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Oz

Amag: Kanserlerde kemoterapdtiklere gosterilen direngte ve kanser gelisiminde apoptozisin 6nemli rolii vardir. Metformin tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan
giivenli, ucuz ve etkili bir ilagtir. Ayrica, antikanser etkilerinin olduguna dair kanitlar olmasina ragmen metforminin bu etkiyi hangi mekanizmalar ile gergekles-
tirdigi agik degildir. Bu nedenle, bu ¢alismada metformin cilt kanseri hiicrelerinde Bel-2, caspaz-3, bax, wee-1, AIF, grp78 ve gadd153 diizeyleri lizerine etkileri

arastirildi.

Gerec¢ ve Yontem: Deri kanseri hiicrelerine (B16F10) metformin uyguland: ve kaspaz-3, bel-2, hafta 1, gadd153, grp78 ve AIF seviyeleri ELISA kullanilarak
olgiildii.

Bulgular: Calismamizda metforminin cilt kanseri hiicrelerinde apoptozis proteinlerini (caspaz-3, wee 1, gadd153, grp78 ve AIF) arttirdig1 ve antiapoptotik
markir (bel-2) azalttigi belirlendi.

Sonug: Caligma sonuglari metforminin melanom cilt kanseri {izerine apoptotik etkisinin oldugunu gosterdi.

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, bel-2, wee 1, gadd153, grp78 and AIF levels were analyzed
by using ELISA.

Result: Treatment of metformin increased of proapoptotic proteins (kaspase-3, bel-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.
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Giris

Metformin, Galega officinalis isimli bitkiden elde edilen ve tip
2 diyabetin tedavisinde kullanilan etkili ve giivenli bir ilagtir (1).
Metformin karacigerdeki glukoneogenezi azaltir ve periferik dokular
tarafindan glikoz alimini tesvik eder, bdylece kan glukozu ve
insiilin seviyelerini diisiiriir (2). Metforminin bu etkisini genellikle
sitoplazma i¢inde bulunan hiicresel enerji sensorii olarak gorev yapan
adenozin monofosfat kinaz (AMPK) yolagin1 tetikleyerek gosterdigi
belirtilmektedir (3). Ayrica, metforminin antikanser etkileri olduguna
dair kanitlar da vardir (4). Yapilan arastirmalar metformin ile tedavi
edilen diyabetik hastalarda kanser insidansi ve mortalite riskinin daha
az oldugunu gostermistir. Metforminin antikanser etkilerinin hangi
mekanizmalar araciligiyla olustugu halen kesin olarak belirlenemese
de bu etkilerini dogrudan veya dolayli birgok mekanizma ile
gosterdigi  diistiniilmektedir (5-7). Bu mekanizmalardan biri
AMPK aktivasyonu ile fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/AKT/
rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi (mTOR) yolaginin
baskilanmasidir. Bu yolak hiicre biiylimesini ve metabolizmay1
diizenleyen korunmus bir sinyal yolagidir. mTOR, S6 kinaz (S6K) ve
translasyon baglatma faktoriiniin 4E baglanma protein 1 (4EBP1) gibi
protein sentezinde yer alan iki 6nemli hedefi dogrudan aktive eder (8).
mTORCI (rapamisin kompleksi 1’in memeli hedefi) mTOR’un iki
fonksiyonel kompleksinden biridir ve AMPK ile negatif yonde regiile
edilir. AMPK, mTORCI1 yolagimi dogrudan inhibe; mTOR yolagini
inhibe eden tuberoz skleroz kompleks protein 2’yi (TSC2) ise dolayli
yoldan fosforile ederek; protein sentezinin ve hiicre biiylimesinin
yavaglamasma yol agar (9). Metforminin AMPK modiilasyonu
yoluyla mTOR aktivitesini inhibe ederek, ¢esitli kanser tiirlerinin
progresyonunda olumlu etkiler sagladigini bildiren ¢alismalar
vardir (10-12). Bunun yaninda metforminin mTORC1’i AMPK ve
TSC2 yolagindan bagimsiz RAG GTPaz araciligiyla inhibe ettigi de
bildirilmistir (13).

Metforminin antikanser etkisini insiilin benzeri biiytime faktori
(IGF), insiilin ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER-
2) aracili sinyalleri azaltarak ve mTOR sinyal inhibisyonu yolagiyla
anjiyogenez inhibisyonu ve apoptoz indiiksiyonu ile gosterdigi ileri
stirlilmektedir (2,14). Karaciger kinaz B1 (LKB1) olarak adlandirilan
bir protein, tiimér baskilayict genin iriinidir. AMPK katalitik alt
tinitesinin fosforilasyonu, LKB1 varliginda gerceklesir ve adenozin
monofosfat (AMP) tarafindan kolaylastirilir (15,16). AMPK
aktivasyonu, mTOR sinyalinin inhibisyonuna yol agar, bu nedenle
karaciger tarafindan glukoneogenez azaltilir. Metformin, hiicresel
diizeyde hem dolayli (insiiline bagimli) hem de dogrudan (insiilinden
bagimsiz) etkiler olusturur. Dogrudan etkisine AMPK aktivasyonu ve
karacigerde glukoneogenezin inhibe edilmesine, kanser sentezinde
protein sentezi ve hiicre proliferasyonuna yol agan mTOR sinyal
yolunun azaltilmasi aracilik eder (10,17,18). Metformin ayrica
insan meme kanseri hiicrelerinde, mTOR yolagini inhibe ederek,
HER-2 protein ekspresyonunu azaltir. Bu etkinin mTOR efektori
p70S6K1’in inhibisyonu ile meydana geldigi diisiniilmektedir (19).
Kanseri baskilama 6zelligi olan p53’tin AMPK ile ekspresyonu ve
fosforilasyonunun, metforminin antikanser etki mekanizmasindaki
rolii halen tartisma konusudur (20).

Metforminin antikanser etkilerinin hangi mekanizmalar araciligiyla
olustugu halen kesin olarak belirlenemese de bu etkilerini dogrudan
veya dolayli birgok mekanizma ile gosterdigi asikardir (21,22). Bu
¢alismada, metforminin melanom cilt kanseri hiicrelerinde kaspaz-3,
bel-2, bax, wee 1, gadd153, grp78 ve AIF protein diizeyleri ve
aktiviteleri lizerine etkileri arastirilmistir.

Genel Tip Derg 2021;31(2):111-115
112

Gerec ve Yontem
Hiicre Kiiltiirii

Fare deri melanoma hiicreleri (ATCC, B16F10), L-glutamin (%1)
(Hyclone), penisilin (100 pg/ml), streptomisin (100 U/ml) ve
%10 Fetal Bovine Serum (FBS) (Hyclone) eklenmis Dulbecco’s
modification of Eagle’s medium (DMEM) (Gibco) icerisinde iiretildi.
Hiicreler, 75 m? hiicre kiiltiirii flasklarinda her flaska 2x10° hiicre
olacak sekilde tek tabaka halinde yetistirildi. 37°C sicaklikta ve
%S5’lik CO?’li etiivde inkiibe edildi. Metformin (Sigma) 10 mM/L
miktarinda hiicre mediumu igerisinde ¢ozdiiriildi (23). Calismada
metformin uygulanan 6 flask ve metformin uygulanmayan (kontrol
grubu) 6 flask toplamda 12 flask hiicre kullanildi. Bu hiicreler 48 saat
metformin ile muamele edilip ELISA ydntemiyle protein analizleri
yapilmasi i¢in homojenize edildi.

MTT Testi

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide) testi mitokondriyal aktiviteyi 6lgmek i¢in kullanildi (24).
Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara (3x10° hiicre/ml) ekildi. 48 saatlik
farkli konsantrasyonlardaki metmorfin maruziyetinin (5 mM, 10 mM
ve 20 mM miktarlarinda) ardindan hiicre kiiltiir mediumu atild: ve
hiicreler 100 pul MTT ¢ozeltisi ile (0,5 mg/ml miktarinda DMEM
i¢inde ¢ozdiiriildii) 2 saat 37°C°de ve %5 C0,’de inkiibe edildi. MTT
¢ozeltisi daha sonra atild1 ve her bir kuyucuga 100 ul Dimetil siilfoksit
eklendi. Optik yogunluk (OD), 550 nm’de bir mikroplaka okuyucuda
(EL800, Bio-Tek Instruments, Inc.) okundu. Canlilik, her bir durum
icin elde edilen OD ortalamasinin, kontrol (metformin igermeyen)
kosuluna orani olarak hesaplandi.

Hiicre Homojenizasyonu

Her flasktan mediumlar uzaklastirildiktan sonra 5 ml PBS ile yikandi.
Ardindan 3 ml Tripsin-EDTA eklendikten sonra 3 dakika beklendi
ve iizerine 4 ml medium eklendikten sonra hiicreler kaldirilarak 15
ml tiiplere (Falkon) alindi. Tapler +4°C sicaklikta 2000 RPM’de 10
dakika santrifiij yapildiktan sonra sivi kisimlart atildi. Yikamak icin
tizerine tiiplere 5 ml PBS eklendi ve +4°C sicaklikta 2000 RPM’de
10 dakika santrifiij yapildiktan sonra PBS uzaklastirildi. Tiiplerdeki
hiicreler tizerine 250 pl RIPA buffer (Radio-Immunoprecipitation
Assay), 2,5 ul PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride, 200mM), 2,5 ul
sodyum vanadat (100 mM), 2,5 pl proteaz inhibiitorii eklendi ve sonra
hiicreler buz tizerinde ultrasonik homojenizatoér cihazi yardimiyla
parcalanarak homojenatlar elde edildi. Homojenatlar 10000 RPM’de
10 dakika santrifiij edilip tistte ayrilan kisimlar (stipernatantlar) alinip,
alttaki cokeltiler (pelletler) atildi.

Protein Miktar Tayini

Homojenize edilmis hiicrelerin protein miktar tayini Bradford
yontemi ile yapildi. Sigir serum albiimini (1 pg/ml) kullanilarak 1, 2,
3,5,7, 8, 10 (ug/ml) konsantrasyonlarda standart hazirlanip her bir
ornekten 10 pl alinarak distile su ile 100 pl’ye tamamlandi. Standart
ve Orneklerin lizerine 1 ml Bradford soliisyonu eklenip vorteksle
karistirildiktan sonra spektrofotometrede (Rayto Life Reader, China)
595 nanometre dalga boyunda absorbans miktarlari dl¢iildii. Prism
programinda (GraphPad Software, USA) ¢izilen standart egriye gore
protein miktar tayini pg/ul cinsinden yapildi. Protein miktar tayini
ELISA deneylerinin standardizasyonu i¢in yapilmistir.
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ELISA Testi

Bcel-2, kaspaz-3, bax, wee-1, AIF, grp78 ve gadd153 diizeyleri
Shenzhen Genesis Teknology (Guangdong, China) firmasindan satin
alman ELISA kitleri ile iireticinin protokollerine gore tespit edildi.

istatistik

Protein miktarlariin gruplar arasinda istatistiksel onemini belirlemek
icin Student’s t-testi kullanildi. Istatistiksel analizler SPSS yazilim
paketi ile yapildi. Tim degerler ortalama + SE olarak ifade edildi.
Gruplar arasindaki farklar p<0,05 seviyesinde istatistiksel yonden
anlamli oldugu kabul edildi.

Bulgular

Bu calismada, metformin cilt kanseri hiicrelerinde antiapoptotik
protein olan bcl-2’nin diizeyini (Sekil 1) anlamli olarak azaltirken,
kaspaz-3 (Sekil 1), bax (Sekil 1), wee-1 (Tablo 1), AIF (Tablo 1),
gadd153 (Tablo 1) ve grp78 (Tablo 1) proteinlerini anlamli olarak
arttirdi. Ayrica, metformin cilt kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu
doza bagli bir sekilde 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi gozlendi (Sekil 1).

Tablo 1. Metforminin wee 1, AIF, gadd153 ve grp78 proteinlerinin
ekspresyonlart iizerine etkileri.

Proteinler Kontrol Metformin

wee 1 0,5240,02 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*

Sonuglar ortalama + SE olarak sunulmustur. * Istatistiksel analiz:
Student t test. (* : Kontrole gore P<0,05.).

% EA Kontrol
E=3 Metformin

B3 Kontrol

B3 Metformin 5 mM/L.
B2 Metformin 10 mM/L
D Metformin 20 mM/L

pg/mi

R A .

% hiicre canlilig1

E@ Kontrol
Metformin

E3 Kontrol
EZ3 Metformin

pg/ml
pg/ml

A S S

Kaspaz-3 bcl-2

Sekil 1. Metforminin melanom cilt kanserindeki bcl-2 (n=6),
Kaspaz-3 (n=6) ve Bax (n=6) proteinlerinin ekspresyonlarina etkisi
ve MTT sonuglari. Sonuglar ortalama + SE olarak sunulmustur.

Istatistiksel analiz: Student t test. (* : Kontrole gore P<0,05).
Tartisma

Metformin, ¢oklu etki bolgeleri ve ¢oklu molekiiler mekanizmalar1
olan karmasik bir ilagtir. Fizyolojik olarak, metformin, glukoz
iretimini diistirmek i¢in dogrudan veya dolayli olarak karacigere etki
eder ve glukoz kullanimini artirmak, glukagon benzeri peptid-1 (GLP-
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1)’1 arttirmak ve mikrobiyomu degistirmek i¢in bagirsakta etki eder
(25,26). Molekiiler seviyede, metformin karacigerdeki mitokondriyal
solunum zincirini inhibe eder, AMPK’nin aktivasyonuna yol agar,
insiilin duyarliligini arttirir (yag metabolizmasi iizerindeki etkiler
yoluyla) ve siklik adenozin monofosfot (SAMP)’yi diisiiriir, boylece
glukoneojenik enzimlerin ekspresyonunu azaltir. Metformin ayrica,
fruktoz-1,6-bisfosfatazin AMP tarafindan
karaciger lizerinde AMPK’dan bagimsiz etkilere de sahiptir (27,28).

inhibisyonunu iceren

Bircok ¢aligma, metformin ile tedavi edilmis diyabetik hastalarda
kanser riskinin azaldigini gostermistir (2,29,30). Yapilan kapsamli
bir meta-analiz ¢aligmasinda, metforminin pankreas kanseri,
hepatoseliiler karsinoma ve kolon kanserinde kanser insidansint %30-
50azalttigi tespitedilmistir (31). Bu calismalar metformin kullanimiin
kansere kars1 koruyucu etkisinin olabilecegini diisindiirmektedir.
Ozellikle meme kanserinde apoptotik etkilerini gdsteren ve tedavide
(32,33).

Metforminin prostat kanseri, akciger kanseri, yumurtalik kanseri,

kullanilmasini ~ destekleyen yayimlar  bulunmaktadir
endometriyal kanser ve pankreas kanseri iizerindeki etkileri ile ilgili

de yapilmis bir¢ok ¢aligma mevcuttur (34-40).

Kanserlerde kemoterapétiklere gosterilen direngte ve kanser
gelisiminde apoptozisin onemli rolii vardir. Metformin giivenli,
ucuz, seker hastalarinda sik¢a kullanilan ve etkili ilaglar arasinda
oldugu distiniiliirse cilt kanseri tizerine yararlt etkileri bilyiik 6nem
arz etmektedir. Bu c¢alismada, metformin cilt kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu doza bagl bir sekilde énemli dl¢iide inhibe ettigi
gozlendi. Metformin A498 hiicrelerinde (41), ovaryum kanser
hiicrelerinde (23,42) ve meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7) (43)
doza bagimli olarak proliferasyonu inhibe ettigi gozlenmistir. Bu
caligmanin sonuglart yapilan bu caligmalarin sonuglari ile uyumlu
bulunmustur.

Bu calismada, metformin cilt kanseri hiicrelerinde antiapoptotik
protein olan bcl-2’nin diizeyini anlamli olarak azaltirken, kaspaz-3,
bax, wee-1, AIF, gadd153 ve grp78 proteinlerini anlamli olarak
arttirdi. Hiicre disi faktorlerle diizenlenen Bcl-2 veya Bax gibi
birgok 6liim ve hayatta kalma genleri apoptozda rol oynar (44). Pro-
apoptotik Bcl-2 familyas: tiyelerinin (bax, bad) anti-apoptotik bcl-
2 familyast (bcl-2, Bel-XL ve Mcl-1) iiyelerine orani arttikga, dis
mitokondri zarinda gozenekler olusur, apoptojenik kaspazlari aktive
etmek ve apoptozu inditklemek i¢in mitokondriyal proteinler serbest
birakilir (45). Metformin ile muamele edilmis epitelyal ovaryum
kanseri hiicrelerinde kaspaz 3/7 aktivasyonunda artma, fosfo-Bcel-2,
Bcl-2, Bcel-xL ve Mcl-1 anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunda
bir azalma ve proopoptotik proteinlerin Bax ve fosfo-Bad’in
ekspresyonunda bir artma gozlenmistir (23). Bagka bir ¢aligmada
benzer sekilde metformin primer ovaryum kanseri hiicrelerinde
apoptozis, Bcl-2 ekspresyonunu azaltarak ve Bax ekspresyonunu
arttirarak tetikledigi gozlenmistir (42). Ayrica, metformin ile
uzun siireli verilmesi melanoma tedavisinde kaspaz 3 ile apoptozu
indiikledigini gézlenmistir (46). Meme kanseri hiicrelerinde (MCF-
7) benzer sekilde kaspaz-3, Bax protein ekspresyonunu arttirirken,
Bcl-2 protein ekspesyonunu diisiirmiistiir (43). Bir protein kinaz olan
Weel inhibisyonu, kanserde terapdtik bir hedef olarak goriilmektedir
(47). Apoptoz indiikleyici faktér (AIF), apoptoz indiiksiyonu
iizerine normal lokalizasyonundan mitokondriyal intermembran
boslugundan ¢ekirdege yer degistiren yeni bir memeli, kaspazdan
bagimsiz 6liim efektoriidiir (48). Basgka bir ¢aligmada arastirmacilar
AlF’nin kaspazdan bagimsiz hiicre apoptozisindeki merkezi roli
nedeniyle, niikleer ve sitoplazmatik AIF seviyelerini western blot
ile belirlenmistir. Caligma sonuglari, MDA-MB-231 hiicrelerinin
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metformin ile iglemden sonra AIF’nin niikleer protein fraksiyonunda
arttigin1 ve sitoplazmatik protein bélmesinde azaldigini géstermistir.
Aragtirmacilar AIF’nin ¢ekirdege translokasyon oraninin arttigini ve
daha sonra hiicre 6liim oraninin arttigini belirtmiglerdir (49).

Bagka bir ¢aligmada insan kolorektal kanser (COLO 205) hiicrelerinin
silibinin ve metformin ile kombinasyon tedavisi sinerjistik olarak
artmis PTEN ekspresyonu ve AMPK fosforilasyonu yoluyla hiicre
sagkaliminin inhibe edilmesini sagladigi, bunun da kaspaz 3 ve
AIF ekspresyonunda bir artisa neden oldugu belirtilmistir (50).
Metforminin insan ovaryum kanser hiicrelerinde grp78, gadd153 ve
kaspaz 3 ekspresyonunu etkili bir sekilde arttirdigini bulunmustur
(51). Yapilan bir baska ¢alismada metformin insan akciger kanseri
hiicre hatlar1 A549 ve NCI-H1299’da apoptozise neden oldugunu
ve hiicrelerin ¢ogalmasini doza ve zamana bagh bir sekilde 6nemli
Olciide inhibe ettigini ve JNK / p38 MAPK yolagini ve GADD153’i
aktive ederek apoptozu indiikledigini bildirilmistir (52). Yapilan
bu ¢alismada elde edilen sonuglar ile farkli kanser hiicre hatlarinda
metforminin etkilerinin arastirildigi caligmalarda elde edilen sonuglar
ile benzerdir.

Sonuc¢

Sonug olarak ¢aligmamiz metforminin melanom cilt kanseri hiicre
hattinda hiicre i¢i apoptotik yolaklar1 aktive edip, antiapoptotik
proteinleri inhibe ederek melanom cilt kanserinin tiremesini azalttigini
gOstermistir. Ayrica bu calisma metformin lizerine yapilacak bir
sonraki asama olan hayvan deneyi ¢aligmalarina da 11k tutmaktadir.
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