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Evaluation of Cytotoxicity Activity of Salmonella Typhimurium Protein Fractions on Melanoma B16 Cancer Cell Line


ABSTRACT

Background and target: Salmonella typhimurium is a gram-negative rod-forming bacterium belonging to the family Enterobacteriaceae and Is one of the most common foodborne pathogens, that With several pathogenic factors, including toxins, Secretory proteins, and secretory system T3SS(That Causes fluid secretion And inflammation), Etc It can a suitable candidate for this stud. The purpose of this study, Evaluation of the cytotoxicity effect of bacterial protein fractions on growth and proliferation of melanoma cancer cells, which is the most resistant type of skin cancer.
materials and methods: In this experimental study, the cancer cell line (B16) melanoma was used. Different bacterial fractions were prepared by the ammonium sulfate method. Interaction of cancer cells with different concentrations of Salmonella typhimurium fractions was studied. Cell proliferation was assessed by MTT assay at 24 and 48 hours.
findings: MTT test results with fractions (Bacteria lysate in culture medium, 80% deposition of lysate proteins, 30% deposition of lysate proteins, 80% deposition on culture media, and 30% deposition on culture media) The highest effect was observed at concentrations of 9.25,30, 8, 72, 10.75 μg / ml, respectively.
Discussion and conclusion: Results show that bacterial fractions of Salmonella typhimurium have high toxicity and lethal effect on melanoma cancer cells. These compounds can be suggested and used as an alternative or complementary to cancer therapy.
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چکیده
پیش‌زمینه و هدف: امروزه، سرطان یکی از مهمترین مشکلات سلامتی و شایع ترین علت مرگ در سراسر جهان است. با توجه به عوارض جانبی و ناکارآمدبودن روش‌های رایج سرطان در دهه‌های گذشته از باکتری و متابولیت‌های تولید شده آنها می‌توان به عنوان داروهای جایگزین ضد سرطان استفاده کرد. پروتئین‌ها و توکسین‌های باکتری سالمونلا تیفی موریوم ممکن است ابزاری جدید برای استراتژی های درمانی آینده باشد. این مطالعه با هدف ارزیابی اثر سایتوتوکسیسیتی فرکشن‌های مختلف  پروتئینی سالمونلا تیفی موریوم روي ميزان کاهش رشد و تکثير و افزایش مرگ سلول‌های سرطاني ملانوما BL16 به عنوان سرطان سخت درمان پذیر و مقاوم‌ترین نوع سرطان پوست در شرایط آزمایشگاهی، انجام شده است.
مواد و روش‌ها: در اين مطالعه تجربي از رده سلولي، سرطاني(BL16) ملانوما استفاده شد. پروتئین‌های موجود در لیزات و محیط کشت سالمونلا تیفی موریوم با روش رسوب‌دهی با سولفات آمونیوم در 30٪ و 80٪ اشباع، جمع‌آوری شده و سپس دیالیز شدند (فرکشن‌های باکتریایی تهیه شد). سلول سرطاني ملانوما با غلظت‌هاي مختلفي از فرکشن‌های مختلف پروتئين باكتريايي تیمار شدند و ميزان زنده ماندن سلول‌ها با آزمون MTT در زمانه‌های 24 و 48 ساعت ارزيابی و بررسی شد.
[bookmark: _Hlk28541433]یافته‌ها: نتايج آزمایش MTT تيمار با فرکشن‌های ( باکتری لیز شده در محیط کشت، رسوب 80%پروتئین‌های لیزات، رسوب30% پروتئین‌های لیزات، رسوب 80% پروتئین‌های محیط کشت و رسوب 30% پروتئین‌های محیط کشت) در زمان ۲۴ و 48 ساعته، بيشترين ميزان اثر در غلظت‌های 25/9میکروگرم بر میلی لیتر از باکتری لیز شده در محیط کشت، 30 میکروگرم بر میلی‌لیتر از فرکشن رسوب 80%لیزات، 8 میکروگرم بر میلی‌لیتر از رسوب 30% لیزات‌، 72 میکروگرم بر میلی‌لیتر از فرکشن رسوب 80% محیط کشت و غلظت 75/10 میکروگرم بر میلی‌لیتر از رسوب 30% محیط کشت مشاهده شد.
بحث و نتیجه‌گیری: نتايج نشان می‌دهد فرکشن‌های باکتریایی سالمونلا‌تیفی‌موریوم بسیار سمی و با کشندگي زیادی بر سلول‌های سرطاني ملانوما است. اين ترکيبات می‌توانند به‌عنوان کانديد جايگزين و يا مکمل درماني سرطان با تاثیر بالا در آینده پيشنهاد و استفاده شود.
[bookmark: _Hlk29231197]کلمات کلیدی: عصاره سیتوپلاسمی، محیط کشت، سالمونلا تیفی موریوم، ملانوما 
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مقدمه
[bookmark: _Hlk28542693]ملانوما نوع مهاجم و بدخیمی از سرطان پوست است که از ملانوسیت‌ها منشا گرفته و می‌تواند در هر بافتی که این نوع سلول‌ها حضور دارند رخ دهد، مانند بخش‌هاي غیرجلدي مانند موکوس دهانی، حلق، سینوس‌هاي نزدیک‌بینی، واژن، مجاري‌ادراري، سیستم عصبی مرکزي و چشم‌ها. این نوع از سرطان، داراي میزان بسیار بالایی از مرگ‌ومیر هست] 1[. ملانوسیت‌ها سلول‌های رنگ‌دانه‌دار خاصی هستند که در پوست و چشم‌ها یافت می‌شوند و با تولید ملانین موجب ایجاد رنگ‌دانه‌های مسئول رنگ پوست و رنگ مو می‌گردد. در هنگام رشد جنینی، ملانوسیت‌هاي جلدي از پیشگامان قلبی-عصبی که توانایی زیادي براي حرکت‌دارند، منشا گرفته و به پوست مهاجرت می‌کنند. در پوست، ملانوسیت‌ها در لایه پایه‌اي از اپیدرم و فولیکول‌های مو ساکن می‌شوند و تعادل حیاتی آن‌ها به‌ وسیله‌ کراتینوسیت‌هاي اپیدرمال تنظیم می‌شود ]2[ در ایجاد ملانوما، تغییرات بافت‌شناسی که موجب تبدیل ملانوسیت نرمال به ملانوماي بدخیم می‌شود، نقش بسیار مهمی دارند. این تغییرات بافت‌شناسی می‌توانند به جهش‌هاي ژنتیکی خاصی مربوط باشند که می‌توانند بر پیام‌رسانی مولکولی اثر گذاشته و در فرآیند تبدیل ملانوسیت به ملانوما شرکت کنند ]3[ پیش‌بینی‌شده است، که در سال 2017 ،87110 مورد جدید ملانوما و 9730 مورد مرگ به دلیل ملانوما در آمریکا رخ دهد. در ایران نیز سرطان پوست یکی از شایع‌ترین موارد سرطان تشخیص داده‌شده در میان زنان و مردان را تشکیل می‌دهد ]4[. در جنوب ایران، 15 % از کل سرطان‌هاي تشخیص داده‌ شده، سرطان پوست است. در شرق ایران، میانگین میزان شیوع سرطان پوست در هنگام سال‌هاي 1987 تا 2001 ،6/28 % گزارش‌شده است که از این میان، 5 % ملانوما است ]5[. این میزان در ایران  در حال افزایش است به ‌گونه‌ای‌که در سال‌ 2009، درصد سرطان پوست در میان زنان ایرانی 1/13 % و در میان مردان ایرانی 9/18 % است]4[. ملانوما به‌شدت مهاجم با میزان بالایی از متاستاز است و نسبت به مواد کشنده سلولی مقاومت بالایی از خود نشان می‌دهد. تصور می‌شود که به دلیل اینکه ملانوسیت‌ها از سلول‌هایی منشا می‌گیرند که بسیار متحرک هستند، ویژگی‌هاي زنده‌مانی بسیار بهبودیافته‌ای دارند. سلول‌های ملانوما در مقایسه با دیگر انواع سلول‌های توموري سطوح بسیار کمی از آپوپتوز را در شرایط درون تنی، از خود نشان می‌دهند و همچنین در شرایط برون تنی نسبت به موادي که آپوپتوز را القا می‌کنند از خود مقاومت نشان می‌دهند. بنابراین در درمان‌هاي شیمی‌درمانی، رادیودرمانی و پرتودرمانی، ایمنی‌درمانی و درمان بیولوژیک و... داراي مقاومت بالایی بوده و این مقاومت به‌عنوان سدي در برابر درمان موفقیت‌آمیز ملانوما محسوب می‌شود ]6[. آثار جانبي داروها، وقت‌گير و پرهزينه بودن و عدم كارآيي كامل اين روش‌های درماني رایج ، نياز به جستجو براي روش‌های جديد و راهكارهايي براي درمان این نوع سرطان مطرح است که مي‌توان به بهره‌گیری از محصولات ميكروبي اشاره كرد. استفاده از باکتری‌های زنده، باکتری‌های تخفیف یافته و یا دست‌کاری ژنتیکی شده، وکتورهای باکتریایی که ناقل عوامل ضد توموری هستند، توکسین‌های باکتریایی به‌ صورت ایمنوتوکسین‌ها و یا کونژوگه شده به آنتی‌ژن‌های سطحی توموری ، ايمني‌تراپي به‌ واسطه بدنه باكتري‌ها و اسپور‌هاي باكتريايي به ویژه باكتري‌هاي بی‌هوازی و پروتئين‌هاي نوتركيب باكتريايي ازجمله مواردي هستند كه امروزه برای درمان مطرح هستند. بروز آثار مثبت و نیز کاهش عوارض متعاقب درمان، باعث شده است كه استفاده از این عوامل در کانون توجه پژوهشگران و نیز داروسازان قرارگیرد و بتواند در آینده درمانی بالقوه برای انسان باشد ]7و8[. از بين باكتري‌هاي شناخته‌شده، سالمونلاتیفی‌موریوم که یک باکتری گرم منفی، میله‌ای شکل، پاتوژن درون‌سلولی اختیاری و بدون اسپور هستند که به خانواده انتروباکتریاسه تعلق دارد و یکی از متداول‌ترین پاتوژن‌های ناشی از مواد غذایی هستند ]9[، به لحاظ ویژگی‌های منحصربه‌فردی که دارد دارای اهميت است و به‌طور گسترده در مدل‌های سرطان حیوانات و آزمایشات بالینی فاز اول در بیماران انسانی مورد مطالعه قرارگرفته است. سالمونلا تیفی‌موریوم می‌تواند به بافت‌های عمیق و مناطق نکروتیک نفوذ کند و در آنجا تکثیر پیدا کند به علاوه سالمونلا با چندين فاكتور بیماری‌زایی ازجمله توکسین‌ها، پروتئین‌های ترشحی و سیستم ترشحی T3SS و غیره می‌تواند كانديد مناسبي براي اين مطالعه باشد ]10و11[. که هر يك از اين فاكتورها آثار خاص خود را بر سلول اعمال مي‌كنند. فاكتور‌هاي بیماری‌زایی اين باكتري از مسيرهاي مختلف،سبب مرگ سلول‌ها مي‌شوند. هدف از اين مطالعه، ارزیابی اثر سيتوتوکسيسيتي فرکشن‌های پروتئینی باکتری سالمونلا روي ميزان رشد و تکثير سلول‌های سرطاني ملانوما، به عنوان مقاوم‌ترین نوع سرطان پوست است.

مواد و روش‌ها
الف) آماده‌سازی فرکشن‌های مختلف باکتریایی
[bookmark: _Hlk21947803]سویه استاندارد  Salmonella typhimurium انستیتو پاستور ایران تهیه شد. برای کشت این باکتری از محیط کشتهای آماده نوترینت آگار و نوترینت براث (Merck) استفاده کردیم. برای کشت باکتری ابتدا سویه استاندارد روی محیط نوترینت آگار کشت داده شد و در دمای 37 درجه سانتی‌گراد به مدت 24 ساعت در داخل انکوباتور قرار داده شد و سپس برای‌ تهیه‌‌ بیومس‌ باکتری‌ از آن یک تک کلنی با استفاده از لوپ استریل در کنار شعله برداشته شد و به محیط مایع نوترینت براث تلقیح شد و در انکوباتور شیکردار برای 19ساعت قرارداده شد تا زمان رسیدن به فاز لگاریتمی رشد و سپس در فالکونهای 50 سی‌سی تقسیم و نگهداری شد. 
 یک فالکون 50 سی‌سی از محیط کشت حاوی باکتری را به‌منظور لیز کردن باکتری در محیط کشت، جدا و چندین مرحله فریز دفریز شد و برای اطمینان از لیز شدن کامل باکتری  به مدت 20دقیقه سونیک شد و سپس با دور rpm 12000 به مدت 20 دقیقه در دمای 4 درجه سانتی‌گراد سانتریفوژ شد و مایع رویی جدا و فیلتر شد (نمونه 1). سایر فالکونها را با دور rpm12000 به مدت20 دقیقه دردمای 4درجه سانتی‌گراد سانتریفوژ و مایع رویی از پلت ته فالکون جدا شد و به‌ منظور حذف باکتری باقیمانده در مایع رویی با استفاده از پمپ خلاء با فیلتر (sswp) µm  3/0 فیلتر شد و به ‌صورت جداگانه در داخل یک ظرف استریل در 4 درجه سانتی‌گراد نگهداری شد، و برای انجام مراحل سایر نمونه‌ها آماده‌سازی شد. به ‌منظور تهیه لیزات باکتریایی از بافر لیز کننده استفاده شد.
لیز کردن باکتری و استخراج عصاره سیتوپلاسمی
برای لیز کردن باکتری رسوب جمع‌آوری‌شده در کف فالکونها را داخل یک فالکون ریخته و 50 سی‌سی بافر لیز کننده استریل به آن اضافه شد و چندین مرتبه فریز دفریز انجام شد (ابتدا در دمای 20-درجه سانتی‌گراد قرار گرفت تا کاملاً یخ بزند و سریع در بن ماری 45 درجه سانتی‌گراد قرار گرفت تا سریع دفریز شود ) سپس با سرعت rpm  12000 در دمای 4 درجه سانتی‌گراد به مدت 10 دقیقه سانتریفوژ شد و مایع رویی به ‌آرامی به‌وسیله سرنگ از رسوب کف فالکون جدا و فیلترشد ( 22/0میکرون) و در داخل فریزر21- درجه سانتی‌گراد نگهداری شد.
برای غلیظ کردن و خالص‌سازی جزئی پروتئین‌ها از روش رسوب‌دهی با نمک سولفات آمونیوم در غلظت‌های 30% و80% اشباع استفاده شد. ابتدا لیزات باکتری داخل بشر ریخته شد و با غلظت 30% آمونیوم سولفات رسوب داده شد و سپس سانتریفوژ شد با دورrpm 13000 در دمای 4 درجه سانتی‌گراد به مدت 10 دقیقه و رسوب جدا شد و مایع رویی آن دوباره با غلظت 80% رسوب داده شد و سانتریفوژ شد و رسوب آن نگهداری و مایع رویی دور ریخته شد. سپس به همین ترتیب محیط کشت ابتدا با غلظت 30% آمونیوم سولفات رسوب داده شد و دوباره مایع رویی با غلظت 80% رسوب داده شد یعنی در هر مرحله پس از حل شدن کامل نمک(30%) محلول حاصل سانتریفیوژ شد، رسوب نگهداری و مایع رویی حاصل از سانتریفیوژ برای رساندن به درصد اشباع بعدی (80%)سولفات آمونیوم استفاده شد و مانند مرحله پیش انجام شد و دوباره سانتریفیوژ شد، و مایع رویی خارج و دور ریخته شد و رسوب هر مرحله نگهداری شد درنهایت رسوبهای به‌دست‌آمده جداگانه در PBS استریل حل شد تا زمانی که شفاف شود و برای نمک‌زدایی دیالیز شد. پروتئین‌های استخراج‌شده به ‌وسیله الکتروفورز ناپیوسته ژل پلی آکریل آمید حاوی SDS بررسی شد. برای سنجش مقدار پروتئین کل نمونه عصاره سلولی و سوپرناتانت نمونه دیالیزشده با استفاده از روش بردفورد و با استفاده از سرم آلبومین گاوی(BSA)  به‌عنوان پروتئین استاندارد صورت گرفت.

کشت سلول رده سلول‌های سرطاني:
سلول سرطانی BL16 از بانک سلولی انستیتو پاستور ایران تهیه شد. در محيط كشت (Gibco) 12DMEM-F به همراه ۱۰ درصد (Gibco) FBS و 100واحد آنتی‌بیوتیک پنی‌سیلین_استرپتومایسین (Gibco) در انکوباتور با دمای ˚C37  و ۵ درصد CO2 کشت داده شد (12)، پس از سه بار پاساژ سلولي، سلول‌ها به تعداد مناسب براي تست شدند.

ارزيابي اثر سيتوتوکسيسيتي فرکشن‌های مختلف باکتری بر سلول‌های سرطاني به روش آزمایش MTT:
[bookmark: _Hlk21994738] به‌ منظور بررسي ميزان رشد و مرگ مير سلول‌ها، طبق پروتكل اعلام‌شده انجام گرفت. سلول‌ها تريپسينه و از فلاسک‌ها جمع‌آوری و با استفاده از لام نئوبار شمارش تعداد کل سلول‌ها انجام شد. تعداد ۵۰۰۰ سلول در هرکدام از چاهک پلیت‌های ۹۶ خانه حاوي ميزان200 میکرولیتر محيط كشت منتقل شد ]13[. سپس سلول‌ها با غلظت‌هاي مختلف از فرکشن‌های (باکتری لیز شده در محیط کشت، رسوب 80%پروتئین‌های لیزات، رسوب30% پروتئین‌های لیزات، رسوب 80% پروتئین‌های محیط کشت، رسوب 30% پروتئین‌های محیط کشت) و به ‌صورت سه بار تکرار و چند چاهک باقی‌مانده به‌عنوان کنترل و فاقد تیمار در نظر گرفته شد. پلیت‌ها در دو بازه زماني ۲۴ و ۴۸ ساعت در انکوباتورCO2 دار(5درصد) و در دماي ˚C37  انکوبه شد.
سپس  20μlمحلول (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- MTT diphenyltetrazolium bromide)  (sigma usa) به هر چاهك اضافه و به مدت يک ساعت در دماي37 درجه انکوبه که در این هنگام کريستال‌هاي فورمازان تشكيل شد. پس‌ازانكوباسيون، محيط کشت درون چاهک‌ها تخليه شد و به ميزان ۱۰۰ میکرولیتر حلال DMSO (Dimethyl sulfoxide)   (Gibco)به هر چاهك اضافه شد و پس از چند دقيقه انكوباسيون در دماي اتاق ميزان جذب نوري آن‌ها در طول‌موج ۵۷۰ نانومتر با دستگاه (BioTek, USA) elisa reader قرائت شد ]14[.

آناليز آماري
تحليل آماري داده‌ها با استفاده از نرم‌افزار گراف پد پریسم و نتايج با آزمون آناليز واريانس یک‌طرفه t test  و تمامی داده‌ها به ‌صورت ميانگين ± انحراف معيار گزارش و حد معنی‌دار بودن p < 0.05 در نظر گرفته شد. تمامي آزمایش‌ها سه بار تكرار شدند.

یافته‌ها
نتايج تست MTT، تأثير تيمار بر ميزان رشد و مرگ‌ومیر سلول‌ها را با تغيير رنگ زرد محلول تترازوليوم به رنگ بنفش ناشي از تشکيل کريستال‌هاي فورمازان در اثر فعاليت آنزيم سوکسينات دهيدروژنازميتوکندريايي نشان می‌دهد. بنابراين رنگ بنفش در صورت زنده‌بودن سلول‌ها، مشاهده مي‌شود و مقايسه شدت رنگ توليدشده در چاهک‌هاي تيمار شده نسبت به چاهک‌هاي شاهد،افزايش تعداد سلول‌ها يا کاهش آن‌ها را نمايان مي‌کند. ميزان بقاي سلول‌ها تحت تأثير تيمار، از فرمول ذيل به دست آمد.
(Cell viability = میانگین جذب نوری)/(میانگین جذب نوری شاهد*100)

           

 A)                                       
B)
نمودار(۱): ارزيابي ميزان بقاي سلول‌های سرطاني رده سلولی ملانوما تیمار شده با لیزات باکتری در محیط کشت (A 24 ساعته B )48 ساعته

[bookmark: _Hlk28627051]نتایج بررسی اثر غلظت‌های مختلف از فرکشن لیزات باکتری در محیط کشت (با میزان غلظت کل پروتئین 18.5میکروگرم بر میلیلیتر) روی سلول‌های سرطانی  (BL16)ملانوما در آزمایش 24 ساعته و 48 ساعته نشان داد که بیشترین میزان اثر مهارکنندگی رشد در غلظت 25/9 میکروگرم بر میلی‌لیتر بوده که در 24 و 48 ساعته به ترتیب 70 و 50 درصد از سلول‌ها دچار مرگ شدند. و پس ‌از آن بیشترین اثر در سایر غلظت‌ها مشاهده، و با کاهش غلظت این اثر کشندگی کاهش یافته به شکلی که در غلظت 0.275 میکروگرم بر میلی لیترمیزان کشندگی به صفر رسیده است، به نظرمي‌رسد اثر سيتوتوکسيسيتي لیزات باکتری در محیط کشت سلول‌های سرطاني در دو بازه زماني ٢٤ و ٤٨ ساعت وابسته به زمان نیست و در غلظت‌هاي مشابه ميزان مرگ سلولي در مدت 24 ساعت بيشتر از همان غلظت در بازه زماني 48 ساعته هست (نمودار1).

  
A)  

   
B)

[bookmark: _Hlk28627201]نمودار( 2): ارزيابي ميزان بقاي سلول‌های سرطاني رده سلولی ملانوما تیمار شده با رسوب 80% لیزات باکتری (A24ساعته B )48ساعته 
نتایج بررسی اثر غلظت‌های مختلف از فرکشن رسوب 80% لیزات باکتری (با میزان غلظت کل پروتئین60میکروگرم برمیلی لیتر) بر سلول‌های سرطانی  (BL16) ملانوما در آزمایش 24 ساعته و 48 ساعته نشان داد که بیشترین میزان اثر مهارکنندگی در غلظت 30 میکروگرم بر میلی‌لیتر است که در 24 و 48 ساعته به ترتیب 75 و 90 درصد از سلول‌ها دچار مرگ سلولی شدند، و با کاهش غلظت میزان مهار رشد سلول‌ها کاهش پیدا کرده است به گونه‌ای که در غلظت‌های پائین‌تر از7.50میکروگرم بر میلی‌لیتر میزان مرگ سلول به صفر رسیده است. به نظرمي‌رسد اثر سيتوتوکسيسيتي رسوب 80% لیزات باکتری در غلظت 30 میکروگرم بر میلی‌لیتر دو بازه 24 و 48 ساعته وابسته به زمان است و میزان مرگ سلولی درمدت 48 ساعت بیشتر از 24 ساعته هست ولی سایر غلظت‌ها وابسته به زمان نیستند و در غلظت‌هاي مشابه ميزان مرگ سلولي در مدت 24 ساعت بيشتر از همان غلظت در بازه زماني 48 ساعته است (نمودار2).

  

A)                        
B)
نمودار( 3): ارزيابي ميزان بقاي سلول‌های سرطاني رده سلولی ملانوما تیمار شده با رسوب 80% محیط کشت باکتری (A24ساعته B )48 ساعته

نتایج بررسی اثر غلظت‌های مختلف از فرکشن رسوب 80% محیط کشت باکتری با میزان غلظت کل پروتئین144میکروکرم بر میلی لیتر بر سلول‌های سرطانی (BL16) ملانوما در آزمایش 24 ساعته و 48 ساعته نشان داد که بیشترین میزان اثر مهارکنندگی در غلظت 72میکروگرم بر میلی‌لیتر است که در 24 و 48 ساعته به ترتیب 70 و 95 درصد از سلول‌ها دچار مرگ سلولی شدند و با کاهش غلظت پروتئین میزان مرگ سلول‌ها کاهش پیدا کرده است به طوری که در غلظت‌های کمتر از 18 میکروگرم بر میلی‌لیتر میزان مرگ سلول‌ها به صفر رسیده است. به نظر مي‌رسد اثر سيتوتوکسيسيتي رسوب 80% محیط کشت باکتری در دو بازه 24 و 48 ساعته وابسته به زمان است و میزان مرگ سلولی درمدت 48 ساعت بیشتر از 24 ساعته هست و در غلظت‌هاي مشابه ميزان مرگ سلولي در مدت 48ساعت بيشتر از همان غلظت در بازه زماني 24 ساعته است (نمودار3).

    
     A)                                                                                      

            
B)
نمودار( 4): ارزيابي ميزان بقاي سلول‌های سرطاني رده سلولی ملانوما تیمار شده با رسوب 30%  محیط کشت باکتری (A24ساعته B )48ساعته

نتایج بررسی اثر غلظت‌های مختلف از فرکشن رسوب 30% محیط کشت باکتری( با میزان غلظت کل پروتئین 21.5میکروگرم بر میلی‌لیتر ) بر سلول‌های سرطانی (BL16) ملانوما در آزمایش 24 ساعته و 48 ساعته نشان داد که بیشترین میزان اثر مهارکنندگی در غلظت 75/10 میکروگرم بر میلی‌لیتر است که در 24 و 48 ساعته به ترتیب 60 و 30 درصد از سلول‌ها دچار مرگ سلولی شدند و با کاهش غلظت پروتین میزان مرگ سلولی کاهش پیدا کرده است. به نظرمي‌رسد اثر سيتوتوکسيسيتي رسوب 80% محیط کشت باکتری در دو بازه 24 و 48 ساعته وابسته به زمان نیست و میزان مرگ سلولی درمدت 24 ساعت بیشتر از 48 ساعته است و در غلظت‌هاي مشابه ميزان مرگ سلولي در مدت 24 ساعت بيشتر از همان غلظت در بازه زماني 48 ساعته هست (نمودار4).


نمودار( 5): ارزيابي ميزان بقاي سلول‌های سرطاني رده سلولی ملانوما تیمار شده با رسوب 30% لیزات باکتری در مدت 24 ساعته

نتایج بررسی اثر غلظت‌های مختلف از فرکشن رسوب 30% لیزات باکتری( با میزان غلظت کل پروتئین 16میکروگرم بر میلی‌لیتر) روی سلول‌های سرطانی  (BL16) ملانوما در آزمایش 24 ساعته نشان داد که بیشترین میزان اثر مهارکنندگی در غلظت 8 میکروگرم بر میلی‌لیتر است که 70 درصد از سلول‌ها دچار مرگ سلولی شدند و در کمترین غلظت هم یعنی غلظت 1.92 میکروگرم بر میلی‌لیتر میزان مرگ سلولی بیشتر از 60 درصد بود. و پس ‌از آن بیشترین اثر در سایر غلظت‌ها مشاهده شد (نمودار5). 

بحث
باکتری‌ها منابع پنهانی از داروهای و ضد تومور جدید هستند که باید بررسی شوند. امروزه كاربردهاي گوناگوني از باكتري‌ها و محصولات آن در درمان سرطان موردتوجه قرارگرفته است. باكتري‌هاي زنده‌ تخفيف حدت يافته به‌عنوان عامل ضد تومور و وكتورهاي باكتريايي برای تحویل عوامل ضد سرطان، پپتیدهای درمانی / پروتئین‌ها، آنزیم‌ها و فرآورده‌هایی که با اتصال به آنزیم‌های مربوطه فعال می‌شوند براي درمان به‌عنوان يك استراتژي قوي مطرح هستند ]15 و 16[. 
سالمونلا تیفی موریوم که با چندين فاكتور بیماری‌زایی ازجمله توکسین‌ها، پروتئین‌های ترشحی مانند SipA ، SipC ، SopB ، SopE و SopE2 و دو  سیستم ترشحی T3SS(که باعث ترشح مایعات و التهاب نیز می‌شود) و غیره می‌تواند كانديد مناسبي براي مطالعه درزمینه درمان سرطان باشد ]10و11[.
در سال 2016 Lekshmi R.Nath و همکاران، میزان سایتوتوکسیسیتی آنتی‌اکسیدان DETS  جداشده از باسیلوس سرئوس را بر رده سلولی ملانوما (A375) در مدت ‌زمان 24، 48، 72 ساعت بررسی کردند. نتایج حاصل از این آزمون نشان داده است کهIC50  ترکیب مذکور در مدت‌زمان 48 ساعت 01/24 میکرو مولار است. همچنین با افزایش غلظت ترکیب فوق، کاهش میزان زنده‌مانی گزارش ‌شده است ]18-20[. در سال 2002  Tohru Yamadaو همکاران، میزان سایتوتوکسیسیتی پروتئین Azurin که توسط سودوموناس ائروژینوزا ترشح‌شده، را روی دو رده سلولی ملانوما (UISO-Mel-2) و(UISO-Mel-6)  در مدت 24 ساعت  با استفاده از آزمون MTT  بررسی کردند. نتایج حاصل از این آزمون نشان داده است روی رده سلولی ملانوما UISO-Mel-2 به‌ طور قابل ‌ملاحظه‌ای باعث مرگ سلولی شده است به این صورت که در غلظت‌های 200، 400، 600 و 800 میکروگرم بر میلی‌لیتر به ترتیب حدوداً 25، 40، 40 و40 درصد سبب مرگ سلولی شده است، درحالی‌که روی رده سلولی ملانوما UISO-Mel-6 تأثیر بسیار کمتری بر مرگ سلولی گذاشته است به این صورت که در غلظت‌های 200و 400 مرگ سلولی صفر بوده و در 600 کمتر از 10 درصد، در 800 حدود 10 درصد باعث مرگ سلولی شده است ]21[. در مقایسه پژوهش انجام شده ما با این پژوهش در پژوهش ما، در تمام فرکشن‌ها، غلظت‌های کمتر از غلظت‌های فوق به‌کاررفته بااین‌حال میزان سایتوتوکسیسیتی بیشتر بوده مرگ سلولی بیشتری را نشان می‌دهد که این موضوع خود بیان کننده آثار قوی‌تر فرکشن‌های سالمونلا بر رده ملانوا در این پژوهش بوده است. درسال 2019 Arun a Rani و همکاران‌، میزان سایتوتوکسیسییChondroitin AC lyase   گرفته‌شده از pedobacter saltans روی رده سلولی ملانوما SK-Mel28 در مدت 12 و 24 ساعت بررسی کردند .  Chondroitin AC lyase  از غلظت‌های 0013/0 تا 3/1 میکرومولار استفاده ‌شده است که در غلظت 3/1 میکرومولار در مدت 24 ساعت 58 درصد از رشد سلولی جلوگیری کرده است. میزان IC50 در 12 و24 ساعت به ترتیب 68/0 و 54/0 میکرومولار گزارش ‌شده است ]22[. درسال 2018 Maria A Soldatkina وهمکاران، میزان سایتوتوکسیسیتی Batumin که یک پلی آن آنتی‌بیوتیک طبیعی است که توسط سودوموناس باتومیسی تولید شده است، را روی رده سلولی ملانوما (UCT-Mel1) در مدت‌زمان 48 ساعت بررسی کردند. میزانIC50   5/4 میکروگرم بر میلی‌لیتر گزارش ‌شده است. همچنین گزارش ‌شده است که ترکیب مورد نظر به ‌صورت وابسته به دوز باعث کاهش رشد سلول‌ها شده است ]23[. مقایسه نتایج میزان IC50 در این مطالعه و آزمایش‌های 48 ساعته در پژوهش فوق، با غلظت کمتر شاهد رخداد IC50 میباشیم و تأثیر بیشتری در مرگ سلولی مشاهده نمودیم که این اختلاف نتایج ممکن است به دلیل تفاوت نوع رده سلولی و همچنین نوع تکنیک بکار رفته باشد، در مقایسه با آزمایش 24 ساعته در پژوهش ما فرکشن لیزات باکتری در محیط کشت با میزان (IC50=4/625) تأثیر مشابهی دارد و فرکشن لیزات باکتری در محیط کشت با (IC50=1/92) کارآمدتر بوده است. Jessica Pahle وهمکاران در سال 2017، میزان سایتوتوکسیسیتی انتروتوکسین باکتری کلستریدیوم پرفرژنز  recCPE(Clostridium perfrigens Enterotoxin ) بر روی رده سلولی ملانوما (SK-Mel5) با استفاده از آزمون MTT در مدت‌زمان 72 ساعت بررسی کردند  CPEبه ‌واسطه اتصال به پروتئین Claudin -3 وClaudin-4 که درسطح و در سیتوپلاسم سلول‌های سرطانی وجود دارند باعث لیز سلولی می‌شود. طبق گزارش داده‌ شده در این مطالعه میزان بیان این پروتئین در رده سلولی بالا صفر بوده است، درنتیجه این انتروتوکسین به میزان بسیار کمی بر مرگ سلولی تاثیرگذاشته، که با گروه کنترل تفاوت چندانی نداشته است ]24[. در مقایسه نتایج این پژوهش با نتايج مطالعات ما نشان داد که لیزات باکتری سالمونلا در محیط کشت، غلظت‌های کمتر از 30 میکروگرم بر میلی‌لیتر رسوب 80% لیزات، رسوب 30% محیط کشت در دو زمان ٢٤ و ٤٨ آثار کشندگی قوی‌تری در مقایسه با کلستریدیوم پرفرژنز دارد و با افزايش زمان ميزان مرگ کمتر می‌شود اما در مورد فرکشن رسوب 80% لیزات در غلظت 30میکروگرم بر میلی‌لیتر و رسوب 80% محیط کشت وابسته به زمان است و با افزایش زمان میزان مرگ‌ومیر بیشتر می‌شود. همچنین نشان داده شد که همه فرکشن‌های به کار رفته دارای رفتار وابسته به غلظت می‌باشد و با افزایش غلظت میزان مرگ‌ومیر بیشتر می‌شود. نتايج حاصل از بررسي پروتئین‌های موجود در لیزات و محیط کشت باکتری نشان داد که بيشترين ميزان مرگ سلولي ناشي از تيمار رسوب 80% محیط کشت، در مطالعه 48 ساعته اين موضوع مطرح می‌نماید که وجود برخي متابوليت‌ها و پروتئین‌های ميکروبي توليدشده مذکور ( همه فرکشن‌های مطالعه شده) دارای آثار کشندگی بر رده ملانوما(BL16) دارد که با آزمایش‌های تکمیلی می‌تواند سازوکار این مرگ سلولی را تعیین نمود.

نتیجه‌گیری
نتايج مطالعه حاضر نشان می‌دهد پروتئین‌های موجود در لیزات و محیط کشت یاکتری سالمونلا تیفی موریوم، به دليل کاهش ميزان بقا در سلول‌های سرطاني رده ملانوما، مي‌تواند به‌عنوان ترکيب مکمل در کنار درمان‌هاي سرطان ملانوما مورد مطالعه دقیق‌تر قرار گیرد. به منظور بررسي دقیق‌تر سازوکار عمل پروتئین‌های موجود در لیزات و محیط کشت یاکتری سالمونلا تیفی موریوم و چگونگی اثرگذاري آن روي سلول‌های سرطاني، مطالعه تحريک آپاپتوز و نکروز از طريق فلوسيتومتري پيشنهاد می‌شود مطالعات دقيق مولکولي در آينده صورت گيرد.
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