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insan Over ve Prostat Kanseri Hiicre Canliligi Uzerine Etkili
Yeni Bir llag: Agomelatin

Amag: Agomelatin yakin zamanda lilkemizde de tedavi amagli kullanilmaya baslanmis bir anti-
depressan ilagtir. Agomelatin, 6zellikle sirkadiyen ritimin diizenlenmesinde énemli fizyolojik rolleri
olan melatonin hormonunun reseptdr agonisti olarak tanimlanmaktadir. Bu ¢alisma melatonin ve
agomelatinin insan prostat (PC-3) ve over kanseri hiicre (A2780) canliliyi Uzerindeki etkilerini
arastirmak amaciyla yapildi.

Gereg ve Yontem: Arastirmada A2780 ve PC-3 hicre hatlar kullanildi. Tim hicre hatlarina
melatonin ve agomelatinin 0.1 mM, 1 mM, 5 mM ve 10 mM’lik konsantrasyonlari 24 saat siireyle
uygulandi.  Hucre canliiginda meydana gelen degisimler 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid (MTT) yontemiyle belirlendi. MTT deney sonuglarina goére inhibe edici
logaritmik konsantrasyon 50 (LoglCso) degeri hesaplandi.

Bulgular: insan kanser hiicreleri’ ne (A2780 ve PC-3) 24 saat siire igin uygulanan melatonin ve
agomelatinin tim konsantrasyonlarinin (0.1 mM, 1 mM, 5 mM ve 10 mM) % hicre canliigini
azalttigi belirlendi (P<0.05).

Sonug: Bu galismanin sonuglari, agomelatinin ve melatoninin insan prostat ve over kanseri hiicre
hatlarina karsi guglu sitotoksik ve antitimor 6zelliklerinin oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, agomelatin, melatonin, PC-3, A2780

A New Drug Effective on Human Ovarian and Prostate Cancer Cell Viability:
Agomelatine

Objective: Agomelatine is an antidepressant drug which recently started to be used in our country.
Agomelatine is described as a potent agonist of melatonin receptor, which has an important
physiological role especially in the regulation of human circadian rhythms. This study was
conducted to investigate the effects of melatonin and agomelatine on human ovarian (A2780) and
prostate (PC-3) cancer cell viability.

Materials and Methods: A2780 and PC-3 cell lines were used in the study. The 0.1 mM, 1 mM, 5
mM ve 10 mM concentrations of melatonin and agomelatine were administered to all cell lines for
24 h. Changes in cell viability were determined by the MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-
diphenyltetrazolium bromide) assay. The 50% inhibitory concentration (LoglCso) was calculated
according to MTT assay results.

Results: It was determined that all concentrations (0.1 mM, 1 mM, 5 mM ve 10 mM) of melatonin
and agomelatine administered to human cancer cells (A2780 and PC-3) for 24 h reduced % cell
viability (P<0.05).

Conclusion: The results of this study demonstrate that melatonin and agomelatine have strong
cytotoxic and antitumor effects against human prostate and ovarian cancer cell lines.

Key Words: Cancer, agomelatine, melatonin, PC-3, A2780

Girig

Melatonin beyindeki pineal bezde sentezlenip ve salgilanan bir hormon olup
organizmada sirkadiyen ritimin duzenlenmesini saglar (1). Melatonin, merkezi sinir
sitemindeki etkilerini, G proteinlerine bagh melatonin icin spesifik membran reseptorleri
olan MT1 ve MT2 reseptorleri zerinden olusturur (2). Melatonin Uretim ve salgi ritmi,
bircok psikiyatrik hastalikta degismekte ve melatonin salgisindaki bu degisiklik
sirkadiyen ritimin bozulmasi ile sonuclanmaktadir (1, 3). Sirkadiyen ritimde meydana
gelen bozulma Kalitesiz uyku, yorgunluk hissi, dikkati toplayamama gibi hayat
kalitesinde azalmalara neden olmakta, ayrica yasam kalitesindeki bu azalma
depresyonun klinik belirtisi olarak karsimiza c¢ikmaktadir (4). Bu nedenle beyin
melatonin sistemi depresyon i¢in 6nemli bir hedef halini almistir. In vivo galismalarla (5)
sentetik melatonin aliminin antidepresan etkilerinin oldugu, klinik galismalarda (3, 6) ise
depresyon hastalarinda melatonin sadece uyku-uyaniklik dizenini kurmada etkili
olabilecegi rapor edilmistir. Bu nedenle melatonin benzeri antidepresan ilaglarin kegfine
ihtiyac duyulmus ve c¢alismalar bu yénde agirlik kazanmistir. Sirkadin, ramelton,
tasimelteon ve agomelatin gibi birgok yeni melatonin analogu gelistirilmistir (3, 7).
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Agomelatin melatoninerjik reseptor (MT1 ve MT2)
agonisti ve 5HT2C reseptdr antagonisti olarak yakin
zamanda geligtiriimig bir antidepresan ilagtir (8). Yapilan
arastirmalar ile agomelatinin majoér depresif hastalarin
tedavisinde etkinligi yaygin olarak gdsterilmistir (9).
Mevcut veriler sinirli olmasina ragmen cesitli anksiyete

bozukluklarinin  tedavisinde = agomelatinin  yararli
olabilecegi rapor edilmigtir (10). Igme sularina
kortikositeron  konarak stres modeli olusturulan

sicanlarda, agomelatin uygulamasinin strese bagl
olarak ortaya c¢ikan davranissal etkileri dizelttigi ve
hipokampusta yeni  néron  gelisimini  arttirdidi
gOsterilmistir (11). Bir aragtirmada (12) da agomelatinin
yapisal néroplastisite Uzerine hlcresel dizeyde olumlu
etkilerinin oldugu belirlenmisgtir. Agomelatinin
noroplastisite  lzerindeki olumlu etkileri MT1/MT2
reseptorleri uyarici ve serotonerjik 5-HTac reseptorleri
bloke edici etkilerinin es zamanli ve birlikte islev
go6rmesiyle iliskili oldugu rapor edilmistir (12, 13).

Hem melatonin hem de reseptdr agonisti olan
agomelatinin antidepresan etkileri disinda etkilerinin
arastinldigi caligmalar glinimiizde giderek artmaktadir.
Melatonin ile yapilan galismalar melatononin yuksek
antioksidan kapasiteye sahip oldugunu, kanser hucre
canlihgini azalttigini ve tumér gelisimini gerilettigini
Ozetlemektedir (14-16). Agomelotonin ile yapilan
arastirmalarda ise agomelatinin antioksidan
ozelliklerinin oldugu (17) ve meme kanseri hastada
meydana gelen depresyonun agomelatin ile tedavi
edildigi ortaya konmustur (18). Kanser vaka sayisi
Ulkemizde ve dunyada her gegen gun giderek
artmaktadir. Turkiye Halk Saghgr Kurumu tarafindan
yayinlanan rapora gore, Ulkemizde prostat kanseri,
erkek kanserleri arasinda ikinci sirada (19), over
kanseri ise kadin kanserleri arasinda altinci sirada ve
kadinlarda 6luimlerin baslica nedenlerinden biri olarak
tanimlanmaktadir (20). Tiptaki ilerlemelere, gelistirilen
cerrahi teknikler ve modern sitostatik ilaglara ragmen,
kanser vakalarindaki tedavi sonuglar zayif kalmaya
devam etmektedir. MT1 veya MT2 melatonin
reseptorlerini hedefleyen agomelotinin kanser
tedavisinde etkili olabilecegdi distnulmektedir (21).

Bu calisma melatonin ve agomelatinin (melatonin
agonisti) insan over (A2780) ve prostat kanseri (PC-3)
hiicre canliigi Gzerindeki etkilerini arastirmak amaciyla
yapilmistir.

Gereg ve Yontem

Hiicre Kiiltiirleri: Melatonin ve agomelatinin
kanser hicre canhhdi Uzerindeki etkilerinin arastirildigi
bu calismada A2780 ve PC-3 hiicre hatlari kullanildi.
Hucreler ATTC’den satin alindi. TUm hicrelerin 25 ve
75 cm?lik flasklarda, RPMI-1640 medyum (Sigma-
Aldrich, ABD; igerisine %10 FBS, 100 U/mL penisilin ve
0.1 mg/mL streptomisin ilave edilerek hazirlanan) ile iki
glin arayla beslenmeleri saglandi. Karbondioksitli (%5
COy) inklibatérde (Panasonic, Japonya), 37 °C’de ve
nemli ortamda tutulan hucreler konfluent oldugunda,
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tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich, ABD) sollisyonu
kullanilarak flasklardan ayrildi. Hicrelerin canhihik orani
%0.4 tripan mavisi kullanilarak belirlendi ve canlilik
oraninin %90’in Ustinde oldugu durumlarda deneylere
baslandi.

Melatonin ve Agomelatinin Hazirlanisi ve
Kiltiir Ortamina Eklenmesi: Melatonin (Sigma-
Aldrich, ABD) ve agomelatinin (Sigma-Aldrich, ABD) etil
alkol (ETOH; Merck, Almanya) icerisinde ¢ozildi ve
ETOH buharlastinlarak melatonin ve agomelatinin 0.1,
1, 5 ve 10 mMlk konsantrasyonlari RPMI-1640
medyum igerisinde hazirlandi.

MTT Deneyi: Sitotoksik etkileri belirlemek
amaciyla flasklardan tripsin-EDTA soliisyonu
kullanilarak sokulen hiicreler hemositometre yardimi ile
sayildi. Her kuyucuga 1.5x10* hiicre gelecek sekilde
200 pyL RPMI-1640 medyum igerisinde 96 kuyucuklu
plaklara ekildi. Hicreler 96 kuyucuklu plak tabanina
tutunmasi icin 24 saat sireyle CO;'li inkiubatérde 37
°C'lik 1sida inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sona
erdiginde melatonin ve agomelatinin 0.1, 1, 5 ve 10
mM’lik konsantrasyonlari hicrelerin iginde bulundugu
kuyucuklara ilave edildi. 24 saat sireyle melatonin ve
agomelatinin konsantrasyonlarinin hicre canlliyinda
meydana getirecekleri etkileri belilemek amaciyla CO_'li
inkiibatérde 37 °C’de 24 saat slreyle kanser hicreleri
ile inkiibasyon saglandi. inkiibasyon sona erdiginde
sterii PBS igerisinde 0.5 mg/mL MTT sollisyonu
hazirlandi ve 96 kuyucuklu plaklara ilave edildi. MTT
eklendikten sonra plaklar yeniden 3 saat inkibatorde
bekletildi. Bu slire sonrasinda  kuyucuklara
dimetilsilfioksit  (DMSQO)  eklenerek inkiibasyon
durduruldu ve plakalardaki hicrelerin optik dansiteleri
spektofotometre cihazinda (Synergy HTX, ABD) 550 nm
dalga boyunda okutuldu (22).

Kontrol kuyucuklar okutularak, elde edilen
absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak bu deger
%100 canli hiicre olarak kabul edildi. Melatonin ve
agomelatinin uygulanan kuyucuklardan elde edilen
absorbans degerleri, kontrol grubu absorbans degerine
oranlanarak yuzde canhhk degerleri belirlendi. MTT
denemeleri farkli gunlerde Uglu tekrar olarak 10 defa
yapildi ve uygulanan bilesiklerin inhibe edici logaritmik
50 (LoglCso) dederleri elde edilen MTT sonuglarina gore
bilgisayar ortaminda Graphpad prism 6 programi
kullanilarak hesaplandi.

istatistiksel Analiz: Analizlerde IBM SPSS
Statistics 24.0 (Windows) paket programi kullanildi.
Shapiro Wilk testi ile normal dagilima uygunluk
degerlendirildi. Nicel degiskenlerin gruplar arasi
karsilastiriimalari, Kruskal Wallis H testi ile Olguldu.
Gruplar arasinda  o6nemli istatistiksel  farkhlik
belirlendiginde gruplar arasi c¢oklu karsilastirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile yapildi.
P<0.05 degeri istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.
Melatonin ve agomelatinin LoglCso degerleri, denemeler
sonucunda elde edilen MTT sonugclarina gore, bilgisayar
ortaminda Graphpad prism 6 programi kullanilarak
hesaplandi.
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Bulgular

A2780 hicreleri 24 saat sireyle melatonin ve
agomelatinin 0.1, 1, 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlari ile
inklbe edildikten sonra hicre canlilik oranlarinda
meydana gelen % degisimler sirasiyla $Sekil 1A ve Sekil
1B’de gosterilmistir. A2780 hicrelerine uygulanan
melatoninin tim konsantrasyonlarinin hicre canlihdini
istatistiksel olarak énemli dizeyde azalttidi tespit edildi
(P<0.05) Agomelatinin ile yapilan denemelerde 0.1, 1, 5
ve 10 mM’lik agomelatinin uygulamasinin insan over
kanseri hicre canliligini énemli dizeyde azalttigi
belirlendi (P<0.05).

Melatonin ve agomelatinin PC-3 hcrelerine 24
saat sureyle uygulanmasindan sonra hlcre canlihgi
Uzerinde meydana getirdikleri % canhllik oranindaki
etkileri Sekil 2A ve 2B’de sunulmustur. Hem melatonin
hem de agomelatinin tim konsantrasyonlarinin (0.1, 1,
5 ve 10 mM) PC-3 huicre canliigini azalttigi (P<0.05) ve
bu azalmanin doz bagmh (10 mMlik agomelatinin
hari¢) olarak ortaya ¢iktigi goruldu.
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Melatonin ve agomelatinin 24 saat sure ile
uygulanmasina bagli olarak elde edilen MTT
deneylerinin sonuglarina gére A2780 ve PC-3 hcreleri
icin hesaplanan LogICsq degerleri Tablo 1'de
sunulmustur. Hesaplanan LoglCsq degerleri dikkate
alindiginda melatonin en disuk konsantrasyonda PC-3
hucrelerinde, agomelatinin ise en dusuk
konsantrasyonda A2780 hicrelerinde daha etkili oldugu
goruldu.

Tablo 1. Melatonin ve agomelatinin GraphPad Prizm 6
programinda PC-3 ve A2780 hiicreleri icin hesaplanan
LoglCso (MM) konsantrasyonlari

Melatonin Agomelatin
Hucre LogICso (MM) LogICso (MM)
Tipi
A2780 -1.12 -0.80
PC-3 -0.38 -0.96
B
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Sekil 1. Hicre hattina 24 siireyle uygulanan melatonin (A) ve agomelatinin (B) A2780 hucrelerinin canlilik oranlarinda

meydana getirdigi % degisiklikler

(Farkl harfler iki grup arasindaki farkliligi géstermektedir; **°“ P<0.05)
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Sekil 2. Hicre hattina 24 slreyle uygulanan melatonin (A) ve agomelatinin (B) PC-3 hiicrelerinin canlilik oranlarinda

meydana getirdigi % degisiklikler

(Farkli harfler iki grup arasindaki farkliligi géstermektedir; **%¢ p<0.05)
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Tartigma

Melatoninin  farkhh  kanser hicre hatlarinda
antitimér aktivitesinin arastirildigi ¢cok sayida calisma
vardir. In vitro olarak melatonin’in  (23-25) ve ilaglarla
birlikte uygulanan melatoninin (26, 27), fizyolojik ve
farmakolojik doz araliginda (28) degerlendirildigi
calismalarda melatoninin antitimor etkisinin yalnizca
kullanilan konsantrasyona baglh olarak degil ayni
zamanda hicre tipine ve kultir kosullarina da bagh
olarak degisebilecegini gostermektedir (29, 30). Yapilan
bir calisma (31) ile insan meme kanseri hiicre hattina
(MCF-7) uygulanan melatoninin, hicre buylimesini
engelledigi ve hucrelerin metastatik potansiyellerini
azalttigi  gosterilmigtir. Bir bagka calismada da
melatoninin distk konsantrasyonlarda, DNA sentezinde
6nemli azalmaya neden olmadidi ve hicre buyumesini
etkilemedigi ortaya konmus ve sadece ylksek milimolar
konsantrasyonlarda anti-kanserojenik aktiviteye sahip
oldugu rapor edilmistir (16, 32). Leon-Blanco ve ark.
(16)nin yapmis oldugu calismada MCF-7 implante
edilen farelerde melatoninin timor kitlesinde belirgin bir
azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Sainz ve ark.
(33)nin yaptidi calismada da melatonine bagli olarak
MT1 reseptdrlerinin aktivasyonunda meydana gelen
artisin gégus ve prostat kanseri hiicrelerinin buytumesini
azaltigi  rapor edilmigtir.  Yapilan g¢alismalarda
melatoninin PC-3 hiicre blylmesini azalttigi (33, 34) ve
A2780 hucreleri Uzerine antikanserojenik etki gosterdigi
bildiriimektedir (35). Melatoninin antikanser aktivitesine
yonelik literatirde ¢ok sayida yer alan g¢alismaya
ragmen agonisti olarak bilinen agomelatin ile bu yénde
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