تنظیم ویژگیلسلو بقای برای و دارند قرار هاسلول سطح در که هایی هستندمارکرهای سطحی سلول، گلیکوپروتئین

 اصلی مارکر . دو(12, 11)دهند می نشان را جاهابن گلیکوزیلاسیون سرطانی هایسلول . اکثر(10)هستند  ضروری های سلولیفعالیت

 مجموعه زیر چهار از پستان سرطانی های. در حقیقت، سلول(13)هستند  CD44و  CD24 پستان، های سرطانسلول شناسایی

CD44+/CD24+، CD44+/CD24-، CD44-/CD24+ و CD44-/CD24- هایسلول. اندشده تشکیل مختلف فراوانی با 

CD44+/CD24+ فنوتیپ . هستند نوع متمایزترین و ترینفراوانCD44+/CD24-/low هب CSC14)است  شده داده نسبت ها ,

از نوع  MCF-7های دهد که جمعیت غالب سلولنشان می MDA-MB-231و  MCF-7. مطالعه فنوتیپ مولکولی دو رده سلول (15

CD44+/CD24+ های است در حالی که جمعیت غالب سلولMDA-MB-231  وع نازCD44+/CD24- (. نکته 3است )شکل

ای که هد. به گونها در کشت دو بعدی دارنها در کشت سه بعدی فنوتیپ مولکولی متفاوتی نسبت به همان سلولکه این سلولجالب این

 MDA-MB-231های یت غالب سلولاست و جمع +CD44-/CD24در کشت سه بعدی از نوع  MCF-7های جمعیت غالب سلول

به اختلاف  است. اختلاف مشاهده شده در فنوتیپ مولکولی دو رده سلولی مورد مطالعه +CD44+/CD24در کشت سه بعدی از نوع 

 -CD44+/CD24غالب از زیر جمعیت  که به طور MDA-MB-231های ای که سلولباشد. به گونهها مرتبط میرفتاری این سلول

ده است. تغییر های متاستاز معرفی شعنوان یکی از شاخصبه CD44ا بیان بالای اند، رفتار متاستاتیک بیشتری دارند. زیرتشکیل شده

های سرطانی است که در اثر تغییر آراید ها )کشت سه بعدی( گویای پلاستیسیتی سلولدنبال تغییر ریز محیط سلولفنوتیپ مولکولی به

آید. این تغییر فنوتیپ وجود میاتریکس خارج سلولی بهم-لول و سلولس-لی در محیط و تغییر ارتباطات سلولی، ارتباطات سلولسلو

ثیر ااند که تغییر شرایط کشت دو بعدی به سه بعدی تهای قبلی نیز نشان دادهها پیشتر نیز گزارش شده است. گزارشمولکولی سلول

 .(16, 5)های بنیادی سرطانی دارد سازی سلولو غنی های سلول سرطانیمعیتمستقیمی بر ناهمگونی زیرج

(. همان طور که 4ط کشت دو بعدی و سه بعدی، انجام شد )شکل، در شرایMDA-MB-231و  MCF-7مقایسه رشد دو رده سلول 

بیشتر است به گونه ای که ماموسفرهایی با سایز  MDA-MB-231در مقایسه با  MCF-7های نشان داده شده، سرعت رشد سلول

 بعدی/غوطه ت به سهتر ایجاد می کنند. نکته قابل توجه دیگر، رشد زیاد هر دو رده سلولی در شرایط کشت سه بعدی/در سطح نسببزرگ

ر ت و ارتباطات سلولی بای اشاره مستقیم به اثر نوع کشاهدهتر ایجاد می کنند. چنین مشبرابر بزرگ 5ور است و ماموسفرهایی با سایز 

 ها دارد. ویژگی رشدی سلول

این دو دارو برای دو رده سلولی مورد  IC50منظور انجام مطالعات دارویی با دو داروی اکتینومایسین دی و پکلی تاکسل، ابتدا مقدار به

 IC50پس از کشت در غلظت معادل  6های دو بعدی و سه بعدی در روز های کشت داده شده به روشمطالعه تعیین شد، سپس سلول
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تیمار روز )پید و پس از تیمار( حاکی از آن است که پس از انجام  12ها در طول (. بررسی تغییرات رشدی سلول5تیمار شدند )شکل

-MDA-MB های سلولی نزولی و رو به کاهد است. شیب نمودار ماموسفرهای تشکیل شده از رده سلولیدارویی، تغییرات رشد توده

بوده که نشان دهنده  MCF-7 در هر سه روش کشت تندتر از شیب نمودار پاسخ دارویی ماموسفرهای تشکیل شده از رده سلولی 231

پس از  MCF-7که اندازه ماموسفرهای باشد. درحالیمی اکتینومایسین دیبه داروی  MDA-MB-231  حساسیت بیشتر رده سلولی

در  MCF-7رسد که رده سلولی نظر میاست و به MDA-MB-231تر از رده سلولی میکرومتر بزرگ 200تیمار دارویی همچنان حدود 

 مقاومت دارویی بیشتری دارد. MDA-MB-231مقایسه با رده سلولی 

ای که نمودار تغییرات رشد پس از تیمار دارویی با داروی پکلی گونهدهد بهتیمار دارویی با داروی پکلی تاکسل نیز نتایج مشابه را نشان می

پس از تیمار دارویی  MCF-7دهد. اندازه ماموسفرهای را نشان می MDA-MB-231شیب کندتر از رده  MCF-7تاکسل برای رده 

نظر میرسد که رده سلولی FCM-7 در مقایسه است. بنابراین به MDA-MB-231میکرومتر بزرگتر از رده سلولی  200همچنان حدود 

با رده سلولی BM-ADM-132 مقاومت دارویی بیشتری دارد. درحالیکه شیب نمودار پاسخ دارویی ماموسفرهای تشکیل شده از رده 

سلولی BM-ADM-132، از شیب نمودار پاسخ دارویی ماموسفرهای تشکیل شده از رده سلولی FCM-7 تندتر بوده و این نشان دهنده 

حساسیت بیشتر رده سلولی  BM-ADM-132 کشت شده در شرایط سه بعدی به داروی پکلیتاکسل میباشد و گویای اثر برهم کند 

 های سلول-سلول و سلول-ماتریکس خارج سلولی( بر پاسخ دارویی سلولها است.های سلولی افزاید یافته )برهم کند

 MCF-7در کشت تک لایه نیز درمقایسه با رده سلولی  MDA-MB231نیز نشان داده شد، سلول های  1البته همانطور که در جدول  

-MDAو  MCF-7کوچکتری دارند. اختلاف پاسخ دارویی دو رده  IC50حساسیت بیشتری به داروی پکلی تاکسل داشته و عدد 

MB231 ها نیز در ارتباط باشد. گزارشات متعددی پیرامون بررسی ارتباط  مقاومت دارویی تواند با فنوتیپ مولکولی متفاوت آنمی

 باشند.های سرطانی وجود دارد که تا حدی متناقض میالگوی بیان مارکرهای سطحی سلول های سرطانی ومشاهده شده در سلول

آن را به بیان  مرتبط دانسته اند و برخی دیگر  +CD24-/low/CD44برخی مطالعات مقاومت دارویی را به الگوی فنوتیپ مولکولی  

در تنظیم مقاومت داوریی را گزارش می دهد. این مطالعه  CD24. به عنوان مثال مطالعه ای نقد (17)نسبت می دهند  CD24بالای 

بر کاهد  CD24بسته به نوع دارومی تواند مقاومت دارویی را تغییر دهد. به گونه ای که مهار بیان  CD24ان می دهد که مهار بیان نش

. مطالعه ای دیگر نشان می دهد که زیر (18)فلورویوراسیل موثر بوده ولی بر داروی سیس پلاتین اثر ندارد -5حساسیت سلولی به داروی 

-CD44+/CD24به داروی دوستاکسول مقاومت بالاتری نشان می دهند، درحالیکه زیر جمعیت  CD44+/CD24+/highجمعیت 

/low  به داروی دوکسوروبیسین مقاومت نشان می دهند. نتایج این مطالعهCD24   را به عنوان بیومارکری برای انتخاب داروی مناسب

 .(19)شیمی درمانی معرفی می کند 

ین ند و اه بعدی حساسیت سلول ها به داروهای ضد سرطان کاهد پیدا می کهای پیشین نیز حاکی از آنست که در کشت سپژوهد

. ماتریکس خارج سلولی (20)اتریکس خارج سلولی نسبت داد م-لول و سلولس-های سلولتوان به افزاید برهم کندکاهد را می

. (21)کند می ظیمتن را سلولی رفتار خود نوبه به و تعدیل را ریزمحیط بیوشیمیایی و بیومکانیکی هایویژگی که است فعال ایشبکه

 بقای متاستاز، رفتپیش تومور، رشد در به ماتریکس خارج سلولی سلول و سلول به سلول هایکندبرهم که اندداده نشان سرطان العاتمط

 ریزمحیط تأثیر تحت شدت به سلولی های. برهمکند(16)هستند  دخیل توموری هایسلول دارویی پاسخ و یسآپوپتوز سلولی،

ماتریکس خارج  یزیکیف خواص و بیوشیمیایی اجزای مغذی، مواد و اکسیژن سطوح مانند آن بیوشیمیایی خواص جمله از آنها فیزیولوژیکی

 مختلف، سلولی هایلایه و وکسیکهیپ محیط مانند توموسفر، دهندهتشکیل هایسلول فیزیولوژیکی شرایط دیگر، سوی از. دارد قرار سلولی

کس ماتری بیومکانیکی و بیوشیمیایی طرفی خواصکند. از می دشوار را ماموسفر داخل به دارو نفوذ و شده دارو برای موانعی ایجاد به منجر

 سلول رفتار و خواص نتیجه در و گذارندمی تأثیر ماتریکس خارج سلولی با سرطانی هایسلول متقابل تعاملات بر شدت به خارج سلولی

 تغییر با تواندمی حتی یتومور درون ناهمگن ماتریکس خارج سلولی و سلولی هایکندجالب آنکه برهم .(22)کنند می تعیین را سرطانی

-کند سلولاده شده است که برهمنشان د همچنین. (22)بگذارد  تأثیر سرطانی هایسلول دارویی پاسخ بر سرطانی ایهسلول ژنتیکیاپی

تلیالی پستان پیهای الها دارند. وقتی سلوها و محیط اطراف آن اثر زیادی بر شکل سلول، اسکلت سلولی، ساختار کروماتین و بیان ژن

موزومی و کاهد دگی کروگیرد که این مورفولوژی منجر به فشرخود میشوند، مورفولوژی گرد بهانسان بر روی داربست کشت داده می

 .(23)شود ها میها و متعاقبا منجر به سرکوب بیان برخی از ژنسایز هسته و در نتیجه داستیلاسیون هیستون

جا که در کشت سه بعدی سازی محیط کشت سلولی به شرایط بدن یکی از ملزومات اساسی مطالعات سلولی است. از آنبنابراین شبیه

ورزی ماتریکس خارج سلولی از نظر شکل و جنس آن وجود دارد، این روش جانبه یوده و پتانسیل دستاتصالات و ارتباطات سلولی همه
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ایی مناسب که به خوبی بازتاب یهای فیزیکوشیمشود. البته انتخاب داربستی با ویژگیتر در مطالعات سرطان محسوب میرویکردی مناسب

 باشد. های اساسی این دست مطالعات میشرایط بدن باشد، یکی از چالد

 یریگجهینت -6

های مولکولی متفاوتی دارند فنوتیپ MDA-MB-231و  MCF-7این مطالعه نشان داده شد که دو رده سلولی سرطان پستان    

افتد. رشد هر دو رده سلولی در کشت سه و در کشت سه بعدی تغییر فنوتیپی همچنان به صورت متفاوت اتفاق می

بر روی  MCF-7های تشکیل شده از رده سلولی ور است. ماموسفرسه بعدی/غوطه بعدی/درسطح بیشتر از کشت دو بعدی و

است. با وجودی که تیمار سلولی با هر دو  MDA-MB-231داربست ماتریژل بزرگتر از ماموسفرهای تشکیل شده از رده سلولی 

تاکسل اثر مهارکنندگی بیشتری بر رشد انجام شد، داروی اکتینومایسین دی نسبت به داروی پاکلی IC50دارو در غلظت معادل 

نسبت به داروهای اکتینومایسین دی و  MCF-7 در مقایسه با رده سلولی MDA-MB-231ماموسفرها داشته است. رده سلولی 

گیری کرد که فنوتیپ مولکولی توان این گونه نتیجهطور کلی میتاکسل حساسیت دارویی بیشتری از خود نشان داد. بهپکلی

ها و نوع ها بر حسب نوع رده سلولی مورد مطالعه، شیوه کشت آنهای رشدی و پاسخ دارویی آنهای سرطانی، ویژگیسلول

تر مطالعات سرطانی دستیابی به مدلی که بیشترین کار رفته بسیار متغیر می باشد. بنابراین برای انجام هرچه دقیقداروی به

 باشد امری ضروری است. شباهت را با تومور مربوطه در بدن داشته

  و قدردانی تشکر -7

 شود.بدین وسیله از حمایت دانشگاه تحصیلات تکمیلی علوم پایه انجام جهت انجام پروژه قدردانی می
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