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Elettaria Cardamomum Ekstrakt ve Tamoxifen Ilact Kombinasyonunun AU-565
Meme Kanseri Hiicrelerindeki Sitotoksik Etkilerinin Incelenmesi
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Oz

Kanser normal hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucunda olugmaktadir. Birgok kanser ¢esidi olmakla birlikte meme
kanseri diinyada yaygin goriilen kanserdendir. Meme kanseri tedavisinde cerrahi tedavi, hormonoterapi, kemoterapi ve
immiinoterapi gibi yontemler kullanilmaktadir. Fakat bu yontemler kanser hiicreleri ile birlikte saglikli hiicreler tizerinde
etkinlik gostererek iki hiicreyi de 6ldiirmektedir. Kullanilan tedavi yontemlerinin dezavantajlarindan dolay1 son yillarda
yeni tedavi yOntemlerine yonelik arastirmalar artmistir. Yapilan arastirmalarda kanser tedavisinde bitkisel tedavi
yaklasimlar1 denenmektedir. Elettaria Cardamomum ekstraktinin meme kanseri hiicrelerinde anti-tiimdr etkisi oldugu
bilinmektedir. Yapilan ¢alismada E. Cardamomum ekstraktinin tek basina ve tamoxifen ilact kombinasyonlarmin L929
fibroblast ve AU-565 meme kanseri hiicre hatlar iizerindeki sitotoksik etkinligi arastirilmistir. Sonug olarak Elettaria
Cardamomum ekstraktinin igeriginde olan diindolilmetan (DIM) ve indol-3-karbinol (I3C) meme kanseri hiicreleri
izerinde hormon yolaklarini baskilayarak kanser hiicrelerini 6ldiirdiigii bilindigi i¢in AU-565 meme kanseri hiicre
hattinda da sitotoksik etkiye sahiptir. Fakat bu etkinlik disiiktiir. Elettaria Cardamomum ekstraktinin tamoxifen ilaci ile
kombinasyonunda ise AU-565 meme kanseri hiicrelerinde Elettaria Cardamomum ekstraktinin tek bagina uygulamasina
gore daha fazla sitotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, AU-565, E. cardomomum, Tamoxifen, Sitotoksisite.

Investigation of the Cytotoxic Effects of Elettaria Cardamomum Extract and
Tamoxifen Drug Combination on AU-565 Breast Cancer Cells

Abstract

Cancer occurs as a result of uncontrolled proliferation of normal cells. Although there are many different types of cancer,
breast cancer is one of the most common cancer types in the world. Methods such as surgical treatment, chemotherapy,
hormonotherapy and immunotherapy are used in the treatment of breast cancer. However, these methods act on healthy
cells as well as cancer cells, killing both cells. Due to the disadvantages of the treatment methods used, research on new
treatment methods has increased in recent years. In research, herbal treatment approaches are being tried in the treatment
of cancer. It is known that Elettaria Cardamomum extract has an anti-tumor effect on breast cancer cells. In the study,
the cytotoxic activity of E. cardamomum extract alone and tamoxifen drug combinations on 1929 fibroblast and AU-565
breast cancer cell lines was investigated. As a result, Diindolylmethane (DIM) and indole-3-carbinol (I3C) molecules
found in Elettaria Cardamomum extract also have a cytotoxic effect on the AU-565 breast cancer cell line, as it is known
to kill cancer cells by suppressing hormone pathways on breast cancer cells. But this effectiveness is low. It was
determined that tamoxifen drug combined with Elettaria Cardamomum extract had a more cytotoxic effect on AU-565
cells than the application of Elettaria Cardamomum extract alone.

Keywords: Breast cancer, AU-565, E. cardomomum, Tamoxifen, Cytotoxicity.
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1. Giris

Kanser normal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucunda olusmaktadir. Mide,
meme, akciger gibi bircok kanser ¢esidi vardir (Krieghoff-Henning ve ark., 2017). Kadinlarda en ¢ok
goriilen kanser gesitlerinden biri ise meme kanseridir. Meme kanserinin olusum nedenleri arasinda
genetik faktorler ve dig faktorler (UV, kimyasallar vb.) yer almaktadir. Meme kanseri tanisinda
mamografi, ultrason ve biyopsi gibi yontemler kullanilmaktadir. Meme kanseri tedavisinde ise cerrahi
tedavi, kemoterapi, hormonoterapi ve immiinoterapi gibi yontemler kullanilmaktadir. Meme kanseri
hastalarinda ilag tedavisi olarak docetaxel, doksorubisin, paklitaksel, epirubisin, trastuzumab,
tamoksifen, aromataz inhibitorleri gibi ilaclar kullanilmaktadir (Alkabban ve Ferguson, 2024;
Lukasiewicz ve ark., 2021). Fakat meme kanserinde kullanilan bu tedavi yontemleri meme kanserinin
Onlenmesinde etkili olamamaktadir. Bundan dolayr meme kanseri tedavisinde yeni tedavi
yaklagimlar gelistirilmektedir. Gegmisten giiniimiizde kadarbirgok bitki meme kanseri tedavisinde
arastiritlmakta ve kullanilmaktadir. Ekinezya, sarimsak, zerdecal, zencefil, kudret nar1 gibi bitkilerin
meme kanserine uygulandig: calismalarda yiiksek oranda 6ldiiriicii olduklar1 belirlenmistir (Lopes ve
ark., 2017). Bundan dolay1 bitkisel yaklasimlarin meme kanserinde etkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda yapilan ¢alismalarda bitki ekstraktlari ile birlikte ilaglar da kombine
edilerek kullanilmistir. Yapilan ¢alismalarda bitki ve ilag kombinasyonlarinda, bitki ekstraktlarinin
hem ilaglarmm Oldiirme etkinliklerini arttirdigit hem de ilaglarin toksik etkinliklerini azalttig
belirlenmistir (Laurent ve ark., 2021). E. Cardomomum bitkisinin de antifungal, antibakteriyel ve
antikanser etkinlik gosterdigi yapilan ¢aligmalar ile belirlenmistir. E. Cardomomum bitkisinin
yapisinda bir¢ok birincil ve ikincil metabolit bulunmaktadir. Bunlardan biri olan I3C; meme
kanserinde metastazi, inflamasyonu, tlimorijenezi ve immiinomodiilasyonu azaltmaktadir. Ayrica
kanser yolaklarina etki ederek ve hormon aktivitelerinin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir
(Zengin ve ark., 2022). Yapilan bu ¢aligmada ise L929 fibroblast ve AU-565 meme kanseri hiicre
hatlarinda tek basmna E. Cardomomum ekstraktinin ve E. Cardomomum ekstrakti-tamoxifen ilaci
kombinasyonlarinin  sitotoksik  etkinliklerinin  incelenmesi amaglanmistir.  Ayrica  bu

kombinasyonlarin AU-565 meme kanseri hiicrelerinin gelisimini engellenmesi hedeflenmektedir.

2. Materyal ve Metot

2.1. E. Cardomomum Ekstraktinin Hazirlanmasi

E. Cardomomum bitkisinin tohumlar1 ¢ikarildi ve ¢ikarilan tohumlar ezilerek toplandi. 8 gr E.

Cardomomum tohumu tartildi ve metanol eklenerek karanlikta 6 giin inkiibe edildi. inkiibasyon
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sonunda elde edilen ekstrakt, whatman kagidi kullanilarak siiziildii. Daha sonra beher i¢ine alind1 ve
metanoliin hava akimi ve sicaklik yoluyla buharlagmasi saglandi (Kelleci ve ark., 2022). E.

Cardomomum ekstraktinin miktar1 hassas tartim ile belirlendi.

2.2. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Fare fibroblast hiicre hatt1 (L929) ve insan meme kanseri hiicre hatti (AU-565) laboratuvarda
bulunan kriyobanktan almarak kullanildi. Hiicre ¢ogalmasi icin DMEM (Gibco) ve RPMI-1640
(Gibco) medyumlar1 hazirlandi. Stok medyumlarin hazirlanmasi %1°lik L-glutamin ve penisilin-
streptomisin eklenerek gerceklestirildi. Deneysel asamada ise %10 fetal bovine serum (FBS) (Sigma)
medyumlara eklendi (Thlamur ve ark., 2022). Yapilan ¢alismada pasaj sayilart 10. ile 15. arasinda
olan hiicre hatlar1 kullanildi.

%10 FBS (Sigma) igeren RPMI-1640 (Gibco) besiyerinde AU-565 meme kanseri hiicre
hatlarmin kiiltiiri gergeklestirildi. L929 fibroblast hiicrelerinin kiiltiirii ise %10 FBS igeren DMEM
(Gibco) besiyerinde yapildi. Hiicrelerin iiretimi 37°C, %95 nem ve %5 CO:2 igeren ortamda
gergeklestirildi. Hiicreler enzimatik yol ile toplanarak 25°C 5 dk 1000 rpm’de santrifiij edildi. 96
kuyulu plakalara kuyu bagma 1x10° hiicre/ml olacak sekilde ekimleri yapildi. Ekimleri yapilan
hiicreler 48 saat boyunca inkiibe edildi (Ihlamur ve ark., 2022a).

2.3. MTT Analizinin Yapilmasi

Hazirlanan ekstrakt ve ekstrakt-ila¢ formiilasyonlarinin sitotoksik etkinliklerini belirlemesi ig¢in
MTT kullanildi. Hiicrelerin canliligt 3-(4.5-dimetiltiazol-2-il)-2.5-Difeniltatrazilyum bromiir
kullanilarak analiz edildi. 96’11k plakalara ekilen hiicrelere ekstrakt ve ekstrakt-ilag kombinasyonlari
eklendi. Uygulama yapilan hiicreler %5 CO: igeren 37°C'lik inkiibatorde 48 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklara 10 pl MTT soliisyonu eklendi ve %5 CO>
iceren etiivde 37°C'de 3 saat inkiibe edildi. Daha sonra her bir kuyucuga 100 pl dimetilsiilfoksit
(DMSO) ilave edildi. 30 dakika plakalar karanlikta tutuldu (Kelleci ve ark., 2022a; Thlamur ve ark.,
2024). Hiicre canlilig1 analizi 570 nm dalga boyunda 6lg¢iildii. Hiicre canlilig1 analiz verileri esitlik 1

kullanilarak veri grafikleri elde edildi.

. 5 Ornek absorbansi
Hicre Canlilige (%) = (Kontroi absorbansi )~ 100 (1)
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2.4. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen veriler IBM SPSS 25.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, ABD) paket
programinda analiz edildi. Gruplar arasi karsilagtirmalar tek yonlii varyans analizi Tek Yonli
ANOVA testi ile yapildi. Sonuglar ortalamatstandart sapma (Ortalama+SD) olarak verilmis ve
istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.

3. Bulgular ve Tartisma

Bitkilerde bulunan ikincil metabolitler, flavonoidler, tanenler, kinonlar, fenolik asitler gibi aktif
bilesikler kanser yolaklarin1i baskilayarak kanserlerin Onlenmesinde ve tedavisinde etkili
olabilmektedir (Cragg ve Pezzuto, 2016). E. cardamomum bitkisinden yapilan calismada macerasyon
yontemi ile ekstrakt elde edilmistir. Elde edilen E. cardamomum eksrakti tek basina ve tamoxifen
ilact ile kombine edilerek 1929 fibroblast ve AU-565 meme kanseri hiicre hatlar1 {izerindeki
sitotoksik etkinliklerine bakilmigtir. Bu ¢alisma sonucunda meme kanserinin tedavisi i¢in en uygun
E.  cardamomum  ekstrakti-tamoxifen ilact1 konsantrasyonlar1 belirlenmistir.  Belirlenen
formiilasyonlarin in vivo ¢aligmalarda kullanilmasi hedeflenmektedir. MTT sonuglarina gore hiicre
canlilig1 48. saatin sonundaki biitiin gruplar arasinda % hiicre canlili1 iizerinden degerlendirmeler

yapilmustir.
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Sekil 1. E. Cardomomum ekstraktinin 1929 fibroblast hiicre hatti {izerindeki sitotoksik etkisi
E. Cardomomum ekstrakt: ile muamele edilen 1.929 fare fibroblast hiicre hattinin canlilik

analizleri sekil 1°de gosterilmistir. E. Cardomomum bitkisinden elde edilen ekstraktin en yiliksek

oldiirme etkinligi 100 pg/ml konsantrasyonda gerceklestirilmistir. Fakat bu konsantrasyonda
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fibroblast hiicrelerine uygulandiginda hiicrelerde ciddi bir sitotoksik etki gosterdigi i¢in kullanmaya
uygun olmadig: goriilmektedir. E. Cardomomum ekstrakti 100 pg/ml’den sonra en yiiksek sitotoksik
etkinligi 40 pg/ml konsantrasyonunda gostermistir. Yapilan calismada 40 pg/ml konsantrasyondaki
E. Cardomomum ekstraktinin tek basina sitotoksisite analizinde fibroblastlarda %122 canlilik tespit

edilmigtir. (p<0,05).

100

80 =
S
& 60
E 40
v
S 20
T

0

5 10 20 40 100

Ekstrakt Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 2. E. Cardomomum ekstraktinin AU-565 meme kanseri hiicre hatti lizerindeki sitotoksik etkisi

E. Cardomomum ekstrakti ile muamele edilen AU-565 meme kanseri hiicre hattinin canlilik
analizleri Sekil 2’de gdosterilmistir. Bu c¢alismada, E. Cardomomum ekstraktinin AU-565 meme
kanseri hiicre hatlarina uygulanmasi sonucu hiicre canliliklarinda azalmalar mevcuttur. Hiicrelere, 40
png/ml konsantrasyondaki E. Cardomomum ekstrakti uygulandiginda AU-565 meme kanseri hiicre

hattinda %85 canlilik tespit edilmistir.
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Sekil 3. E. Cardomomum ekstrakt-tamoxifen ilacinin L929 fibroblast hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik
etkisi

E. Cardomomum ekstraktinin tamoxifen ilaci ile kombinasyonlarmin fibroblast hiicre kiiltiirii

sistemindeki sitotoksik analizi Sekil 3’te gosterilmistir. 40 pg/ml E. Cardomomum ekstraktinin
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kullanildig1 tamoxifen ilact kombinasyonlarinda, en yiiksek sitotoksik etkinligin 40 pg/ml tamoksifen
ilacinin kullanildig1 kombinasyonlarda oldugu goriilmektedir. 40 pg/ml ekstrakt + 40 pg/ml

tamoksifen ilacinin fibroblastlarla muamelesinde %84 canlilik tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4. E. Cardomomum ekstrakt-tamoxifen ilacinin AU-565 meme kanseri hiicre hatti izerindeki sitotoksik
etkisi

Sekil 4’te ekstrakt ve tamoxifen ilact kombinasyonlarinin AU-565 meme kanseri hiicre
hattindaki sitotoksik etkileri gosterilmistir. Bu verilere gore 40 pg/ml E. Cardomomum bitkisi
ekstraktlarinin  kullanildigi tamoxifen ilaci kombinasyonlarinda 40 pg/ml tamoksifen ilacinin
kullanildig1 kombinasyon meme kanseri hiicre hattinda da en yiiksek 6ldiirme etkisi gostermistir. 40
ng/ml ekstrakt + 40 pg/ml tamoksifen ilacinin kullanildig1 kombinasyonun sitotoksisite analizinde
AU-565 meme kanseri hiicre hattinda %51 canlilik tespit edilmistir.

Meme kanseri tedavisinde birgok yontem kullanilmaktadir. Fakat bu yontemlerin avantajlar
oldugu kadar dezavantajlar1 oldugu icin ve bu yontemlerde istenilen sonuglarin almamadigi igin
meme kanseri tedavilerinde yeni yaklasimlar gelistirilmeye baslanmistir. Giintimiizde toksik etkinligi
yok ya da ¢ok diisiik oldugu i¢in alternatif tipta kullanilan bitkiler giin gectikce popiiler bir arastirma
konusu olmustur (Shrihastini ve ark., 2021). Zencefil, yesil ¢ay, sarimsak, zerdegal ve kakule gibi
bitkilerin etkinlikleri kanserlerde incelenmistir. Yapilan caligmalarda bitkilerde bulunan ikincil
metabolitler, flavonoidler, tanenler, kinonlar, fenolik asitler gibi bilesikler kanser hiicrelerinin
oldiirtilmesinde etkili olmaktadir. Ayni1 zamanda bunlar gibi bir¢ok bitkinin meme kanserinde i¢in de
antikanser ozellikte oldugu belirlenmistir (Ben Kridis ve ark., 2021; Lopes ve ark., 2017). Ayrica
yapilan ¢aligmalarda bitki ekstraktlarinin antikanser ajanlar ile kombine edilerek de meme kanseri
hiicrelerinde denenmistir. Yapilan c¢alismalarda bitkisel ajanlar, antikanser ajanlar1 ile
kullanildiklarinda antikanser ajanlarinin tedavi edici etkilerini artirdig1 ve antikanser ajanlarin toksik
etkinliklerini de azalttig1 belirlenmistir (Falzon ve Balabanova, 2017). E. Cardomomum bitkisi de

ekstrakte edilerek bircok kanserde antikanser ozellikleri incelenmistir. £. Cardomomum ekstraktinda
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bulunan DIM ve I3C gibi birincil ve ikincil metabolitler, hormon aktivitelerinin diizenleyerek
kanserin engellenmesinde etkili olmaktadir (Kong ve ark., 2020). E. Cardomomum ekstraktinin
proleukin ilac1 ile kombine edilerek mide kanseri hiicreleri tizerindeki etkilerinin incelendigi bir
calismada E. Cardomomum ekstraktinin tek bagina mide kanseri iizerinde sitotoksik etkisinin oldugu
ilacla kombine edildiginde ise hem ilacin dogal immiin sistem hiicreleri lizerindeki sitotoksik
etkisinin azaldig1 hem de mide kanseri hiicrelerinde daha yiiksek sitotoksik etkinlik olusturdugu
belirlenmistir (Hamurci ve ark., 2022).

Yapilan ¢alismada E. Cardomomum ekstraktinin sitotoksik etkinligi iki hiicre hatt1 lizerinde
incelenmistir. E. Cardomomum ckstraktinin 1929 fare fibroblast hiicreleri iizerinde sitotoksik
etkinliginin olmadig1 belirlenmistir. Saglikli hiicre hatlarina 5, 10, 20 40 pg/ml konsantrasyonda E.
Cardomomum ekstrakti uygulandiginda hiicre hatlarinda canlilik artmaktadir. 100 pg/ml
konsantrasyonda ise hiicreye sitotoksik etkisi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarda E.
Cardomomum ekstraktinin tek basina 40 pg/ml konsantrasyonda AU-565 meme kanseri hiicre hatti
tizerinde oldiirme etkisi gostermektedir. Fakat bu oran diisiiktiir. Bu ¢alismada, E. Cardomomum
ekstraktinin klinikte meme kanseri tedavisi i¢in kullanilan tamoksifen ile kombinasyonu da
arastirtlmistir. E. Cardomomum ekstrakti ve tamoksifen ilact kombinasyonlari birlikte kullanildiginda
ise yiiksek oranda dldiirme etkisinin oldugu belirlenmistir. Ekstrakt ve ilag kombinasyonlarinin AU-
565 meme kanseri hiicre hatti izerinde en yliksek sitotoksik etkiyi 40 ug/ml E. Cardomomum bitkisi

ekstraktlar1 ve 40 pg/ml tamoksifen ilacinin kullanildigr kombinasyonda gosterdigi tespit edilmistir.

4. Sonuclar ve Oneriler

Yapilan calismada E. Cardomomum ekstraktinin igerdigi metabolitler sayesinde meme kanseri
hiicreleri lizerinde 6ldiirme etkinligi vardir. Bunun yaninda E. Cardomomum ekstrakti saglikli hiicre
hatlarinda toksik etki gostermemistir. Bu bilgiler 1s18inda toksik etki gdstermeyen ve antikanser
ozellikte olan E. Cardomomum ekstraktinin tek basma kullanildiginda meme kanseri tedavisinde
yiiksek oranda etkili sonuclar1 olmasa da ila¢ kombinasyonu ile kullanildiginda etkili sonuclar
oldugu belirlenmistir. Bundan dolayr meme kanseri tedavisinde ekstrakt-ilag kombinasyonu
yaklagimlarinin etkili sonuglar verecegi ve in vivo c¢alismalara gegilerek meme kanseri tedavisinde

yeni ila¢ formiilasyonlar1 olarak denenebilecegi diisiiniilmektedir.

Yazarlarin Katkisi

Tiim yazarlar calismaya esit katkida bulunmustur.
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Cikar Catismasi Beyani

Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi bulunmamaktadir.

Arastirma ve Yayin Etigi Beyam

Yapilan ¢caligmada arastirma ve yayin etigine uyulmustur.
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