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Öz

Amaç: Kanserlerde kemoterapötiklere gösterilen dirençte ve kanser gelişiminde apoptozisin önemli rolü vardır. Metformin tip 2 diyabet tedavisinde kullanılan 
güvenli, ucuz ve etkili bir ilaçtır. Ayrıca, antikanser etkilerinin olduğuna dair kanıtlar olmasına rağmen metforminin bu etkiyi hangi mekanizmalar ile gerçekleş-
tirdiği açık değildir. Bu nedenle, bu çalışmada metformin cilt kanseri hücrelerinde Bcl-2, caspaz-3, bax, wee-1, AIF, grp78 ve gadd153 düzeyleri üzerine etkileri 
araştırıldı.

Gereç ve Yöntem: Deri kanseri hücrelerine (B16F10) metformin uygulandı ve kaspaz-3, bcl-2, hafta 1, gadd153, grp78 ve AIF seviyeleri ELISA kullanılarak 
ölçüldü.

Bulgular: Çalışmamızda metforminin cilt kanseri hücrelerinde apoptozis proteinlerini (caspaz-3, wee 1, gadd153, grp78 ve AIF) arttırdığı ve antiapoptotik 
markırı (bcl-2) azalttığı belirlendi.

Sonuç: Çalışma sonuçları metforminin melanom cilt kanseri üzerine apoptotik etkisinin olduğunu gösterdi.

Anahtar Kelimeler: Metformin, melanom cilt kanseri, kaspaz-3, bcl-2, wee 1, gadd153, grp78, AIF.

Abstract

Aim: Apoptotic pathways are important for resistance to chemotherapeutics drugs and cancer development. Metformin is a safe, inexpensive and effective drug 
used to treat type 2 diabetes. Furthermore, although there is evidence of anticancer effects, the mechanisms by which metformin exerts the effects are unclear. 
Therefore, it was aimed to investigate Bcl-2, kaspaz-3, bax, wee-1, AIF, grp78 and gadd153 levels in metformin treated skin cancer cells.

Materials and Methods: The skin cancer cells (B16F10) were treated with metformin and kaspase-3, bcl-2, wee 1, gadd153, grp78 and AIF levels were analyzed 
by using ELISA.

Result: Treatment of metformin increased of proapoptotic proteins (kaspase-3, bcl-2, wee 1, gadd153, grp78 and AIF) and decreased antiapoptotic protein (bcl-
2).

Conclusion: In conclusion, this study showed that metformin has apoptotic effect on melanoma skin cancer.

Keywords: Metformin, melanoma skin cancer, kaspase-3, bcl-2, wee 1, gadd153, grp78, AIF.
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Giriş

Metformin, Galega officinalis isimli bitkiden elde edilen ve tip 
2 diyabetin tedavisinde kullanılan etkili ve güvenli bir ilaçtır (1). 
Metformin karaciğerdeki glukoneogenezi azaltır ve periferik dokular 
tarafından glikoz alımını teşvik eder, böylece kan glukozu ve 
insülin seviyelerini düşürür (2). Metforminin bu etkisini genellikle 
sitoplazma içinde bulunan hücresel enerji sensörü olarak görev yapan 
adenozin monofosfat kinaz (AMPK) yolağını tetikleyerek gösterdiği 
belirtilmektedir (3). Ayrıca, metforminin antikanser etkileri olduğuna 
dair kanıtlar da vardır (4). Yapılan araştırmalar metformin ile tedavi 
edilen diyabetik hastalarda kanser insidansı ve mortalite riskinin daha 
az olduğunu göstermiştir. Metforminin antikanser etkilerinin hangi 
mekanizmalar aracılığıyla oluştuğu halen kesin olarak belirlenemese 
de bu etkilerini doğrudan veya dolaylı birçok mekanizma ile 
gösterdiği düşünülmektedir (5-7). Bu mekanizmalardan biri 
AMPK aktivasyonu ile fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/AKT/
rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR) yolağının 
baskılanmasıdır. Bu yolak hücre büyümesini ve metabolizmayı 
düzenleyen korunmuş bir sinyal yolağıdır. mTOR, S6 kinaz (S6K) ve 
translasyon başlatma faktörünün 4E bağlanma protein 1 (4EBP1) gibi 
protein sentezinde yer alan iki önemli hedefi doğrudan aktive eder (8). 
mTORC1 (rapamisin kompleksi 1’in memeli hedefi) mTOR’un iki 
fonksiyonel kompleksinden biridir ve AMPK ile negatif yönde regüle 
edilir. AMPK, mTORC1 yolağını doğrudan inhibe; mTOR yolağını 
inhibe eden tuberoz skleroz kompleks protein 2’yi (TSC2) ise dolaylı 
yoldan fosforile ederek; protein sentezinin ve hücre büyümesinin 
yavaşlamasına yol açar (9). Metforminin AMPK modülasyonu 
yoluyla mTOR aktivitesini inhibe ederek, çeşitli kanser türlerinin 
progresyonunda olumlu etkiler sağladığını bildiren çalışmalar 
vardır (10-12). Bunun yanında metforminin mTORC1’i AMPK ve 
TSC2 yolağından bağımsız RAG GTPaz aracılığıyla inhibe ettiği de 
bildirilmiştir (13).

Metforminin antikanser etkisini insülin benzeri büyüme faktörü 
(IGF), insülin ve insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (HER-
2) aracılı sinyalleri azaltarak ve mTOR sinyal inhibisyonu yolağıyla 
anjiyogenez inhibisyonu ve apoptoz indüksiyonu ile gösterdiği ileri 
sürülmektedir (2,14). Karaciğer kinaz B1 (LKB1) olarak adlandırılan 
bir protein, tümör baskılayıcı genin ürünüdür. AMPK katalitik alt 
ünitesinin fosforilasyonu, LKB1 varlığında gerçekleşir ve adenozin 
monofosfat (AMP) tarafından kolaylaştırılır (15,16). AMPK 
aktivasyonu, mTOR sinyalinin inhibisyonuna yol açar, bu nedenle 
karaciğer tarafından glukoneogenez azaltılır. Metformin, hücresel 
düzeyde hem dolaylı (insüline bağımlı) hem de doğrudan (insülinden 
bağımsız) etkiler oluşturur. Doğrudan etkisine AMPK aktivasyonu ve 
karaciğerde glukoneogenezin inhibe edilmesine, kanser sentezinde 
protein sentezi ve hücre proliferasyonuna yol açan mTOR sinyal 
yolunun azaltılması aracılık eder (10,17,18). Metformin ayrıca 
insan meme kanseri hücrelerinde, mTOR yolağını inhibe ederek, 
HER-2 protein ekspresyonunu azaltır. Bu etkinin mTOR efektörü 
p70S6K1’in inhibisyonu ile meydana geldiği düşünülmektedir (19). 
Kanseri baskılama özelliği olan p53’ün AMPK ile ekspresyonu ve 
fosforilasyonunun, metforminin antikanser etki mekanizmasındaki 
rolü halen tartışma konusudur (20). 

Metforminin antikanser etkilerinin hangi mekanizmalar aracılığıyla 
oluştuğu halen kesin olarak belirlenemese de bu etkilerini doğrudan 
veya dolaylı birçok mekanizma ile gösterdiği aşikardır (21,22). Bu 
çalışmada, metforminin melanom cilt kanseri hücrelerinde kaspaz-3, 
bcl-2, bax, wee 1, gadd153, grp78 ve AIF protein düzeyleri ve 
aktiviteleri üzerine etkileri araştırılmıştır.

Gereç ve Yöntem

Hücre Kültürü

Fare deri melanoma hücreleri (ATCC, B16F10), L-glutamin (%1) 
(Hyclone), penisilin (100 µg/ml), streptomisin (100 U/ml) ve 
%10 Fetal Bovine Serum (FBS) (Hyclone) eklenmiş Dulbecco’s 
modification of Eagle’s medium (DMEM) (Gibco) içerisinde üretildi. 
Hücreler, 75 m2 hücre kültürü flasklarında her flaska 2x106 hücre 
olacak şekilde tek tabaka halinde yetiştirildi. 37°C sıcaklıkta ve 
%5’lik CO2’li etüvde inkübe edildi. Metformin (Sigma) 10 mM/L 
miktarında hücre mediumu içerisinde çözdürüldü (23). Çalışmada 
metformin uygulanan 6 flask ve metformin uygulanmayan (kontrol 
grubu) 6 flask toplamda 12 flask hücre kullanıldı. Bu hücreler 48 saat 
metformin ile muamele edilip ELISA yöntemiyle protein analizleri 
yapılması için homojenize edildi.

MTT Testi

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium 
Bromide) testi mitokondriyal aktiviteyi ölçmek için kullanıldı (24). 
Hücreler 96 kuyucuklu plakalara (3x103 hücre/ml) ekildi. 48 saatlik 
farklı konsantrasyonlardaki metmorfin maruziyetinin (5 mM, 10 mM 
ve 20 mM miktarlarında) ardından hücre kültür mediumu atıldı ve 
hücreler 100 µl MTT çözeltisi ile (0,5 mg/ml miktarında DMEM 
içinde çözdürüldü) 2 saat 37°C’de ve %5 C02’de inkübe edildi. MTT 
çözeltisi daha sonra atıldı ve her bir kuyucuğa 100 µl Dimetil sülfoksit 
eklendi. Optik yoğunluk (OD), 550 nm’de bir mikroplaka okuyucuda 
(EL800, Bio-Tek Instruments, Inc.) okundu. Canlılık, her bir durum 
için elde edilen OD ortalamasının, kontrol (metformin içermeyen) 
koşuluna oranı olarak hesaplandı.

Hücre Homojenizasyonu

Her flasktan mediumlar uzaklaştırıldıktan sonra 5 ml PBS ile yıkandı. 
Ardından 3 ml Tripsin-EDTA eklendikten sonra 3 dakika beklendi 
ve üzerine 4 ml medium eklendikten sonra hücreler kaldırılarak 15 
ml tüplere (Falkon) alındı. Tüpler +4ºC sıcaklıkta 2000 RPM’de 10 
dakika santrifüj yapıldıktan sonra sıvı kısımları atıldı. Yıkamak için 
üzerine tüplere 5 ml PBS eklendi ve +4ºC sıcaklıkta 2000 RPM’de 
10 dakika santrifüj yapıldıktan sonra PBS uzaklaştırıldı. Tüplerdeki 
hücreler üzerine 250 µl RIPA buffer (Radio-Immunoprecipitation 
Assay), 2,5 µl PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride, 200mM), 2,5 µl 
sodyum vanadat (100 mM), 2,5 µl proteaz inhibütörü eklendi ve sonra 
hücreler buz üzerinde ultrasonik homojenizatör cihazı yardımıyla 
parçalanarak homojenatlar elde edildi. Homojenatlar 10000 RPM’de 
10 dakika santrifüj edilip üstte ayrılan kısımlar (süpernatantlar) alınıp, 
alttaki çökeltiler (pelletler) atıldı.

Protein Miktar Tayini

Homojenize edilmiş hücrelerin protein miktar tayini Bradford 
yöntemi ile yapıldı. Sığır serum albümini (1 µg/ml) kullanılarak 1, 2, 
3, 5, 7, 8, 10 (µg/ml) konsantrasyonlarda standart hazırlanıp her bir 
örnekten 10 µl alınarak distile su ile 100 µl’ye tamamlandı. Standart 
ve örneklerin üzerine 1 ml Bradford solüsyonu eklenip vorteksle 
karıştırıldıktan sonra spektrofotometrede (Rayto Life Reader, China) 
595 nanometre dalga boyunda absorbans miktarları ölçüldü. Prism 
programında (GraphPad Software, USA) çizilen standart eğriye göre 
protein miktar tayini µg/µl cinsinden yapıldı. Protein miktar tayini 
ELISA deneylerinin standardizasyonu için yapılmıştır.
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ELISA Testi

Bcl-2, kaspaz-3, bax, wee-1, AIF, grp78 ve gadd153 düzeyleri 
Shenzhen Genesis Teknology (Guangdong, China) firmasından satın 
alınan ELISA kitleri ile üreticinin protokollerine göre tespit edildi.

İstatistik

Protein miktarlarının gruplar arasında istatistiksel önemini belirlemek 
için Student’s t-testi kullanıldı. İstatistiksel analizler SPSS yazılım 
paketi ile yapıldı. Tüm değerler ortalama ± SE olarak ifade edildi. 
Gruplar arasındaki farkların p<0,05 seviyesinde istatistiksel yönden 
anlamlı olduğu kabul edildi.

Bulgular 

Bu çalışmada, metformin cilt kanseri hücrelerinde antiapoptotik 
protein olan bcl-2’nin düzeyini (Şekil 1) anlamlı olarak azaltırken, 
kaspaz-3 (Şekil 1), bax (Şekil 1), wee-1 (Tablo 1), AIF (Tablo 1), 
gadd153 (Tablo 1) ve grp78 (Tablo 1) proteinlerini anlamlı olarak 
arttırdı. Ayrıca, metformin cilt kanseri hücrelerinin proliferasyonunu 
doza bağlı bir şekilde önemli ölçüde inhibe ettiği gözlendi (Şekil 1). 

Tablo 1. Metforminin wee 1, AIF, gadd153 ve grp78 proteinlerinin 
ekspresyonları üzerine etkileri.

Proteinler Kontrol Metformin

wee 1 0,52±0,02 pg/ml 0,95±0,012 pg/ml*

AIF 0,45±0.01 pg/ml 1,82±0,011 pg/ml*

gadd153 0,29±0,019 pg/ml 1,53±0,08 pg/ml*

grp78 0,75±0,02 pg/ml 2,23±0,06 pg/ml*

Sonuçlar ortalama ± SE olarak sunulmuştur. * İstatistiksel analiz: 
Student t test. (* : Kontrole göre P<0,05.). 

Şekil 1. Metforminin melanom cilt kanserindeki bcl-2 (n=6), 
Kaspaz-3 (n=6) ve Bax (n=6) proteinlerinin ekspresyonlarına etkisi 
ve MTT sonuçları. Sonuçlar ortalama ± SE olarak sunulmuştur.

İstatistiksel analiz: Student t test. (* : Kontrole göre P<0,05).

Tartışma

Metformin, çoklu etki bölgeleri ve çoklu moleküler mekanizmaları 
olan karmaşık bir ilaçtır. Fizyolojik olarak, metformin, glukoz 
üretimini düşürmek için doğrudan veya dolaylı olarak karaciğere etki 
eder ve glukoz kullanımını artırmak, glukagon benzeri peptid-1 (GLP-

1)’i arttırmak ve mikrobiyomu değiştirmek için bağırsakta etki eder 
(25,26). Moleküler seviyede, metformin karaciğerdeki mitokondriyal 
solunum zincirini inhibe eder, AMPK’nin aktivasyonuna yol açar, 
insülin duyarlılığını arttırır (yağ metabolizması üzerindeki etkiler 
yoluyla) ve siklik adenozin monofosfot (sAMP)’yi düşürür, böylece 
glukoneojenik enzimlerin ekspresyonunu azaltır. Metformin ayrıca, 
fruktoz-1,6-bisfosfatazın AMP tarafından inhibisyonunu içeren 
karaciğer üzerinde AMPK’dan bağımsız etkilere de sahiptir (27,28). 

Birçok çalışma, metformin ile tedavi edilmiş diyabetik hastalarda 
kanser riskinin azaldığını göstermiştir (2,29,30). Yapılan kapsamlı 
bir meta-analiz çalışmasında, metforminin pankreas kanseri, 
hepatoselüler karsinoma ve kolon kanserinde kanser insidansını %30-
50 azalttığı tespit edilmiştir (31). Bu çalışmalar metformin kullanımının 
kansere karşı koruyucu etkisinin olabileceğini düşündürmektedir. 
Özellikle meme kanserinde apoptotik etkilerini gösteren ve tedavide 
kullanılmasını destekleyen yayınlar bulunmaktadır (32,33). 
Metforminin prostat kanseri, akciğer kanseri, yumurtalık kanseri, 
endometriyal kanser ve pankreas kanseri üzerindeki etkileri ile ilgili 
de yapılmış birçok çalışma mevcuttur (34-40). 

Kanserlerde kemoterapötiklere gösterilen dirençte ve kanser 
gelişiminde apoptozisin önemli rolü vardır. Metformin güvenli, 
ucuz, şeker hastalarında sıkça kullanılan ve etkili ilaçlar arasında 
olduğu düşünülürse cilt kanseri üzerine yararlı etkileri büyük önem 
arz etmektedir. Bu çalışmada, metformin cilt kanseri hücrelerinin 
proliferasyonunu doza bağlı bir şekilde önemli ölçüde inhibe ettiği 
gözlendi. Metformin A498 hücrelerinde (41), ovaryum kanser 
hücrelerinde (23,42) ve meme kanseri hücrelerinde (MCF-7) (43) 
doza bağımlı olarak proliferasyonu inhibe ettiği gözlenmiştir. Bu 
çalışmanın sonuçları yapılan bu çalışmaların sonuçları ile uyumlu 
bulunmuştur. 

Bu çalışmada, metformin cilt kanseri hücrelerinde antiapoptotik 
protein olan bcl-2’nin düzeyini anlamlı olarak azaltırken, kaspaz-3, 
bax, wee-1, AIF, gadd153 ve grp78 proteinlerini anlamlı olarak 
arttırdı. Hücre dışı faktörlerle düzenlenen Bcl-2 veya Bax gibi 
birçok ölüm ve hayatta kalma genleri apoptozda rol oynar (44). Pro-
apoptotik Bcl-2 familyası üyelerinin (bax, bad) anti-apoptotik bcl-
2 familyası (bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1) üyelerine oranı arttıkça, dış 
mitokondri zarında gözenekler oluşur, apoptojenik kaspazları aktive 
etmek ve apoptozu indüklemek için mitokondriyal proteinler serbest 
bırakılır (45). Metformin ile muamele edilmiş epitelyal ovaryum 
kanseri hücrelerinde kaspaz 3/7 aktivasyonunda artma, fosfo-Bcl-2, 
Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1 anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunda 
bir azalma ve proopoptotik proteinlerin Bax ve fosfo-Bad’ın 
ekspresyonunda bir artma gözlenmiştir (23). Başka bir çalışmada 
benzer şekilde metformin primer ovaryum kanseri hücrelerinde 
apoptozis, Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak ve Bax ekspresyonunu 
arttırarak tetiklediği gözlenmiştir (42). Ayrıca, metformin ile 
uzun süreli verilmesi melanoma tedavisinde kaspaz 3 ile apoptozu 
indüklediğini gözlenmiştir (46). Meme kanseri hücrelerinde (MCF-
7) benzer şekilde kaspaz-3, Bax protein ekspresyonunu arttırırken, 
Bcl-2 protein ekspesyonunu düşürmüştür (43). Bir protein kinaz olan 
Wee1 inhibisyonu, kanserde terapötik bir hedef olarak görülmektedir 
(47). Apoptoz indükleyici faktör (AIF), apoptoz indüksiyonu 
üzerine normal lokalizasyonundan mitokondriyal intermembran 
boşluğundan çekirdeğe yer değiştiren yeni bir memeli, kaspazdan 
bağımsız ölüm efektörüdür (48). Başka bir çalışmada araştırmacılar 
AIF’nin kaspazdan bağımsız hücre apoptozisindeki merkezi rolü 
nedeniyle, nükleer ve sitoplazmatik AIF seviyelerini western blot 
ile belirlenmiştir. Çalışma sonuçları, MDA-MB-231 hücrelerinin 
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metformin ile işlemden sonra AIF’nin nükleer protein fraksiyonunda 
arttığını ve sitoplazmatik protein bölmesinde azaldığını göstermiştir. 
Araştırmacılar AIF’nin çekirdeğe translokasyon oranının arttığını ve 
daha sonra hücre ölüm oranının arttığını belirtmişlerdir (49).

Başka bir çalışmada insan kolorektal kanser (COLO 205) hücrelerinin 
silibinin ve metformin ile kombinasyon tedavisi sinerjistik olarak 
artmış PTEN ekspresyonu ve AMPK fosforilasyonu yoluyla hücre 
sağkalımının inhibe edilmesini sağladığı, bunun da kaspaz 3 ve 
AIF ekspresyonunda bir artışa neden olduğu belirtilmiştir (50). 
Metforminin insan ovaryum kanser hücrelerinde grp78, gadd153 ve 
kaspaz 3 ekspresyonunu etkili bir şekilde arttırdığını bulunmuştur 
(51). Yapılan bir başka çalışmada metformin insan akciğer kanseri 
hücre hatları A549 ve NCI-H1299’da apoptozise neden olduğunu 
ve hücrelerin çoğalmasını doza ve zamana bağlı bir şekilde önemli 
ölçüde inhibe ettiğini ve JNK / p38 MAPK yolağını ve GADD153’ü 
aktive ederek apoptozu indüklediğini bildirilmiştir (52). Yapılan 
bu çalışmada elde edilen sonuçlar ile farklı kanser hücre hatlarında 
metforminin etkilerinin araştırıldığı çalışmalarda elde edilen sonuçlar 
ile benzerdir.

Sonuç

Sonuç olarak çalışmamız metforminin melanom cilt kanseri hücre 
hattında hücre içi apoptotik yolakları aktive edip, antiapoptotik 
proteinleri inhibe ederek melanom cilt kanserinin üremesini azalttığını 
göstermiştir. Ayrıca bu çalışma metformin üzerine yapılacak bir 
sonraki aşama olan hayvan deneyi çalışmalarına da ışık tutmaktadır.
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