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چکيده
پيش‌زمينه و هدف: سرطان پستان فراوان‌ترين نوع بدخيمي در ميان زنان است. امروزه از روش‌هاي مختلف شيمي‌درماني، جراحي و اشعه درماني جهت درمان سرطان استفاده مي‌شود. بااين‌حال، يکي از معايب و عوارض جانبي اين روش‌ها از بين بردن سلول‌هاي سالم است. اين امر سبب شده که محققان به سمت روش‌هاي جديد درمان با کاهش عوارض جانبي روي بياورند. آزورين يک متالوپروتئين مستقيم ردوکس باکتريايي با اثر سيتوتوکسيک است که توسط باکتري سودوموناس آئروژينوزا توليد مي‌شود. توکسين آزورين نوترکيب مي‌تواند با کاهش عوارض جانبي و آسيب رساندن به سلول‌هاي طبيعي براي درمان سرطان پستان مورداستفاده قرار گيرد. هدف اين مطالعه بررسي اثر ضد سرطاني توکسين آزورين نوترکيب روي رده سلولي سرطان پستان بود.
مواد و روش‌ کار: در اين مطالعه تجربي بعد از کلونينگ و بيان آزورين نوترکيب در باکتري E.coli، اثر سيتوتوکسيتي غلظت‌هاي مختلف آن روي سلول‌هاي سرطان پستان MCF7 و سلول‌هاي طبيعي HEK293 به روش MTT assay ارزيابي شد.
يافته‌ها: آزورين در تمامي غلظت‌ها و حتي در غلظت 1 ميلي‌گرم بر ميلي‌ليتر روي رده سلولي MCF7 اثر سيتوتوکسيتي بيشتري نسبت به رده سلولي HEK293 داشت. افزايش سيتوتوکسيستي و کاهش زنده‌ماني سلول‌هاي سرطاني با افزايش غلظت پروتئين آزورين همراه بود، بنابراين درصد سيتوتوکسيسيتي اين پروتئين روي رده سلولي MCF7 با غلظت پروتئين نوترکيب ارتباط مستقيم و درصد زنده‌ماني سلول‌هاي سرطاني با غلظت پروتئين نوترکيب ارتباط معکوس داشت.
بحث و نتيجه‌گيري: نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد که آزورين مي‌تواند تا حدودي عليه سلول سرطاني پستان گزينشي عمل کند. اين يافته‌ها اميدوارکننده براي استفاده از آزورين به عنوان يک عامل درماني جديد و کم‌هزينه براي درمان سرطان پستان هستند.
کليدواژه‌ها: سرطان پستان، کلونينگ، اشرشيا کلي، سودوموناس، آزورين نوترکيب
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مقدمه
آزورين يک پروتئين با وزن مولکولي کم، آبي، حاوي مس است که به‌طور طبيعي در سودوموناس آئروژينوزا توليد مي‌شود (1). طول ژن کد کننده‌ي آزورين bp1287 جفت باز است که يک پروتئين 14 کيلو دالتون حاوي 128 اسيدآمينه را کد مي‌کند (2). آزورين در دهه‌ي گذشته به دليل سميت سلولي نسبت به انواع سلول‌هاي سرطاني توجه زيادي به خود جلب کرده است (3، 4). آزورين داراي خاصيت سايتوتوکسيک است و مي‌تواند به‌طور خاص به سلول‌هاي سرطاني انسان نفوذ کند، به‌ويژه سرطان پستان و باعث آپوپتوز شود و در سلول‌هاي طبيعي فعاليت آشکاري نداشته باشد (5، 6). آزورين يک پروتئين همه‌کاره است و در چندين مسير سيگنال‌دهي مستقل مرتبط با پيشرفت سرطان دخالت مي‌کند. تاکنون، چندين مکانيسم مختلف براي فعاليت ضد سرطاني آزورين ارائه شده است (7). سرطان پستان شايع‌ترين سرطان در زنان بوده به‌طوري‌که طبق گزارش GLOBOCAN، تقريباً 1.38 ميليون سرطان جديد پستان در سال 2008 و 1.67 ميليون مورد در 2012 تشخيص داده شده است (8). سالانه بيش از 8500 مورد جديد از اين بيماري در کشور ايران تشخيص داده مي‌شود که بقاي عمر 5 ساله‌ي بيماران حدود 60 الي 80 درصد گزارش شده است (9). درمان‌هاي کنوني سرطان و البته در مورد سرطان پستان، متکي به جراحي، شيمي‌درماني و پرتودرماني يا حتي هورمون درماني است. بااين‌حال، اين درمان‌ها مي‌توانند عوارض جانبي جدي و سيستميک را در سلامت بيمار به دليل سميت بالا و عدم اختصاصيت بافت سرطاني ايجاد کنند (10). سرطان پستان شامل گروهي از بيماري‌هاي ناهمگن بيولوژيکي و مولکولي منشأ گرفته از پستان است، درحالي‌که عوامل مؤثر در بروز اين سرطان با توجه به ساير سرطان‌ها متفاوت است، تمايل و استعداد ژنتيکي که مهم‌ترين آن‌ها جهش در ژن BRCA1 و BRCA2 است، يکي از عوامل مهم براي بروز اين بدخيمي است (11).
به نظر مي‌رسد که سرطان پستان ممکن است از سلول‌هاي بنيادي پستانداران ناشي شود. رشد طبيعي پستان و سلول‌هاي بنيادي توسط چندين مسير سيگنال‌دهي نظير گيرنده‌هاي ERs Estrogen)) و HER2 و Wnt/b-catenin تنظيم مي‌شود که تکثير سلول‌هاي بنيادي، مرگ سلولي، تمايز سلولي و تحرک سلولي را کنترل مي‌کند. علاوه بر اين، تنظيم‌اپي ژنتيکي و RNA‌هاي غيرکدکننده نقش مهمي در پيشرفت سرطان دارند (11). آزورين با 4 مکانيسم اثر ضد سرطاني خود را روي مولکول‌هاي هدف ايجاد مي‌کند:
1) p53: آزورين در رشد سلول توسط مکانيسم‌هاي مختلف ازجمله تشکيل کمپلکس با دامنه اتصال به (DBD) DNA پروتئين سرکوبگر تومور p53 دخالت مي‌کند، آن را تثبيت مي‌کند و سطح داخل سلولي آن را تقويت مي‌کند که پس‌ازآن باعث القاء آپوپتوز مي‌شود.
2) تيروزين کينازهاي غير رسپتوري (FAK و Src): تهاجم‌هاي سرطاني را کاهش مي‌دهند. بخصوص، هايپرفسفوريلاسيون تيروزين کيناز غير رسپتوري مرتبط با بيان بيش‌ازحد P-کادهرين را کاهش مي‌دهند.
3) گيرنده‌هاي تيروزين کيناز EphB2: آزورين فسفوريلاسيون به‌واسطه‌ي ephrinB2 در تيروزين ephB2 را مهار مي‌کند. درنتيجه در سيگنال‌دهي سلول بالادست دخالت کرده و به مهار رشد سلول‌هاي سرطاني کمک مي‌کند.
4) رسپتورهاي کموکين و رسپتور تيروزين کيناز (EGFR): بيان گيرنده‌هاي غشايي درگير در سيگنال‌دهي سلول را محدود مي‌کنند. همچنين آزورين اثرات ضد سرطاني خودش را به‌واسطه‌ي مسير ورود به سلول سرطاني، با مختل سازي گيرنده‌ي حفره غشايي و حذف گيرنده‌هاي انتخابي غشاي سلولي که ممکن است بيش‌فعال شود اعمال مي‌کند. بنابراين از فعال شدن دائمي و درنتيجه تومور جلوگيري مي‌شود (12-15). 
 هدف از اين مطالعه بررسي اثر ضد سرطاني آزورين در رده سلولي سرطان پستان MCF7 و رده سلولي طبيعي HEK293 بود.
مواد و روش کار
کلونينگ ژن آزورين در باکتري اشرشيا کلي TOP10:
سازه ژني بهينه‌شده متصل به حامل پلاسميدي pET28a به‌صورت آماده تهيه گرديد و براي کلونينگ و بيان به ترتيب از باکتري‌هاي E.coli TOP10 و E.coliBL21(DE3) به‌عنوان ميزبان استفاده شد. براي اين منظور از پرايمرهاي T7TerminAtor 5’GCTAGTTATTGCTCAGCGG3’) و (T7promoTer 5’TAATACGACTCACTATAGGG3’ براي تأييد ژن آزورين استفاده گرديد. اجزاي واکنش PCR شامل 5/2 ميکروليتر بافر PCR، 5/0 ميلي مولار dNTPs، 1 ميلي مولار MgCL2، 5/0 ميلي مولار از هرکدام از پرايمرها، 01/0 ميکروگرم بر ميکروليتر DNA الگو، 5/0 ميکروليتر آنزيم Taq پلي‌مراز و 5/18 ميکروليتر آب استريل ديونيزه بود. واکنش با برنامه دمايي 95 درجه سلسيوس به مدت 5 دقيقه، 35 دوره شامل 94 درجه سلسيوس (20 ثانيه)، 56 درجه سلسيوس (20 ثانيه) و 72 درجه سلسيوس (20 ثانيه) و درنهايت يک مرحله 72 درجه سلسيوس به مدت 10 دقيقه انجام شد. مستعد سازي TOP10 براي ساب کلونينگ و BL21 براي بيان با استفاده از بافر کلريد کلسيم انجام گرديد. پس از ترانسفورماسيون توسط شوک گرما-سرما باکتري‌ها در محيط کشت LB حاوي آنتي‌بيوتيک کانامايسين کشت داده شد و کلني‌ها به‌منظور انجام PCR Colony انتخاب گرديد. PCR با شرايط دمايي و مخلوط واکنش اشاره‌شده در بالا انجام شد و محصول Colony PCR روي ژل آگارز يک درصد الکتروفورز گرديد.

ساب کلونينگ و بيان ژن آزورين در باکتري اشرشيا کلي BL21:
از کلني‌هاي حاوي حامل نوترکيب، پلاسميد‌ها به روش ليز قليايي استخراج شد و وارد E.coli BL21 مستعد شده گرديد. براي القاي بيان از ايزوپروپيل بتادي تيوگالاکتوپيرانوزيد (IPTG) 1 ميلي مولار استفاده شد. پس از القاي بيان در زمان‌هاي 2، 4 و 24 ساعت نمونه‌برداري گرديد و نمونه‌ها با افزوده شدن سمپل بافر و جوشانيدن به مدت 5 دقيقه روي ژل SDS PAGE 12درصد الکتروفورز شد (16).

بيان پروتئين نوترکيب آزورين در مقياس بالا:
ابتدا به درون فالکون حاوي 5 ميلي‌ليتر محيط کشت LB و 5 ميکروليتر آنتي‌بيوتيک کانامايسين کلني تأييدشده در SDS PAGE اضافه گرديد و بعد از 24 ساعت به درون ارلن حاوي 50 سي‌سي محيط کشت LB و 5 ميکروليتر آنتي‌بيوتيک کانامايسين [image: ]تلقيح شد و با رسيدن OD به 6/0-8/0 با IPTG 1 ميلي مولار القا گرديد و پس از 4 ساعت محتويات ارلن به داخل فالکون ريخته شد و بعد از سانتريفيوژ به مدت 5 دقيقه با 3500 rpm محلول رويي حذف گرديد و رسوب باکتري‌ها جهت استخراج پروتئين در دماي 20- درجه سانتي‌گراد نگهداري شد. براي تخليص پروتئين نوترکيب رسوب باکتريايي به روش Native و Denature شکافته شد و از کروماتوگرافي ترکيبي ستون نيکل استفاده گرديد. بعد از انجام تخليص براي تأييد توليد پروتئين نوترکيب آزورين وسترن بلات با آنتي‌بادي Anti His-Tag انجام شد (16).
کشت سلولي:
رده سلولي سرطان پستان MCF-7 و رده سلولي طبيعي (سلول‌هاي جنيني کليه) HEK293 تهيه شد و از محـيط كشت DMEM با 10 درصد سرم جنـين گـاوي (FBS)، سديم پيرووات 100 ميلي مولار،g/l 5/1 سديم بيكربنات و 1 درصد آنتي‌بيوتيک پنيسـيلين- استرپتومايسـين استفاده گرديد و در انكوبــاتور (USA, BINDER) در دمــاي 37 درجــه سانتي‌گراد و رطوبت كافي و ميزان 5 درصد دي‌اکسيد كربن انکوبه گرديد (17).
MTT assay:
از سلول‌هايي که به روش بالا کشت گرديد به مقدار 100000 سلول (50 ماکروليتر) به‌طور مساوي داخل رديف‌هاي پليت 96 خانه ريخته شد و رقت‌هاي 1، 2، 3، 6، 13، 25، 50 و 100 ميکروگرم بر ميلي‌ليتر از پروتئين به چاهک‌هاي حاوي سلول افزوده شد سپس 24 ساعت داخل انکوباتور با دماي 37 درجه سانتي‌گراد، رطوبت اشباع و ميزان 5 درصد دي‌اکسيد كربن انکوبه گرديد. از محيط RPMI به‌عنوان کنترل منفي استفاده شد. پس ‌از انکوباسيون به ميزان 10 ميکروليتر از محلول MTT به هر چاهک اضافه گرديد سپس 2 ساعت داخل انکوباتور با شرايط بالا قرار گرفت و محيط رويي سلول‌ها خالي شد سپس محلول دي متيل سولفوکسايد (DMSO) به ميزان 100 ماکروليتر به هر چاهک اضافه گرديد و بعد از 10 دقيقه ميزان جذب OD در طول‌موج 570 نانومتر خوانده شد و براي آناليز آماري از آزمون Mann-Whitney استفاده گرديد.

يافته‌ها
تأييد پلاسميد‌هاي PET28a موجود در باکتري E.coli BL21(DE3):
پس از استخراج پلاسميدها از باکتري‌هاي E.coli BL21 DE3 با استفاده از کيت شرکت (GeNet Bio)، محصولات حاصله بر روي ژل آگارز 1درصد بررسي و وجود پلاسميدها در باکتري مورد تأييد قرار گرفت که در شکل 1 سه باند موردنظر قابل‌مشاهده است.
شکل (1): تصوير ژل الکتروفورز پلاسميد PET28a تخليص شده
ستون M: DNA نشانگر 1 kb، ستون 1: پلاسميد PET28a تخليص شده
تأييد انتقال pET28a-Azurin به ميزبان کلونينگ TOP10:
[image: ]پس ‌از انتقال وکتور نوترکيب pET28a-Azurin به سلول مستعد TOP10، روي محيط کشت LB آگار حاوي کانامايسين (غلظت 50 ميکروليتر) کشت داده شد سپس براي کلوني‌هاي TOP10 تراريخت شده‌ي حاوي pET28a، واکنش Colony PCR انجام شد و باندهاي مورد انتظار در محدوده‌ي 600 جفت بازي مشاهده‌ گرديد (شکل 2).
[bookmark: _Toc81294604][bookmark: _Toc81294862]شکل (2): انتقال PET28a-Azurin به ميزبان کلونينگ TOP10
1-کنترل منفي نمونه فاقد الگو
2-کنترل مثبت pET28a حاوي يک ژن 700 جفت بازي
3 تا 7- کلوني‌هاي مختلف حاصل از ترانسفورم سويه TOP10 با پلاسميد حاوي pET28a-Azurin
8- نشانگر وزن مولکولي DNA(1 kb)
تأييد انتقال pET28a-Azurin به ميزبان بياني BL21(DE3):
براي بيان پروتئين آزورين در باکتري، سازه pET28a-Azurin به درون سلول مستعد شده‌ي BL21(DE3) ترانسفورم شد و روي کلني‌هاي تراريختي coliBL21(DE3).E حاوي pET28a-Azurin، Colony PCR انجام گرديد. محصول واکنش بر روي ژل آگارز 1درصد الکتروفوزر شد و باندهاي مورد انتظار در محدوده‌ي 600 جفت بازي مشاهده‌ گرديد (شکل 3).
شکل (3): انتقال PET28a-Azurin به ميزبان بياني BL21(DE3)
1 تا 9-کلوني‌هاي مختلف حاصل از ترانسفورم سويه Bl21(DE3) با پلاسميد حاوي pET28a-Azurin
10- کنترل مثبت pET28a حاوي يک ژن 700 جفت بازي
11- کنترل منفي نمونه فاقد الگو
12- نشانگر وزن مولکولي DNA
غربالگري کلني‌ها براي تأييد بيان پروتئين آزورين:
[image: ]انجام فن SDS PAGE نشان داد که پروتئين نوترکيب 2/19 کيلو دالتوني آزورين در کلني‌هاي منتخب بيان شده است که در شکل 4 قابل‌مشاهده است.
[bookmark: _Toc81294605][bookmark: _Toc81294863]شکل (4): کنترل بيان
1- نمونه باکتري قبل از القا با IPTG
2- نشانگر وزن مولکولي پروتئين
3 تا 5 نمونه بيان کلوني، شماره 1 و 6 تا 8 نمونه بيان کلوني شماره 2 به ترتيب در فواصل زماني 2،4 و 24 ساعت پس از القا با IPTG يک ميلي مولار
تخليص پروتئين با استفاده از ستون کروماتوگرافي ترکيبي نيکل (Ni-NTS):
[image: ][image: ]تخليص پروتئين نوتركيب نشان‌دار شده با His-tag به‌وسيله كروماتوگرافي ميل تركيبي Ni-NTA انجام شد. شكل 5 تخليص پروتئين نوتركيب آزورين در شرايط Native و شکل 6 تخليص پروتئين نوترکيب آزورين را در شرايط Denature نشان مي‌دهد. همان‌طور که در شکل 6 مشاهده مي‌شود بيشتر پروتئين‌هاي نوترکيب موردنظر ما در فاز نامحلول (Denature) تخليص شدند.
[bookmark: _Toc81294606][bookmark: _Toc81294864]شکل (5): تخليص پروتئين آزورين در شرايط محلول (Native) روي ژل SDS-PAGE12درصد
[image: ]چاهک 1-نشانگر پروتئين، چاهک 2- خروجي ستون پس از بارگذاري پروتئين، چاهک 3- شست‌وشو توسط بافر، چاهک 4 الي 8:Elutions
[bookmark: _Toc81294607][bookmark: _Toc81294865]شکل (6): تخليص پروتئين آزورين در شرايط نامحلول (Denature) روي ژل SDS-PAGE12درصد
چاهک 1- خروجي ستون پس از بارگذاري پروتئين، چاهک 2- شست‌وشو توسط بافر حاوي اوره 8 مولار، چاهک 3- نشانگر پروتئين، چاهک 4 الي 8-Elutions
تأييد محصولات پروتئيني با فن Western Blotting:
[image: ]به‌منظور تأييد محصولات پروتئيني از فن Western Blotting استفاده شد. در شکل 7 در ستون شماره 3 يك باند در محدوده 19 کيلو دالتون مشاهده شد که مربوط به پروتئين آزورين است.
[bookmark: _Toc81294609][bookmark: _Toc81294867]شکل (7): نتيجه وسترن بلاتينگ به‌منظور تأييد محصول پروتئين نوترکيب آزورين
ستون 1) كنترل مثبت (لزوماً آزورين نيست و پروتئيني است که قبلاً در آزمايشگاه کار شده و جهت تأييد وسترن بلاتينگ استفاده شد)، ستون M ) نشانگر اندازه پروتئين، ستون 2) کنترل منفي،
3) پروتئين نوتركيب توليدشده


بررسي سميت آزورين در رده سلولي MCF7 و رده سلولي HEK293:
نمودار (1) بيانگر افزايش سيتوتوکسيستي و کاهش زنده‌ماني سلول‌هاي سرطاني با افزايش غلظت پروتئين آزورين است، بنابراين درصد سيتوتوکسيسيتي اين پروتئين روي رده سلولي MCF7 با غلظت پروتئين نوترکيب ارتباط مستقيم و درصد زنده‌ماني سلول‌هاي سرطاني با غلظت پروتئين نوترکيب ارتباط معکوس دارد. همان‌طوري که در نمودار (1) مشاهده مي‌شود ميزان سميت آزورين در رده سلولي MCF7 بيشتر است. با توجه به P<0.05 بنابراين ميزان سميت آزورين در رده سلولي MCF7 با رده سلولي HEK293 برابر نيست.
بررسي اثر ضدسرطاني توکسين آزورين نوترکيب بر روي رده سلولي سرطان پستان	حسن رحيمي ساعتلو و همکاران
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نمودار (1): سميت آزورين در رده‌هاي سلولي MCF7 و HEK293 رشد يافته در پليت 96 خانه‌اي با غلظت‌هاي مختلف آزورين به مدت 24 ساعت. همه‌ي نتايج به درصد بيان شده است.


بحث و نتيجه‌گيري
سرطان پستان يكي از شايع‌ترين بيماري‌هاي بدخيم زنان در سراسر دنيا است كه امروزه به يكي از معضلات سازمان‌هاي بهداشتي تبديل شده است. سرطان پستان حدود 25 درصد از سرطان‌هاي زنان را شامل مي‌شود. در ايران مانند ديگر کشورهاي درحال‌توسعه‌ي آسيا و آفريقا سرطان پستان زنان را حداقل يک دهه جوان‌تر از همتايان خود در کشورهاي توسعه‌يافته تحت تأثير قرار مي‌دهد. در درمان سرطان پستان با توجه به شرايط بيمار از روش‌هاي مختلفي همچون جراحي، شيمي‌درماني، پرتودرماني، هورمون درماني و آنتي‌بادي‌هاي مونوكلونال استفاده مي‌شود. با توجه به عوارض روش‌هاي درماني مذكور و ميزان تأثير اين روش‌ها بر درمان بيماران و از طرف ديگر هزينه بالاي اين روش‌ها، نياز مبرمي به استفاده از فنّاوري‌هاي نوين براي يافتن روش‌هاي جديد و پربازده با عوارض جانبي و هزينه كمتر براي درمان احساس مي‌شود (18). عدم اثر انتخابي عليه سلول‌هاي سرطاني يکي از مهم‌ترين ايراد درمان‌هاي متداول سرطان است. هدف‌گيري انحصاري سلول‌هاي غيرطبيعي، مرکز تلاش‌هاي جهاني در زمينه درمان سرطان بوده است (19). در قرن‌هاي گذشته مشاهداتي در مورد پديده‌ي برگشت خود به خودي تومورهاي مرتبط با عفونت‌هاي باکتريايي وجود داشته است (20). در اواخر سال 1890 پزشک آمريکايي کولي در مورد يک روند درماني بر اساس اين پديده گزارش داد (21). ارتباط بين عفونت باکتريايي و برگشت سرطان مشاهده شد. اين مشاهدات او را به کشف يک واکسن باکتريايي کشته‌شده براي سرطان، معروف به توکسين کولي رساند (20). سرانجام به توسعه‌ي روش‌هاي درماني جديد ضد سرطان بر اساس استفاده از باکتري‌هاي زنده و محصولات توليدشده به‌وسيله‌ي آن‌ها ازجمله سموم باکتريايي، پروتئين‌ها، پپتيدها و آنزيم‌ها جهت داد. اخيراً، تعدادي از پروتئين‌ها و پپتيدهاي باکتريايي توصيف شده است که فعاليت ضد سرطاني را در سطح پيش باليني نسبت به انواع مختلف سلول‌هاي سرطاني نشان مي‌دهند (22). اکتريوسين‌ها نشان داده‌اند که مي‌توانند يک عامل درماني فعال باشند و خواص بيوشيميايي آن‌ها موردمطالعه قرار گرفته است. سودوموناس آئروژينوزا يک باکتري بيماري‌زاي گرم منفي داراي توانايي توليد پروتئين آزورين ضد سرطاني است. پروتئين آزورين مي‌تواند به‌عنوان سلاحي براي حمله به سرطان‌ها، انگل‌ها و ويروس‌ها مورداستفاده قرار گيرد (23). سميت سلولي آزورين فقط براي سلول‌هاي سرطاني است و بر سلول‌هاي سالم تأثير نمي‌گذارد و عوارض جانبي سمي کمتري دارد. تعداد فوق‌العاده‌اي از مواد درماني مي‌توانند به مولکول آزورين متصل شوند و آن به دليل توانايي عمل به‌عنوان پروتئين حامل است (24). داروهاي شيمي‌درماني امروزي که براي درمان سرطان استفاده مي‌شوند اغلب سمي هستند و مستعد ايجاد مقاومت توسط سلول‌هاي سرطاني هستند که درنهايت منجر به تومورهاي مقاوم به دارو مي‌شوند. توانايي آزورين در تداخل يا برگشت رشد تومور در نقاط مختلف حمله ممکن است در پيشگيري از پيشرفت مقاومت مؤثر باشد. از ويژگي چنين پروتئيني مي‌توان به‌عنوان سلاحي براي افزايش طيف وسيعي از روش‌ها مانند فعاليت ضد سرطاني و ضد انگلي استفاده کرد. آزورين مي‌تواند از القاي تشکيل ضايعات پيش سرطاني جلوگيري کند. يک ماده سرطان‌زا مي‌تواند باعث ايجاد ضايعه‌ي پيش سرطاني شود (25). آزورين وارد سلول‌هاي سرطاني پستان مي‌شود و باعث مرگ سلولي آپوپتوتيک مي‌شود. مرگ سلول‌هاي سرطاني با تشکيل کمپلکس با پروتئين شناخته‌شده‌ي p53 سرکوب‌کننده‌ي تومور صورت مي‌گيرد. فرم پايدار پروتئين p53 همراه با فعال‌سازي کاسپازها باعث آپوپتوز در سلول‌هاي سرطاني مي‌شود (26). يافته‌هاي ما حکايت از سميت آزورين در هر دو رده‌ي سلولي MCF7 و HEK293 دارد ولي سميت آزورين روي رده سلولي MCF7 بيشتر است، به‌طوري‌که آزورين در کمترين غلظت داراي 4درصد اثر سيتوتوکسيک روي رده سلولي MCF7 است و اين حاکي از اثر انتخابي آزورين روي سلول‌هاي سرطاني است. گزارشات مختلفي از توان ضد سرطاني آزورين در مطالعات قبلي ارائه شده است. نفيسه پايدارنيا و همکاران اثر سميت سينرژيسمي پروتئين هم جوش گرانزيم –B آزورين روي سلول‌هاي سرطاني پستان را اثبات کردند و اثر سيتوتوکسيک قابل‌توجه در سلول‌هاي MCF7 و MDA-MB-231 و SK-BR-3 مشاهده کردند درحالي‌که اثر سيتوتوکسيک قابل‌توجهي در سلول‌هاي طبيعي MCF10A مشاهده نکردند. Paydarnia و همکاران (2019) و Mohamed MS و همکاران (2010) اثر آزورين را به‌عنوان پروتئين ضد تومور در رده‌هاي سلولي سرطان نشان دادند و آزورين به‌شدت از تکثير رده سلولي سرطان روده بزرگ HCT116 و رده سلولي سرطان پستان MCF7 جلوگيري کرد و آزورين هيچ تأثيري بر ملانوسيت‌هاي طبيعي HFB4 نشان نداد. Kim UK و همکاران اثر آزورين نوترکيب را در سلول‌هاي سرطان سنگفرش دهان اثبات نمودند و آزورين اثر سيتوتوکسيک وابسته به دوز در سلول‌هاي YD-9 نشان داد. نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد که آزورين مي‌تواند تا حدودي عليه سلول سرطاني گزينشي عمل کند و اثر ضدسرطاني بالقوه‌اي روي رده سلولي MCF7 داشته باشد.
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Abstract
[bookmark: _Toc416081061]Background & Aims: Breast cancer is the most common type of malignancy among women. Today, various methods of chemotherapy, surgery, and radiation therapy are used to treat cancer. However, among the disadvantages and side effects of these methods are the destruction of normal cells. This has led researchers to turn to new treatment methods with low side effects. Azurin is a direct bacterial redox metalloprotein with cytotoxic effects produced by Pseudomonas aeruginosa. Recombinant azurin toxin can be used to treat breast cancer by reducing side effects on normal cells. The aim of this study was to evaluate the anticancer effect of recombinant azurin toxin on breast cancer cell line.
Materials & Methods: In this experimental study, after cloning and expression of recombinant azurin in E. coli, the cytotoxic effect of different concentrations of azurin on MCF7 breast cancer cells and normal HEK293 cells was evaluated by MTT assay.
Results: Azurin at all concentrations and even at a concentration of 1 mg/ml had a potential cytotoxic effect on MCF7 cell line than HEK293 cell line. The increase in cytotoxicity and decrease in the survival of cancer cells was associated with the increase in the concentration of azurin protein; therefore, the percentage of cytotoxicity of this protein in the MCF7 cell line was directly related to the concentration of recombinant protein, and the percentage of survival of cancer cells was inversely related to the concentration of recombinant protein.
Conclusion: The results of this study showed that azurin can partly act selectively against breast cancer cell. These findings are hopeful for the use of azurin as a new and low-cost therapeutic agent for the treatment of breast cancer.
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