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Abstract

Purpose: In this study, the effects of the oral antidiabetic
metformin on cell proliferation on human hepatocellular
carcinoma cell line (Hep3B) at 4 different doses and at 4
different time intervals were determined.

Materials and Methods: Hep3B cell line was used in this
study. The cytotoxic effects of metformin on the Hep3B
cells at 4 different doses (0.5, 1, 5 10 mM) and at 4
different time intervals (3, 6, 24 and 48 hours) were
determined. The results were statistically analyzed. The
dose and time specific effects of metformin on cell
proliferation was determined.

Results: While metformin did not affect the cell
proliferation of Hep3B cells at 3, 6 and 48 h groups
according to the control group, the rate of cell
proliferation was decreased at 5 mM and 10 mM doses
and at 24 h.

Conclusion: Metformin was administered on Hep3B cells
at different time intervals and at different doses and its
effect on cell viability was determined by MTT assay. The
cell proliferation and viability of the Hep3B cells were
significantly dereased at 5mM and 10 mM doses and at 24
h. No effect was observed on cell viability at other time
intervals and at other doses.
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GIRIS

Hepatoselliiler karsinoma (HCC), primer karaciger
kanserlerinin %70-90'm1 olusturur. Bati iilkelerinde
kanserden 6liimlerin altinci sirada goriilen nedenidir.
HCC insidans1 kronik hepatit C viriisii (HCV), alkol

Oz

Amac: Bu c¢alismada oral antidiyabetik metforminin 4
farkli dozda ve 4 farkli saat araliginda insan hepatoselliiler
kanser hiicre hattinda (Hep3B) hiicre canliligr tizerine
etkisi arastirilmustir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada Hep3B hiicre hatti
kullanilmugtir. Metforminin farkli dozlarda ve farkli zaman
araliklarinda olusturdugu sitotoksik etkinin belirlenmesi
i¢in 0.5, 1, 5 ve 10 mM dozunda metformine 3, 6, 24 ve 48
saat siireyle maruz kalan Hep3B hiicrelerine MTT testi
uygulanmustir. Sonuglar istatistiksel olarak analiz edilerek
yorumlanmistir. Metforminin doza ve zamana spesifik
hiicre proliferasyonu iizerine etkisi belirlenmistir.
Bulgular: Metforminin Hep3B hiicre hattinda hiicre
proliferasyonu {izerine 3., 6. ve 48. saatlerde kontrol
grubuna gore herhangi bir etkisi goriilmezken, 24. saatte 5
ve 10mM dozlarinda hiicre proliferasyonunda azalig
gozlenmistir.

Sonu¢: Metformin Hep3B hiicre hattna farkli zaman
araliklarinda ve farkli dozlarda uygulanmig ve hiicre
canliligi tizerindeki etkisi MTT testi ile belirlenmistir. 24
saatte, 5 mM ve 10 mM dozlarda metformin uygulanan
Hep3B hiicrelerinde proliferasyonun istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azaldig1 gézlenmistir. Diger zaman
araliklarinda ve dozlardahiicre canlilig tizerinde herhangi
bir etki gézlenmemistir.

Anahtar kelimeler: Karaciger kanseri, metformin, hep3B,
sitotoksisite

tiikketimi, obezite ve metabolik sendrom insidansi da
dahil olmak tizere birgok faktorler nedeniyle son 40
yilda {i¢ kat artmustirl.

Ozellikle non alkolik steatohepatit (NASH)
karacigerde inflamasyona ve fibrozise yol agar.
Karacigerdeki inflamasyon ve fibrozis, siroz ve
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HCC’ye kadar 6nemli patolojilere neden olabilir2.
Non alkolik yagl karaciger hastaligt (NAYKH) ve
Metabolik Sendrom arasindaki birligi destekleyen
kanitlardan en Onemlisi; insiilin  direncidir2.
Dolagimda yag asitlerinin artmast karaciger
dokusunda yag birikimini arttirmaktadir. Bu durum
ozellikle inflamasyonu ve endoplazmik retikulum
stresini arttirir. Bu da insiilin direnci olusumuna
neden olurl2, Metobolik sendrom; obezite, tip 2
diyabet (DM 2) veya dislipidemi gibi farkli risk
faktorlerinden olugan bir hastaliktir.

Metformin, 30 y1l1 agkin siiredir kullanilan biguanid
antidiyabetik ilagtir. Metforminin; in vivo ve in vitro
calismalarda hem diyabetik kisilerde hem de hayvan
modellerinde iskelet kasi ve adipositlere glukoz
aliminin insiilinle indiiklenen bilesenini uyardig:
gosterilmigtir!. Metforminin bu kadar yaygin
kullanilmasmin bir diger nedeni de, insiilin direnci,
hipertrigliseridemi, hipertansiyon ve azalmis
fibrinolitik aktivite ile seyreden Metabolik
Sendrom‘da tedavide iyi yanit saglamasidir.
Metformin, periferik insiilin  duyarlilagtirma
mekanizmasi yoluyla, insiilin direncinin baslica
semptomlarini ¢ogunu diizeltmek icin
kullanilmaktadir®.

Bu ¢alismada; diinya {izerinde insidans1 giderek artan
hastaliklar olan diabet ve Metabolik Sendromun
tedavisinde  kullanilan ~ metforminin  insan
hepatoselliller kanser modeli olan Hep3B
hiicrelerinde, hiicre proliferasyonu tizerindeki etkileri
arastirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Materyal

Insan hepatoselliiler kanser hatt1 Hep3B, ECACC
(European Collection of Animal Cell Cultures)’den
temin edildi. Metformin yerel eczaneden temin
edildi. Metformin steril distile su iginde 10mM
konsantrasyonda hazirlanip -20°C saklandi. Hiicre
kiiltiirii igin gerekli olan materyaller Greiner ya da
Gibco firmalarindan satin alind1.

Hiicre Kkiiltiiri

Insan hepatoselliiler kanser hatt1 Hep3B 75cm2
flasklarda DMEM besiyerinde biiyiitiildii. 15ml
DMEM igerisine 0.2 mM L-Glutamin ve 1s1 ile
inaktive edilmis %10 FCS (Fertal Calf Serum)
eklendi. Hiicreler 37°C’de %5CO; atmosfer
kosullarinda etiivde biiytitiildii.
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Canl hiicrelerin belirlenmesi (trypan blue
exclusion) ve hiicre sayim

Toplam hiicre sayisinin belirlenebilmesi igin, 1mm?
alana sahip, 0.1mm derinligi olan tizeri 25 kii¢iik
kareye ayrilmis, toplam hacmin hesaplanmasina
uygun olan Thoma lami (hemositometre lami)
kullanildi. Bu lam ile hiicre siispansiyonun
mililitresindeki hiicre sayisi hesaplandi. Canli ve 6lii
hiicreleri ayirt etmek igin 10 pl hiicre siispansiyonu
esit hacimde trypan blue (1:1 dilusyon oraninda) ile
3-5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha
sonramikroskop altinda canli hiicreler sayildi, hiicre
siispansiyonundan 5000 hiicreye denk gelecek
miktarda ¢ozelti almip, 96 kuyulu kiiltiir kaplarina
konuldu ve hiicrelerin bulunduklar1 yiizeye
tutunmalari i¢in 24 saat beklendi.

Sitotoksisite deneylerinin kurulmasi

75cm2’1ik flaskta biiyiitiilen Hep3B hiicreleri flask
yiizeyini %75-80 oraninda kapladiklarin da flask
igerisindeki medyum uzaklastir1ldi ve hiicreler steril
PBS ile 2 kez yikandi. Flasklar i¢in 2ml Tripsin-
EDTA eklenip, 5 dakika CO;‘li inkiibatérde inkiibe
edildi. Hiicreler yiizeyden ayrilincamedyum eklenip
Tripsin-EDTA inaktive edildi. Flast igerisinden bir
pipet ile toplanan hiicre stispansiyonu 5 dakika 1000
rpm’de santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildi.
Supernatant atilds, hiicre pelleti 10ml kadar medyum
ile ¢oziildi. Tripan mavi boyamast ile
slispansiyondaki canli hiicre sayisi belirlendi. 96
kuyucuklu plakada her bir kuyucukta hiicre sayisi
5000 olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. Her bir
kuyucuga son hacim 200 pl olacak sekilde %10 FCS
iceren DMEM medyumu eklendi. Ekim isleminden
sonra, hiicreler CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibe
edildi. 24 saatin sonunda %0,1 BSA igceren medyum
eklendi. 1 saat sonra hiicrelere farkli dozlarda
metformin uygulandi. Metformin uygulanmasindan
3, 6, 24 ve 48 saat sonra MTT testi yapildi.
550nm’de absorbanslari alindi. Kontrol grubu olarak
her bir saat ve her bir doz i¢in ayrilan kuyucuklara
metformin eklenmedi. Deneyler kendi i¢inde 3
tekrarli olarak diizenlendi.

MTT testi
MTT (3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl) - 2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) testi hiicrelerin

canliligy, proliferasyonu ve sitotoksisite 6l¢timii igin
kullanilan ve kantitatif kolorometrik bir yontemdir.
MTT yontemi canli hiicrelerin tetrazolium tuzu olan
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MTT'yi formazan kristallerine doniistiirmesi esasina
dayanmaktadir. Bu metot ile istenilen inkiibasyon
periyodundan sonra (3, 6, 24 ve 48 saat) hiicrelerin
bulundugu ortama, optimizasyon ¢aligsmalari sonucu
belirlenen son konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak
sekilde stok MTT soliisyonu eklendi ve 4 saat 37 °C,
%5 COzigeren ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda medyum uzaklastirilip 0.004 M HCl igeren
isopropanol ile kristaller ¢oziildii ve UV spektro
okuyucu ile 550 nm dalga boyunda absorbans alindi.

istatistiksel analiz

Istatistiksel degerlendirme Minitab 15 programi ile
yapildi. UV spektro ile aliman sayisal degerlerin
ortalamalari, standart sapmalar1 hesaplandi ve
ANOVA kullanilarak  kontrol hiicreleri ile
karsilastirildi. p<0.05 anlamli kabul edildi.
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Oral antidiyabetik metforminin Hep3B hiicrelerinde
hiicre canlig1 {izerine etkisinin belirlenmesi amaciyla
MTT testi kullanildi. Hep3B hiicre hatti
hepatoselliiler kanser modeli olarak kullanildi.
Hep3B hiicrelerine metformin uygulamasi 0.5, 1, 5
ve 10 mM olacak bi¢imde 4 farkli konsantrasyonda
ve 3, 6, 24 ve 48 saat araliklarinda uygulandi. MTT
uygulamasindan sonra spektrofometrik olarak alinan
absorbans sonuglar1 istatistiksel olarak
degerlendirildi.

Metformin, Sekil 1°de de gosterildigi gibi 5 ve 10
mM dozlarinda 24 saat inkiibasyonda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli azalmaya
neden oldu. 3, 6 ve 48 saat uygulamalarinda ise 4
farkli dozda da herhangi bir etki goriilmedi.

Hep 3B Hucre Hatti
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Sekil 1. 3, 6, 24 ve 48 saat zaman araliklarinda ve 0.5, 1, 5 ve 10 mM konsantrasyonda metformin uygulanmis
insan hepatoselliiler kanser modeli Hep3B hiicrelerinin sitotoksik degerleri. Kontrol grubu, belirtilen ilgili
zaman araliklarinda hiicrelere herhangi bir madde uygulanmams kontrol hiicrelerini temsil etmektedir. *

p<0.05’in altinda olan degerler.

TARTISMA

HCC diinyadaki altinct en sik rastlanan kanser
turtdiir ve kanser nedenli 6liimlerde ikinci sirada yer
alir. Tip 2 diyabet (DM2), saglik harcamalar1 ve
yasam kalitesi iizerinde onemli etkileri bulunan
kiiresel bir sorundur. Diabetes mellitus'un HCC
olusumu ile iligkili oldugu dne siiriilmiistiir ve son
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veriler, DM2 'nin HCC igin bir risk faktori
oldugunu  agikca  gostermektedirl?. Oral
antidiyabetikler Diabetes mellitus tedavisinde
oldukga sik tercih edilirler. Antiproliferatif bir ajan
olarak da belirtilen metformin DM2 tedavisi i¢in ilk
se¢enekte kullanilan oral antidiabetik bir ilactir ve
Diinya genelinde 120 milyondan fazla regete
edilmistir?.
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Literatiirde metformin kullaniminin in vitro akciger,
pankreas, kolon, over, meme, prostat, bobrek
kanseri hiicreleri, melanoma ve hatta akut
lenfoblastik 16semi hiicrelerinde ¢ogalmayi inhibe
ettigi ve in vivo kanser riskini azalttigini belirten
¢aligsmalar bulunmaktadir?.23,

Epidemiyolojik ¢alismalar DM2’nin benign prostat
hiperplazisi gelisimi riskini arttirdigini
gostermektedirl. Wang ve ark. c¢alismalarinda,
metformin ile tedavi edilen benign prostat
hiperplazisi hastalarinin, stromal hiicrelerdeki IGF-
1R ve IGF-1 sekresyonunu baskilayarak benign
prostatik epitel hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe
ettigini géstermislerdir 13. Metforminin, G2/M hiicre
popiilasyonunu diigiirdiigii ve ayn1 anda GO/G1
popiilasyonunu arttirdig: belirtilmistir2.

Yapilan bir ¢alismada DM2’nin HCC i¢in bagimsiz
bir risk faktori oldugu ve HCC hastalarmmn
cogunun, karaciger tiimoriiniin baglamasindan 6nce,
DM2’ye sahip olduklar1 gosterilmistir. Ayni
¢alismada, metformin tedavisinin HCC riski ile ters
bir iligkisi oldugu halde, insiilin veya siilfaniliire
tedavilerinin HCC i¢in belirgin olarak artmis bir risk
ileiliskili oldugu gosterilmistir2. Aragtirmalar, DM2
tedavisinde yaygin olarak kullanilan metforminin
dogal antineoplastik 6zelliklere sahip oldugunu ileri
sirmektedir. HCC’ye sahip olan metabolik
sendromlu hastalar i¢in, metforminin antitiimoral
etkiler saglayabilecegi diisiiniilmektedir?.

Yapilan randomize kontrolli c¢aligmalar HCC
tedavisinde kullanilan multikinaz  inhibitorii
sorafenibin ileri evre HCC’de hasta sag kaliminda
iyilesme saglayan tek ilag oldugunu ortaya
koymustur2. HCC tedavisinde metformin ve
sorafenib kombinasyonunun hiicre proliferasyonunu
bastirdigi ve mTOR yolagini indiikleyerek HCC
hiicrelerinde apoptozu ve otofajiyi arttirdigt
gosterilmistir23.  Kanser tedavisinde metformin,
potansiyel rolii olan ve yaygin olarak kullanilan bir
antidiyabetik ilactir. Epidemiyolojik, klinik 6ncesi ve
hiicresel arastirmalar metforminin  antitiiméral
ozellikler sergiledigini gdstermistir. Son yillardaki
arastirmalar, metforminin ayrica iltihaplanmay1
diizenleyebildigini ve bu nedenle tiimdr mikro
ortaminda rol oynayabilecegini gostermektedir2.
Cesitli in-vitro ve in-vivo ¢alismalar, metforminin
kanser tedavisinde kullanilabilecegini gosterse de,
gergek etkinligini belirlemek i¢in klinik arastirmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Bu ¢alismada oral antidiyabetik metforminin 4 farkli
dozda ve 4 farkli saat araliginda insan hepatoselliiler
kanser hiicre hatt1 olan Hep3B hiicrelerinde hiicre
canlihig1 lizerine etkisi arastirilmistir. 24 saat boyunca
metformin uygulanan Hep3B hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunun istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldigi gozlenmistir. Bu da literatiirle
uyumlu olarak metforminin dogal antineoplastik
oldugu goriistinii desteklemektedir. Bununlabirlikte
48. saatte hiicre canliginin tekrar eski haline gelmesi
metforminin  doz, kullanim sikligi ve siiresi
konusunda yeni arastirmalara ihtiyag duyuldugunu
ortaya koymaktadir.
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