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توسعه سرطان پانکراس یک فرآیند بیولوژیکی پیچیده است که در آن ژن های مختلفی درگیر هستند. مسیر پیام 
رسانی β-catenin /Wnt نقش مهمی در ایجاد سرطان پانکراس دارد. در این پژوهش تأثیر عصاره حاوی پلی فنل 
میخک بر رده سلولی سرطانی پانکراس PANC-1 و بررسی تغییرات بیان ژنی β-catenin مورد ارزیابی قرار گرفت. 
رده سلولی سرطانی پانکراس PANC-1 از مرکز رویان اصفهان خریداری شد. پس از پاساژ های متوالی به منظور 
انجامMTT Assay، سلول ها در پلیت کشت 96 خانه کشت داده شد و تیمار 24 ساعتی با غلظت های مختلف عصاره 
گیاه میخک انجام گردید و میزان جذب نمونه ها در طول موج nm 570 مشخص شد. با تفسیر نتایج حاصل از آزمون 
MTT، میزان IC50 عصاره میخک تعیین گردید. بر اساس IC50، کشت سلول های PANC1 تحت تیمار با عصاره و 

بدون تیمار )کنترل( انجام شد و سپس با استفاده از کیت، استخراج RNA و سنتز cDNA از سلول ها صورت گرفت. 
با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن β-catenin و نیز ژن مرجع actin، ریل تایم PCR انجام و سپس با روش 
 MTT تعیین شد. نتایج حاصل از GC mass 2 تفسیر گردید. ترکیبات موجود در عصاره میخک نیز با روش-∆∆CT

Assay نشان داد که IC50 عصاره میخک در رده سلولی PANC1 در محدوده µg/ml 10 است و با افزایش غلظت 

عصاره میخک، بقای سلولی سیر کاملا نزولی دارد. بررسی میزان تغییر رونویسی ژن β-catenin تحت تیمار غلظت 
IC50 عصاره میخک نیز نشان داد که این عصاره قادر است در سطح معنی دار p<0/05 باعث کاهش 1/29 برابری بیان 

این ژن در سطح رونویسی شود که با توجه به افزایش غیر متعارف β-catenin در انواع سرطان، کاهش بیان این ژن 
تحت تیمار عصاره میخک می تواند مطلوب باشد.
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مقدمه
جهش های خودبه خودی در سلول های سوماتیک در سراسر سلول های 
فرد در طول عمر جمع می شوند که اکثر این جهش ها اثر قابل توجهی 
دهند.  تغییر  را  کلیدی سلولی  عملکردهای  می توانند  برخی  اما  ندارند، 
جهش های سوماتیکی اولیه می تواند باعث اختلالات رشدی شود، در حالی 
که تجمع تدریجی جهش ها در طول زندگی می تواند منجر به سرطان 
شود1. سرطان بیماری پیچیده ای است که به صورت موضعی رشد می کند 
و همچنین دارای ظرفیت متاستاز به اندام های مختلف بدن است. همچنین 
یک بیماری عمده می باشد و پیش بینی می شود که تعداد موارد سرطان در 
سراسر جهان در سال های آینده بیش از دو برابر شود و از بیماری قلبی به 
عنوان عامل اصلی مرگ پیشی بگیرد. علاوه بر همه این ها، مدیریت سرطان 
یک نگرانی رو به افزایش در جمعیت سالخورده است و در کشورهای 
در حال توسعه اهمیت فزآینده‍ای دارد2. امروزه سرطان یکی از مهم ترین 
مشکلات سلامتی و عامل اصلی مرگ و میر در سراسر جهان است و بیش 
از 8/2 میلیون مرگ را در سال های اخیر به خود اختصاص داده است. 
پلی ساکاریدهای زیادی از قارچ ها، مخمرها، جلبک ها، گلسنگ ها و گیاهان 
جدا شده اند که خواص ضدسرطانی بالقوه دارند. فعالیت‍های بیولوژیکی 
این پلی ساکاریدها توجه را در زمینه های بیوتکنولوژی و پزشکی به خود 
جلب کرده است3و4. سرطان پانکراس در رتبه دوازدهم شایعترین سرطان 
در جهان قرار دارد، اما به دلیل پیش آگهی ضعیف، هفتمین علت شایع 
مرگ ناشی از سرطان می باشد5. در حال حاضر سرطان پانکراس یکی از 
بیماری های گوارشی کشنده  می باشد که بیشتر افراد مسن را درگیر می کند. 
بیش از 60 درصد موارد جدید سرطان و بیش از 70 درصد مرگ و میر 
ناشی از سرطان در افراد مسن رخ می دهد. در ایالات متحده، تنها 13 درصد 
از تمام بیماران مبتلا به سرطان پانکراس، قبل از 60 سالگی تشخیص داده 
می شوند. رشد سرطان پانکراس یک فرآیند بیولوژیکی پیچیده است که بر 

اساس انواع مختلف ژن ها است6،7.
 Wnt ها گلیکوپروتئین های ترشح شده ای هستند که به عنوان لیگاند 
برای تحریک مسیرهای انتقال سیگنال با واسطه گیرنده در مهره داران و 
بی مهرگان عمل می کنند9. فعال سازی مسیرهای Wnt می تواند تکثیر سلولی، 
بقا، رفتار سلولی و سرنوشت سلولی را تعدیل کند که اغلب به صورت 
ترکیبی با مسیرهای دیگر کار می کنند، از جمله مسیرهای فاکتور رشد 
فیبروبلاست )FGF( و مسیرهای فاکتور رشد β (TGF-β). انواع مختلف 

سرطان با بی نظمی در مسیر سیگنال دهی Wnt/ β-catenin گزارش شده 
و تغییر در سیگنال دهی Wnt/ β-catenin با پیشرفت سرطان روده بزرگ 
و سرطان پانکراس مرتبط است8. بیماران مبتلا به آدنوکارسینوم پانکراس 
اغلب چندین جهش لیگاندهای Wnt دارند که توسعه و پیشرفت زیر 
 Wnt/β-catenin مجموعه های سرطان پانکراس به تناوب بستگی به مسیر
دارد. β-catenin یکی از مهم ترین ژن های درگیر در افزایش خطر ابتلا به 
سندرم های ارثی سرطان پانکراس است زیرا تقریباً 5 تا 10 درصد سرطان 

پانکراس ارثی هستند10.
تومورهای غدد برون ریز پانکراس که به عنوان آدنوکارسینوم مجرای 
می دهد.  تشکیل  را  موارد  درصد   95 حدود  می شود،  نامیده  پانکراس 
تومورهای غدد درون ریز پانکراس که به ندرت رخ می دهد در قسمت های 
غدد درون ریز است و به نام تومورهای عصبی غدد پانکراس نامیده می شود 
و کمتر از 5 درصد از همه موارد را شامل می شود11،12. عوامل ژنتیکی در 
هر دو زیرگروه از سرطان پانکراس )تومورهای غدد برون ریز پانکراس و 
تومورهای غدد درون ریز پانکراس( تأثیر گذار است. جهش در ژن های 
CDKN2A و KRAS،TP53، SMAD4 جزء این عوامل می باشد که به 

عنوان محرک های سرطان پانکراس نام برده می شوند13،14. اکثر بیماران مبتلا 
به سرطان پانکراس تا اواخر دوره بیماری فاقد علائم خاص بیماری هستند 
که منجر به تظاهر دیرهنگام و نرخ بقای ناگوار 5 ساله می شود15. بسیاری از 
علائم و نشانه ها که توسط تعداد زیادی از بیماران مبتلا به سرطان پانکراس 
گزارش شده شامل کاهش اشتها، مدفوع رنگ پریده، درد شکم، زردی، نفخ 
غیر معمول، کاهش وزن، ادرار تیره، یبوست، خارش، خستگی و سوزش 

غیر معمول می باشد16.
رزونانس  تصویربرداری  کامپیوتری،  توموگرافی  با  تصویربرداری 
و  پوزیترون  انتشار  توموگرافی  آندوسکوپی،  سونوگرافی  مغناطیسی، 
اکتساب بافت با آسپیراسیون با سوزن ظریف از جمله روش های تشخیص 
سرطان پانکراس است17. روش های درمانی موجود برای سرطان پانکراس 
شامل شیمی درمانی، جراحی یا رادیوتراپی است. با این حال، شیمی درمانی 
سرطان پانکراس معمولاً منجر به عوارض جانبی جدی در درمان بیماران 

می شود18.
Syzygium aromaticum که به عنوان میخک شناخته می شود، یک 

گیاه استوایی همیشه سبز است و یکی از محبوب ترین گیاهان معطر است 
که برای پخت و پز به عنوان ادویه یا چاشنی در بسیاری از فرمولاسیون های 
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صنایع غذایی استفاده می شود و خواص درمانی در سراسر جهان دارد. 
عصاره هیدروالکلی این گیاهان که به عنوان تنتور نیز نامیده می شود، یک 
شکل دارویی محبوب از گیاهان دارویی است19،20،21. میخک در سیستم 
داروهای سنتی به دلیل اهمیت در دندانپزشکی، خاصیت ادرارآوری، معطر 
بودن و فعالیت ضدنفخ، آسم و نیز تأثیر در اختلالات مختلف آلرژیک 
ضدویروسی،  ضدالتهابی،  فعالیت های  این،  بر  علاوه  است.  معروف  
ضدمیکروبی، ضدباکتریایی، ضدقارچی و ضدتوموری از میخک گزارش 
آنتی اکسیدانی،  خواص  دارای  گیاه  این  که  شده  اثبات  و  است  شده 
و  ضدجهش زایی  و  ضدحساسیت  ضدعفونی کنندگی،  ضداسپاسم، 

ضدسرطان است18،19،22. 

مواد و روش ها
رده سلولی، پاساژ و انجماد سلول ها

در این تحقیق رده سلولی PANC1 از مرکز رویان اصفهان خریداری 
شد و تعویض محیط فلاسک صورت گرفت و به مدت 24 ساعت در 
انکوباتور co2 قرار گرفت. سلول ها جهت بررسی کیفیت و سلامت زیر 
میکروسکوپ مشاهده شده و تعویض محیط صورت گرفت. پس از پر 
شدن 70 تا 80 درصدی فلاسک از سلول، پاساژ سلولی انجام شد. برای 
این منظور تمامی محیط رویی درون فلاسک خارج شد و با PBS شستشو 
 7 مدت  به  و  اضافه  فلاسک  به   Trypsin_EDTA 0.05 سپس  و  داده 
دقیقه در انکوباتور قرار داده شد. جهت خنثی کردن اثر Trypsin، محلول 
 )DMEM, FBS, Pen strep, Glutamax, NEAA کمپلکس)شامل 
افزوده و سپس سانتریفیوژ به مدت 7 دقیقه با سرعت rpm 2000 انجام 
گردید. رسوب سلولی حاصل از سانتریفیوژ با محلول کمپلکس به خوبی 
مخلوط و به فلاسک ها اضافه و به مدت 72 ساعت انکوبه شد. به منظور 
منجمد نمودن سلول ها و ذخیره سازی آن ها، رسوب سلولی حاصل از 

سانتریفیوژ با FBS و DMSO مخلوط و به کرایوویال منتقل شد.
عصاره گیری گیاه میخک

25 گرم پودر گیاه میخک در 500 میلی لیتر آب مقطر در دمای 90 
درجه سانتی گراد مخلوط شد تا حجم نهایی پس از چند ساعت به 200 
میلی لیتر برسد. پس از سرد شدن، با گاز استریل صاف گردید. سپس عصاره 
حاصله دوباره بر روی هیتراستیرر قرار گرفت تا تبخیر شدن کامل حلال 
در فضای آزمایشگاه صورت گیرد. با استفاده از دستگاه فریز درایر، عصاره 
خمیری بدست آمده به پودر تبدیل شد. ترکیبات موجود در عصاره میخک 

با روش GC mass تعیین گردید. به منظور به کارگیری غلظت های مختلف 
 9 ml گرم عصاره پودری گیاه با MTT، 0/1 عصاره میخک در آزمون
محیط کشت DMEM و ml 1 از PBS در فالکون 15 ریخته به خوبی 

ورتکس شد.
MTT Assay

به منظور انجام تکنیک MTT Assay از پلیت کشت سلول 96 خانه 
استفاده شد در هر چاهک محلول کمپلکس حاوی 3000 سلول ریخته 
نئوبار صورت گرفت(. در یک  شد)شمارش تعداد سلول ها توسط لام 
ستون از چاهک های پلیت فقط محلول کمپلکس بدون سلول به عنوان 
بلانک ریخته شد. پس از گذشت 24 ساعت و اتصال سلول ها به پلیت، 
25  µg/ml ،10µg/ml( مختلف  غلظت های  با  میخک  گیاه   عصاره 
 ، µg/ml، 100 µg/ml، 250 µg/ml، 500 µg/ml، 750 µg/ml 50 و
µg/ml 1000( به سلول ها اضافه و به مدت 24 ساعت انکوبه شد. یک 

ستون  نیز محیط حاوی سلول بدون تیمار )کنترل منفی(، در نظر گرفته شد. 
این آزمون با 6 تکرار صورت گرفت. پس از تخلیه محلول داخل چاهک ها، 
مقدارµl 25 از محلول MTT به تمام چاهک ها )به جز خانه های بلانک( 
اضافه شد. پلیت با فویل پوشیده و به مدت 4 ساعت انکوبه گردید. سپس 
تمامی محلول MTT با استفاده از سمپلر خارج شد و µl 100 ایزوپروپانول 
به چاهک های پلیت )به جز خانه های بلانک( اضافه گردید. پس از تکان 
15 دقیقه ای، جذب نوری چاهک های پلیت با استفاده از دستگاه الایزا ریدر 

با طول موج nm 570 تعیین شد.

RNA استخراج
کمپلکس حاوی سلول به پلیت کشت سلول cm 3/5 ریخته شد و 
به مدت 24 ساعت انکوبه شد. سپس براساس IC50 بدست آمده غلظت 
مورد نظر از عصاره میخک به سلول ها اضافه و به مدت 24 ساعت انکوبه 
شد و استخراج RNA با استفاده از کیت استخراج RNA سینا کلون طبق 

پروتکل صورت گرفت.

cDNA سنتز
سنتز cDNA با استفاده از کیت سینا کلون بر طبق پروتکل آن صورت 

گرفت.
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Real time PCR توالی پرایمر های مورد استفاده در
پرایمر های مورد استفاده در این پژوهش مطابق جدول 1 توسط شرکت سینا کلون سنتز گردید. در این آزمایش از ژن Actin به عنوان ژن مرجع استفاده شد.

جدول 1: پرایمرهای مورد استفاده در پژوهش

توالیپرایمرژنمنبع

)23(ActinReverse primer

Forward primer

)23(β-cateninReverse primer

Forward primer

Real time PCR

Real time PCR توسط کیت شرکت سینا کلون بر طبق پروتکل صورت گرفت.

آنالیز نتایج حاصل از ریل تایم PCR به روش Ct∆∆-2انجام شد و میزان Fold Change محاسبه گردید.

یافته ها
:GC-MS نمودار

3'-ACTTGCCACACGTGCAATTC-5'

3'-ATGGTGCGTACAATGGCAGA-5'

3'-AGCGAGCATCCCCCAAAGTT-5'

3'-GGGCACGAAGGCTCATCATT-5'
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ترکیبات میخک
GC-mass جدول 2: ترکیبات عصاره میخک بر اساس

Molecular formulaPeak area %Retention timeCompound′s namePeak number

C3H6N2S0.714.3692-Imidazolidinethione1

C7H18OSi4.674.689Silane, trimethyl(2-methylpropoxy)-2

C7H16O1.235.4162,2-Dimethyl-3-pentanol3

C5H6O21.707.6241,2-Cyclopentanedione4

C9H10O6.8514.4112,3-DIHYDRO-BENZOFURAN5

C9H10O27.9616.3562-Methoxy-4-vinylphenol6

C12H36O6Si621.4416.602Cyclohexasiloxane, dodecamethyl-7

C14H42O7Si728.2419.778Cycloheptasiloxane, tetradecamet-8

C16H48O8Si82.5220.070Hexadecamethylcyclooctasiloxane9

C15H13N0.8921.4432-Methyl-7-phenylindole10

C7H6N20.7721.9641H-Benzimidazole11

C16H48O8Si812.5622.610Cyclooctasiloxane, hexadecamethyl-12

C2H3N31.4523.0512H-1,2,3-Triazole13

C8H7NO1.8723.606Indole-2-one, 2,3-dihydro-14

C18H54O9Si93.2525.065Cyclononasiloxane, octadecamethyl-15

C16H48O8Si81.4027.262Hexadecamethyl-cyclooctasioxane16

C14H11N0.4431.5361H-Indole, 2-phenyl-17

C9H27AsO3Si31.5232.057Arsenous acid, tris(trimethylsilyl) ester18

C7H6O0.5332.4232,4,6-Cycloheptatrien-1-one, 3,5...19

 Cyclohexasiloxane پیک %28/24(،  )با سطح   Cycloheptasiloxane tetradecamet شامل  ترتیب  به  میخک  ترکیبات عصاره  درصد  بیشترین 
dodecamethyl )با سطح پیک 21/44%( و Cyclooctasiloxane hexadecamethyl )با سطح پیک 12/56%( تعیین گردید.

 MTT Assay نتایج حاصل از
بر اساس نتایج حاصل از 6 تکرار در هر غلظت به کار گرفته شده از عصاره میخک مشخص شد که این عصاره در غلظت نزدیک به µg/ml 10 قادر است 
حدود نیمی از سلول ها را از بین ببرد. بر این اساس، درصد بقای سلولی )Cell viability( یا به عبارت دیگر IC50 این آزمون،µg/ml 10تعیین شد )نمودار 1(.
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 Real time PCR نتایج حاصل از
با به کارگیری غلظت IC50 عصاره میخک، بررسی بیان ژن β-catenin در نمونه های تیمار شده با عصاره میخک نسبت به نمونه های کنترل )بدون تیمار( 
 β-catenin باعث کاهش 1/29 برابری رونویسی ژن p<0/05 صورت گرفت نشان داد که عصاره میخک در سطح معناداری Actin که با قیاس با ژن مرجع

شده است )نمودار 2(. 

نمودار 2: تأثیر عصاره میخک بر کاهش 1/29 برابری ژن بتا- کاتنین در رده سلول سرطانی )* PANC1 بیان گر معنادار بودن نسبت به نمونه کنترل با p<0/05 می باشد(

PANC1 تأثیر کشندگی سلولی غلظت های مختلف عصاره میخک بر رده سلولی - MTT نمودار 1: آزمون
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بحث و نتیجه گیری
از دیرباز محصولات طبیعی و گیاهی به عنوان منابع درمانی دقیق 
مورد استفاده در طب سنتی برای درمان انواع بیماری ها از جمله عفونت ها 
و بیماری های بدخیم بوده است. فعالیت های ضد التهابی، ضد ویروسی، 
 .24 است  اثبات شده  میخک  و ضد توموری  باکتریایی، ضد قارچی  ضد 
سلول های  روی  بر  میخک  روغن  تاثیر  سال 2020،  در  مطالعاتی  طبق 
سرطانی بررسی گردید و مشخص شد که روغن میخک دارای مکانیسم 
ضد سرطانی می باشد 25. اثر پلی فنل جوانه میخک در بیماری های دیابت 
نتایج آن  نشان داده است که  قرار گرفته و  بررسی  نیز مورد  و سرطان 
عصاره های غنی از پلی فنل جوانه میخک باعث مهار فعالیت آلفا آمیلاز 
و آلفا گلوکوزیداز می شود. بنابراین پلی فنل جوانه میخک در پیشگیری از 
بیماری های مرتبط با استرس اکسیداتیو مانند دیابت، سرطان و اختلالات 
قلبی موثر است26. در سال 2014 اثر عصاره میخک بر روی رده های سلولی 
آناتومیکی مختلف در شرایط آزمایشگاهی بررسی گردیده و نتایج آن نشان 
داده که عصاره میخک خواص ضدتکثیر و آپوپتوز در موش های مبتلا به 

سرطان ریه دارد 27.
در این پژوهش، تاثیر عصاره گیاه میخک بر روی رده سلولی سرطانی 
پانکراس PANC1 و بررسی تغییرات بیان ژن بتا- کاتنین که یکی از ژن های 
مهم در مسیر پیام رسانی wnt/ β-catenin است مورد ارزیابی قرار گرفت. 
براساس نتایج حاصل از MTT assay مشخص شد که عصاره میخک 
اثرات سیتوتوکسیک قابل توجهی بر روی این رده سلول سرطانی دارد و 
تنها غلظت 10 میکروگرم بر میلی لیتر از عصاره میخک قادر است حدود 
50 درصد از سلول های PANC1 را از بین ببرد. با توجه به غنای بسیار 
بالای ترکیبات پلی فنلی در گیاه میخک و اثرات ضد سرطانی اثبات شده 
ترکیبات فنلی، این احتمال وجود دارد که اثر سیتوتوکسیکی این گیاه مربوط 
به ترکیبات فنلی آن باشد. در این تحقیق، بر اساس IC50 به دست آمده از 
آزمون MTT یعنی غلظت µg/ml 10 از عصاره که در اثر تیمار با آن حدود 
50 درصد از سلول های PANC1 بقا داشتند، بررسی تغییرات بیان ژن بتا- 
کاتنین در سطح رونویسی مورد ارزیابی قرار گرفت. براساس نتایج حاصل 
از آنالیز داده های ریل تایم PCR مشخص شد که عصاره میخک می تواند 
باعث 29/1 برابری رونویسی ژن β-catenin گردد. بتا-کاتنین یکی از 
اجزای کلیدی و مهم در مسیر سیگنالینگ Wnt است و اثبات شده که 
نقش مهمی در تشکیل برخی سرطان ها دارد. تجمع غیر طبیعی بتا-کاتنین 

در اغلب سرطان ها گزارش شده است. پروتئین بتا-کاتنین پس از تجمع 
در سیتوسل، به هسته جابه جا شده و در آن جا با گروهی از فاکتورهای 
رونویسی تشکیل کمپلکس داده و بدین ترتیب برخی از ژن های مهم را 
فعال می کند. عملکرد بیش از حد بتا-کاتنین در بسیاری از تومورهای 
بدخیم به اثبات رسیده است و افزایش عملکرد بتا-کاتنین باعث ترویج 
 Yang et( غیر متعارف تکثیر سلولی، مهاجرت و تهاجم سلولی می گردد
al, 2017(. با توجه به تحقیقات و گزارش های مختلف، کنترل و تعدیل 

بیان بتا-کاتنین می تواند نقش مهمی در کاهش ابتلا به سرطان و یا تسریع 
در بهبود سرطان داشته باشد. در پژوهش حاضر، تأثیر عصاره گیاه میخک 
بر کاهش 1/29 برابری رونویسی از ژن بتا-کاتنین به اثبات رسید. البته این 
میزان تأثیر بر اساس غلظت 10 میکروگرم بر میلی لیتر میخک می باشد و 

احتملا غلظت های بالاتر از این عصاره، اثر کاهشی بیشتری نشان دهد.
بررسی ترکیبات موجود در عصاره میخک با روش GC mass نشان داد 
که سه ترکیب از گروه سیکلوکسان ها بیشترین غلظت را در این عصاره به 
خود اختصاص می دهند. عمدتاً سیکلوکسان ها، هیدروکربن های آلیفاتیک 
دارای سمیت سلولی می باشند28. طبق تحقیقات  )آلکان ها( هستند که 
صورت گرفته ترکیبات اصلی عصاره ساقه کولا نیتیدا و همچنین عصاره 
نعنا )GC-MS( نیز شامل سیکلوهپتاسیلوکسان تترادکا متیل )%35.287(، 
سیکلواکتازیلوکسان   ،)%24.941( دودکامتیل  سیکلوهگزاسیلوکسان 
هگزادکامتیل )17.574%( هستند. به طور کلی این ترکیبات دارای خاصیت 

ضد توموری و آنتی اکسیدانی قابل توجهی می باشند29،30.

تشکر و قدردانی
این پژوهش تحت حمایت معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی 
 Vab( واحد رشت و در شرکت تحقیقاتی زیست فناوری ویرا آرمانیان
Lab( شهر رشت انجام شد. بدین وسیله از زحمات دانشگاه آزاد اسلامی 

و شرکت زیست فناوری ویرا آرمانیان جهت پشتیبانی این پژوهش تقدیر 
و تشکر به عمل می آید.
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Abstract 

Pancreatic cancer development is a complex biological process in which various 
genes are involved. The β-catenin/Wnt signaling pathway plays an important role in 
the development of pancreatic cancer. In this research, the effect of clove polyphenol 
extract on PANC-1 pancreatic cancer cell line and the changes in β-catenin gene 
expression were evaluated. PANC-1 pancreatic cancer cell line was purchased from 
the Royan center of Isfahan. After successive passages in order to perform MTT 
assay, the cells were cultured in 96-well culture plates and treated for 24 hours with 
different concentrations of clove plant extract, and the absorbance of the samples 
was determined at a wavelength of 570 nm. By interpreting the results of the MTT 
test, the IC50 value of clove extract was determined. Based on IC50, PANC1 cells 
were cultured under treatment with extract and without treatment (control), and then 
using the kit, RNA extraction and cDNA synthesis were done from the cells. Using 
specific primers for β-catenin gene and actin reference gene, real-time PCR was 
performed and then interpreted by 2-∆∆CT method. The compounds in clove extract 
were also determined by mass GC method. The results of MTT assay showed that 
the IC50 of clove extract in PANC1 cell line is in the range of 10 µg/ml and with 
increasing concentration of clove extract, cell survival is completely decreased. 
Examining the transcriptional change of β-catenin gene under the treatment of IC50 
concentration of clove extract also showed that this extract is able to decrease the 
expression of this gene by 1.29 times at the level of transcription at a significant level 
of p<0.05, which due to the unconventional increase of β-catenin catenin in all types 
of cancer, reducing the expression of this gene under the treatment of clove extract 
can be desirable.
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Studying the change in transcription level of beta-catenin gene in PANC-1 pancreatic 
cancer cell line treated with clove extract
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