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Abstract

Introduction: Metformin is a drug of choice in the therapy of type II Diabetes mellitus. There 
is a growing evidence of metformin’s antitumor activity, but the suggested mechanisms of 
such activity are still not fully elucidated.
Aim: To investigate the effect of therapeutic doses of metformin on viability and mitochon-
drial status of human non-small cell lung carcinoma (NCI-H460) and human immortalized 
lung fibroblasts (MRC-5) cell lines.
Material and methods: Acid phosphatase and Crystal Violet assays were used for the deter-
mination of NCI-H460 and MRC-5 cell viability after the treatment with metformin (10-60 
µM) for 1-7 days. Mitochondrial membrane potential, production of reactive oxygen species 
and superoxide anion, as well as mitochondrial mass were measured using flow cytometry 
after the treatment of the cells for 3, 24 and 120 h, followed by staining with appropriate fluo-
rochromes: JC-1, DHR, DHE and Mitotracker Red.
Results: Metformin did not change the viability of both NCI-H460 and MRC-5 cells in all 
investigated time-points and all used concentrations. Depolarization of mitochondrial mem-
brane was observed 3 h post-treatment in MRC-5 cells. Prolonged treatment (120 h) increa-
sed superoxide anion production and mitochondrial mass in NCI-H460 cells. No significant 
changes in production of reactive oxygen species were observed in both cells lines after short 
or extended exposure to metformin. 
Conclusion: : Therapeutic concentrations of metformin do nott influence the viability of 
NCI-H460 and MRC-5 cells, but induce mitochondrial depolarization after short-term expo-
sure in lung fibroblasts and increase production of superoxide anion and mitochondrial mass 
in lung carcinoma cells after prolonged treatment.
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Uvod: Metformin predstavlja lek izbora u terapiji tipa 2 dijabetesa melitusa, ali se u po-
slednjoj deceniji ističe njegov značajan antitumorski efekat u brojnim malignitetima. 
Mehanizam ovog efekta metformina je i dalje nedovoljno razjašnjen i predstavlja veliko 
polje istraživanja.
Cilj: Cilj rada je ispitivanje terapijskih koncentracija metformina na vijabilitet i mitohon-
drijalnu funkciju ćelija humanog nesitnoćelijskog karcinoma pluća (NCI-H460), kao i 
netumorskih imortalizovanih plućnih fibroblasta (MRC-5) u in vitro uslovima.
Materijal i metode: Vijabilitet ćelijskih linija NCI-H460 i MRC-5 nakon tretmana met-
forminom (10-60 µM) u trajanju 1-7 dana određivan je testom aktivnosti kisele fosfataze 
i Crystal Violet metodom. Efekat metformina na parametre mitohondrijalne funkcije: de-
polarizaciju mitohondrija, produkciju superoksidnog anjona, reaktivnih kiseoničnih vrsta 
i na ukupnu masu mitohondrija ispitivan je pomoću protočnog citofluorimetra, uz kori-
šćenje JC-1, DHE, DHR i Mito Tracker fluorescentnih proba nakon 3, 24 i 120 h tretmana.
Rezultati: Metformin nije doveo do promene vijabiliteta kako tumorske, tako i netu-
morske ćelijske linije ni u jednoj terapijskoj koncentraciji, nezavisno od dužine trajanja 
tretmana. Povećanje depolarizacije mitohondrijalne membrane uočeno je nakon 3 h tre-
tmana kod  netumorske MRC-5 ćelijske linije. Produžena ekspozicija metforminu (120 h) 
u tumorskoj NCI-H460 ćelijskoj liniji dovela je do povećanja produkcije superoksidnog 
anjona, kao i ukupne mase mitohondrija. Promene u produkciji ukupnih reaktivnih ki-
seoničnih vrsta nisu primećene ni kod NCI-H460, ni kod MRC-5 ćelijske linije tokom 
kratkotrajne ili produžene ekspozicije. 
Zaključak: MMetformin u terapijskim koncentracijama ne menja vijabilitet NCI-H460 i 
MRC-5 ćelija, ali indukuje akutnu depolarizaciju mitohondrijalne membrane u plućnim 
fibroblastima i povećanje produkcije superoksidnog anjona i mase mitohondrija u ćelija-
ma plućnog karcinoma nakon produženog delovanja.

Uvod

Metformin predstavlja dimetil-bigvanidin koji 
zbog svoje efikasnosti, velike terapijske širine i povoljnosti 
predstavlja lek izbora u terapiji osoba obolelih od tipa 2 
dijabetesa melitusa (DM). Efekat metformina zasniva se 
na smanjenju apsorpcije glukoze na nivou intestinalnog 
trakta, povećanju preuzimanja glukoze od strane perifer-
nih tkiva, kao i na većoj osetljivosti insulinskog recepto-
ra, što sve zajedno rezultira redukovanjem koncentracije 
glukoze u krvi, dovodeći do normoglikemije (1). Prema 
istraživanjima Američke uprave za hranu i lekove, metfor-
min predstavlja siguran i efikasan lek čija se malobrojna 
neželjena dejstva u vidu intolerancije i metaboličke acido-
ze javljaju uglavnom kod osoba sa hroničnom bubrežnom 
insuficijencijom ili hroničnom opstruktivnom bolešću 
pluća, kod kojih se preporučuje oprezna i prilagođena pri-
mena ovog leka (2).

Metformin se takođe koristi u terapiji sindroma po-
licističnih jajnika, a odnedavno se veliki broj pretklinič-
kih studija bavi ispitivanjem kardioprotektivnog i antitu-
morskog efekta ovog leka (3). Brojna in vivo istraživanja, 
počevši od rada Šnajdera (Schneider) i saradnika iz 2001. 
godine (4), ukazuju na značajan antitumorski efekat met-
formina kod maligniteta ovarijuma, dojke, prostate i pluća 
(5, 6).

Nedovoljno ispitani mehanizmi dejstva metformina 
na maligno izmenjene ćelije ukazuju na potencijalni anti-
tumorski efekat ovog leka blokiranjem prvog kompleksa 

respiratornog lanca, što primarno dovodi do smanjenja 
produkcije adenozin trifosfata (ATP) i povećanja ćelijskog 
odnosa AMP/ATP. Povećano vezivanje adenozin mo-
nofosfata (AMP) za protein kinazu aktiviranu AMP-om 
(AMPK) dovodi do fosforilacije katalitičke subjedinice 
ovog enzima i njegove aktivacije. Tako aktivirana AMPK 
dovodi do inhibicije proonkogenih signalnih puteva za 
preživljavanje ćelija poput AKT/mTOR i MAPK/ERK, 
čime se smanjuje stepen proliferacije i preživljavanja ćelija. 
Naime, inhibicija aktivnosti mTOR-a redukuje fosforila-
ciju nishodnih molekula, što dovodi do smanjenja sinteze 
proteina, progresije ćelijskog ciklusa i procesa angiogene-
ze. S druge strane, AMPK nishodnom fosforilacijom akti-
vira tumor supresorske molekule poput p53 i ULK-1, in-
dikujući na taj način zastoj u ćelijskom ciklusu, koji može 
da progredira do ćelijske smrti po tipu apoptoze ili autofa-
gije (7). U radu Ejkava (Eikaw) i saradnika iz 2015. godine 
(8) navodi se stimulatorno dejstvo metformina na tumor 
infiltrirajuće citotoksične T-limfocite, što predstavlja još 
jedno od potencijalnih objašnjenja antitumorskog efekta 
ovog leka. Smatra se da skup ovih mehanizama dovodi do 
antitumorskog dejstva kod pacijenata obolelih od mali-
gnih bolesti, kako onih sa DM2, tako i onih sa dobrom 
regulacijom glikemije (9).

Uprkos velikom broju naučnih radova u kojima se u 
eksperimentalnim uslovima ispituje efekat metformina na 
tumorske ćelije u kulturi, mehanizam antitumorskog dej-
stva metformina i dalje nije u potpunosti razjašnjen. Iako 
postoje indicije da metformin svoj antitumorski efekat 
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ostvaruje putem inhibicije prvog kompleksa lanca oksida-
tivne fosforilacije, ovaj mehanizam nije pokazan kod tera-
pijskih doza metformina. 

Cilj ovog rada bio je in vitro ispitivanje efekta tera-
pijskih koncentracija metformina na vijabilitet i mitohon-
drijalnu funkciju ćelija humanog nesitnoćelijskog karci-
noma pluća, kao i netumorskih imortalizovanih plućnih 
fibroblasta.

Materijal i metode

Ćelijske linije i reagensi 

Sve hemikalije i reagensi koji su se koristili tokom 
ovog eksperimenta kupljeni su od Capricorn Scientific 
(SAD), ukoliko nije drugačije naznačeno. Ćelijske lini-
je humanih plućnih fibroblasta MRC-5 i nesitnoćelij-
skog karcinoma pluća (engl. Non-small Cell Lung Cancer, 
NSCLC) NCI-H460 nabavljene su od American Type 
Culture Collection-ATCC i gajene u DMEM, odnosno 
RPMI medijumu. Oba medijuma su sadržala glukozu u fi-
nalnoj koncentraciji od 4,5 g/L, 10 % fetalni goveđi serum, 
2 mM glutamin i 1 % rastvor antibiotika/antimikotika. 
Ćelije su gajene na vlažnom vazduhu temperature 37 °C i 
koncentracije CO2 5  %. Obe ćelijske linije pripremane su za 
eksperimente standardizovanom metodom tripsinizacije 
(0,05 % tripsin/EDTA rastvorom). Metformin-hidrohlorid 
(Mr = 165,625 g/mol, ICN Galenika, Srbija) koncentracije 
20 mM rastvaran je u fiziološkom rastvoru sa dodatkom 
fosfata (engl. phosphate-buffered saline, PBS), a zatim je 
razblaživan u medijumu za gajenje ćelija. 

Ćelijski vijabilitet 

Za ispitivanje ćelijskog vijabiliteta ćelije su zaseja-
vane u mikrotitarske ploče sa 96 bunarića. Ćelijska linija 
NCI-H460 zasejavana je u broju od 10 x 103, 6 x 103, 3 x 
103, 1,5 x 103, 0,75 x 103 i 0,185 x 103, za tretmane u trajanju 
od 24, 48, 72, 96, 120 i 168 h, dok je ćelijska linija MRC-5 
zasejavana u broju od 6 x 103, 3 x 103, 1,6 x 103, 0,8 x 103 0,4 
x 103 i 0,1 x 103 ćelija po bunaru, za tretmane istog trajanja. 
Ćelije su dan nakon zasejavanja tretirane metforminom u 
koncentracijama od 10, 20, 30, 40, 50 i 60 µM, uz zamenu 
medijuma posle 48 h za duža trajanja tretmana. Svaki ek-
speriment je urađen u šest primeraka u 2 ili 3 nezavisna 
ponavljanja. Rezultati testova vijabiliteta prikazani su kao 
procenat živih ćelija u odnosu na netretiranu grupu, koja 
je predstavljala 100% živih ćelija.

Određivanje aktivnosti kisele fosfataze

Merenje aktivnosti kisele fosfataze je urađeno tačno 
kako je ranije opisano (10) i zasniva se na hidrolizi p-nitro-
fenil fosfata u kiseloj sredini dejstvom unutarćelijske kisele 
fosfataze, pri čemu se u živim ćelijama razvija žuto obo-
jen rastvor porekla p-nitrofenola čija se apsorbanca meri 
na 405 nm automatskim čitačem mikrotitar ploča (Tecan 

Sunrise, Švajcarska) i direktno je proporcionalna broju ži-
vih ćelija. 

Određivanje ćelijskog vijabiliteta Crystal Violet testom

Crystal Violet (CV) test predstavlja metodu u kojoj 
dolazi do vezivanja CV boje za proteinske strukture živih 
ćelija, a apsorbanca plavoljubičaste boje očitavana je na ta-
lasnoj dužini od 570 nm pomoću prethodno pomenutog 
automatskog čitača. Esej je urađen tačno kako je prethod-
no opisano (11). 

Analiza mitohondrijalnog statusa protočnim 
citofluorimetrom 

Ćelije su za potrebe analize protočnim citofluori-
metrom uzgajane u pločama sa 24 bunarića. Ćelijska linija 
H460 zasejavana je u broju od 70 x 103, 40 x 103 i 3 x 103 
ćelija po bunariću za tretmane u trajanju od 3, 24 i 120 
h, dok je ćelijska linija MRC-5 zasejavana u broju od 30 
x 103, 20 x 103 i 1,5 x 103 ćelija po bunariću za tretmane 
istog trajanja. Obe ćelijske linije su tretirane metforminom 
u koncentraciji od 50 µM i nakon odgovarajućih bojenja 
analizirane protočnim citofluorimetrom FACS Calibur, uz 
korišćenje programa Cell Quest Pro (BD, Nemačka). Svi 
eksperimenti su urađeni u duplikatu u dva nezavisna po-
navljanja. Rezultati ovih analiza izraženi su u odnosu na 
kontrolu, gde je stepen registrovane fluorescence postav-
ljen kao jedinična vrednost. 

Priprema ćelijskih suspenzija za protočnu 
citofluorimetriju 

Po završetku tretmana ćelije su tripsinizovane, cen-
trifugirane (1500 rpmi, 23 ºC, 5 minuta), a ćelijski talog 
je zatim resuspendovan u odgovarajućoj zapremini pret-
hodno pripremljene boje po uputstvu proizvođača. Nakon 
inkubacije u trajanju od 30 minuta, ćelijske suspenzije su 
vorteksovane, isprane u 1 mL PBS-a i centrifugirane kako 
je prethodno navedeno, a ćelijski talog je resuspendovan 
u 300 µL PBS-a. Pre svakog merenja epruvete sa uzorcima 
su vorteksovane, kako bi rastvor predstavljao homogenu 
ćelijsku suspenziju.

Analiza mitohondrijalnog membranskog potencijala 

Za potrebe ove analize korišćen je Mitochondria 
Staining Kit (Sigma Aldrich, SAD) koji sadrži tetraetil ben-
zimidazol karbocijanin jodid (JC-1), katjonsku lipofilnu 
boju koja se akumulira u mitohondrijalnom matriksu u 
vidu agregata koji crveno fluorescira (FL2 kanal protočnog 
citofluorimetra). Pri smanjenju mitohondrijalnog mem-
branskog potencijala, JC-1 formira monomere koji emi-
tuju zelenu fluorescenciju (FL1). Posledično, povećanje 
odnosa zelene i crvene fluorescencije (FL1/FL2) ukazuje 
na smanjenje mitohondrijalnog membranskog potencijala, 
tj. na mitohondrijalnu depolarizaciju (12). Kao pozitivna 
kontrola korišćen je mitohondrijalni uncoupler karbonil 
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cijanid hlorfenil hidrazon (CCCP) u koncentraciji od 20 
µM u trajanju od 3h.

Analiza produkcije slobodnih kiseoničnih radikala

Produkcija slobodnih kiseoničnih radikala (engl. 
Reactive oxygen species, ROS) određivana je pomoću eseja 
koji se bazira na oksidativnoj konverziji dihidrorodamina 
(DHR, Sigma Aldrich, SAD) u njegov proizvod rodamin, 
koji zeleno fluorescira (FL1). Ovaj test predstavlja nespe-
cifični pokazatelj intracelularne koncentracije jednoelek-
tronskih oksidansa, poput peroksinitrita i hipohlorita (13). 
Povećanje zelene fluorescencije je stoga pokazatelj pove-
ćanja produkcije ROS. Pozitivnu kontrolu predstavljao je 
vodonik-peroksid (H2O2) u koncentraciji 50 µM u trajanju 
od 3h. 

Analiza produkcije superoksidnog anjona

Za određivanje produkcije superoksidnog anjona 
(O2

-) korišćen je dihidroetidijum (DHE, Sigma Aldrich, 
SAD) koji u redukovanoj formi u citosolu emituje plavu, a 
u oksidovanoj formi crvenu fluorescenciju (FL2). Stepen 
povećanja crvene fluorescencije ukazuje na povećanje 
koncentracije superoksidnog anjona (14). Kao pozitivna 
kontrola korišćen je bakar-sulfat (CuSO4) u koncentraciji 
od 100 µM u trajanju od 3h.

Analiza mase mitohondrija u ćeliji

MitoTracker Red (Thermofischer Scientific, SAD) 
predstavlja crvenu fluorescentnu boju (FL2) koja se vezu-
je za tiol grupe proteina i peptida mitohondrija, nezavi-
sno od promene potencijala mitohondrijalne membrane. 
Povećanje stepena fluorescencije ove boje ukazuje na po-
većanje mase mitohondrija (16). 

Statistička analiza 

Vrednosti vijabiliteta i rezultati protočne citofluo-
rimetrije izraženi su kao srednja vrednost ± standardna 
devijacija (sd). Svi dobijeni rezultati su izraženi u odno-
su na kontrolu (netretirane ćelije). Statistička značajnost 
razlike vijabiliteta analizirana je dvofaktorskim ANOVA 
testom, dok su rezultati protočne citofluorimetrije anali-
zirani t-testom za dva nezavisna uzorka. Statistički podaci 
analizirani su računarskim programom GraphPad Prism 
4. Statistički značajnom razlikom smatrane su p vrednosti 
manje od 0,05. 

Rezultati

Uticaj metformina na vijabilitet tumorske i netumor-
ske ćelijske linije

 Uticaj metformina na vijabilitet ćelija karcino-
ma pluća

Ćelije humanog karcinoma pluća su tretirane met-
formin-hidrohloridom u koncentracijama od 10, 20, 30, 
40, 50 i 60 µM u šest vremenskih intervala (24, 48, 72, 96, 
120, 168 h) i ispitivan je njihov vijabilitet testom aktivnosti 

kisele fosfataze (slika 1A) i Crystal Violet metodom (slika 
1B). Nisu pokazane statistički značajne razlike u procen-
tu vijabiliteta ćelija tretiranih metforminom u odnosu na 
kontrolu, kao ni između različitih trajanja tretmana. Nisu 
postojale ni statistički značajne razlike između dva kori-
šćena testa vijabiliteta za sve vremenske intervale i za sve 
ispitivane koncentracije metformina.

 Uticaj metformina na vijabilitet plućnih 
fibroblasta

Vijabilitet ćelija humanih plućnih fibroblasta (MRC-
5), određen testom aktivnosti kisele fosfataze (slika 2A) i 
Crystal Violet metodom (slika 2B), nakon tretmana razli-
čitim koncentracijama metformina i u različitim dužina-
ma trajanja tretmana nije se statistički značajno razlikovao 
u odnosu na vijabilitet netretiranih ćelija, bez obzira na to 
koji je test vijabiliteta korišćen.

Efekat metformina na parametre mitohondrijalnog 
statusa ćelijskih linija NCI-H460 i MRC-5

 Membranski potencijal mitohondrija 

Promene u mitohondrijalnom membranskom po-
tencijalu ćelija tretiranih metforminom prikazane su kao 
stepen promene odnosa zelene/crvene fluorescencije (FL1/

 

Slika 1. Metformin ne dovodi do promene vijabiliteta ćelija 
karcinoma pluća. Rezultati testa aktivnosti kisele fosfataze (A) 
i  Crystal Violet metode (B). Vijabilitet ćelija prikazan je kao 
procenat u odnosu na netretirane ćelije (Ø). 

 

Slika 2. Metformin ne dovodi do promene vijabiliteta plućnih 
fibroblasta. Rezultati testa aktivnosti kisele fosfataze (A) i 
Crystal Violet metode (B). Vijabilitet ćelija prikazan je kao 
procenat u odnosu na netretirane ćelije (Ø).
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FL2) na slici 3. Metformin (50 µM) nije uticao na stepen 
polarisanosti mitohondrijalne membrane NCI-H460 ni u 
jednom ispitivanom vremenu u odnosu na kontrolu (sli-
ka 3A). Tretman metforminom imortalisanih plućnih fi-
broblasta (MRC-5) u trajanju od 3 h (slika 3B) doveo je do 
statistički značajnog, gotovo dvostrukog povećanja odno-
sa FL1/FL2, što ukazuje na depolarizaciju mitohondrijalne 
membrane. Duži tretmani metforminom nisu značajno 
uticali na membranski mitohondrijalni potencijal MRC-5 
ćelija. Pozitivnu kontrolu predstavljao je mitohondrijalni 
ankapler karbonil cijanid hlorfenil hidrazon (CCCP) u 
koncentraciji od 20 µM u trajanju od 3h.

Produkcija slobodnih kiseoničnih radikala 

Nivo produkcije ROS, kao stepen zelene fluorescen-
cije rodamina u tretiranim ćelijama, prikazan je na slici 
4. Dati rezultati ukazuju da ne postoje statistički značajne 
promene pri različitim trajanjima tretmana metforminom 
(50 µM), kako kod ćelijske linije NCI-460, tako i kod MRC-
5 ćelijske linije u odnosu na netretirane ćelije. Pozitivnu 
kontrolu predstavljao je vodonik-peroksid (H2O2) u kon-
centraciji 50 µM u trajanju od 3 h.

Produkcija superoksidnog anjona

Analiza tretiranih ćelija nakon bojenja dihidroetidi-
jumom (DHE) pokazala je da ne postoji razlika u produk-
ciji superoksidnog anjona u tretmanima metforminom (50 
µM) od 3 h i 24 h u obe ćelijske linije (slika 5). U ćelijama 
nesitnoćelijskog plućnog karcinoma (NCI-H460) nakon 
120 h tretmana uočava se statistički značajno povećanje 
fluorescencije u odnosu na kontrolu, što ukazuje na po-
većan stepen produkcije superoksidnog anjona (slika 5A). 
Pozitivnu kontrolu predstavljao je CuSO4 (Cu) u koncen-
traciji od 100 µM u trajanju od 3 h.

Efekat metformina na ukupnu masu mitohondrija 

Pokazano je da se ukupna masa mitohondrija, pred-
stavljena promenom crvene fluorescencije, nije značajno 
promenila nakon tretmana metforminom (50 µM) u traja-
nju od 3 h i 24 h u obe ćelijske linije, u odnosu na kontro-
lu (slika 6). Statistički značajno povećanje fluorescencije, 
koje ukazuje na povećanje ukupne mase mitohondrija, uo-
čava se u ćelijama NCI-H460 nakon produženog tretmana 
metforminom u trajanju od 120 h (slika 6A).

 
Slika 3. Uticaj metformina na mitohondrijalni membranski potencijal. Ispod grafika prikazani su reprezentativni histogrami za 
datu analizu ćelijskih linija NCI-H460 (A) i MRC-5 (B), pre i nakon tretmana metforminom u trajanju od 3 h. 
* - p < 0,05 u odnosu na kontrolu 
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Slika 4. Uticaj metformina na produkciju slobodnih kiseoničnih radikala. Ispod grafika NCI-H460 (A) i MRC-5 (B) prikazani su 
odgovarajući reprezentativni histogrami sa prikazom odnosa stepena fluorescencije i broja ćelija za tretman metforminom od 24 
h. 
* - p < 0,05 u odnosu na kontrolu 

 

Slika 5. Uticaj metformina na produkciju superoksidnog anjona. Histogrami ispod grafika NCI-H460 (A) i MRC-5 (B) prikazuju 
odgovarajuća reprezentativna merenja stepena fluorescencije nakon tretmana u trajanju od 120 h. 
* - p < 0,05 u odnosu na kontrolu 
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Diskusija

U ovom radu ispitan je uticaj terapijskih doza met-
formina na vijabilitet i mitohondrijalni status ćelija nesit-
noćelijskog karcinoma pluća i netumorske linije humanih 
plućnih fibroblasta. Dobijeni rezultati ukazuju da metfor-
min ne utiče na promenu vijabiliteta kako tumorske, tako i 
netumorske ćelijske linije, ali da ostvaruje različit efekat na 
parametre njihovog mitohondrijalnog statusa. 

 Metformin predstavlja lek izbora u terapiji in-
sulinske rezistencije još od 1995. godine, ali se poslednjih 
godina pojavljuje veliki broj kliničkih studija koje ukazuju 
na njegov antitumorski efekat kod različitih malignih bo-
lesti (16). Uzimajući u obzir opsežne metaanalize koje isti-
ču efekat ovog leka na povećanje opšte stope preživljavanja, 
kao i na produženje perioda preživljavanja bez progresije 
bolesti kod pacijenata sa nesitnoćelijskim karcinomom 
pluća (17, 18), u ovom istraživanju je korišćena upravo hu-
mana ćelijska linija NSCLC, NCI-H460. Istovremeno, za 
ispitivanje efekta metformina korišćena je i netumorska 
ćelijska linija imortalisanih plućnih fibroblasta, MRC-5. 

Terapijske doze metformina nalaze se u opsegu od 
500-2500 mg po danu, što je ekvivalentno koncentraciji 
od 40-70 µM, koliko se okvirno i beleži u portnoj cirkula-
ciji, dok su koncentracije izmerene u sistemskom krvoto-
ku osoba koje su na ovoj terapiji između 10 i 40 µM (19). 
Značajniji efekti terapije metforminom kod osoba sa in-
sulinskom rezistencijom se javljaju nakon 10 do 15 dana 
primene metformina (20). Stoga smo za adekvatnu dužinu 
tretmana ćelija u in vitro okolnostima, u cilju produžene 

ekspozicije, odabrali period do 7 dana (168 h), dok su za 
koncentracije tretmana uzete upravo one iz terapijskog op-
sega (10-60 µM). 

Rezultati naših eksperimenata ukazuju da metfor-
min ne utiče na vijabilitet ispitivanih ćelija ni u jednoj 
korišćenoj koncentraciji i ni u jednom ispitanom vremen-
skom periodu. Kako je ovo potvrđeno različitim testovi-
ma (21, 22), može se zaključiti da metformin u terapijskim 
koncentracijama ne dovodi do promena vijabiliteta ćelija 
nesitnoćelijskog plućnog karcinoma, kao ni imortalizova-
nih plućnih fibroblasta. Druga istraživanja, koja opisuju 
antitumorski efekat i mehanizam delovanja metformina, 
najčešće navode koncentracije u opsegu od 10 do 60 mM, 
koje su oko hiljadu puta veće od onih koje se nalaze u or-
ganizmu osoba tokom adekvatne terapije metforminom 
(23). Tako metformin ostvaruje citotoksičan efekat na 
NCI-H460 ćelije indukujući ćelijsku smrt po tipu apopto-
ze u koncentracijama koje se kreću od 10 mM do 80 mM, 
u zavisnosti od istraživanja (24-26). Pretragom dostupne 
literature nismo pronašli prethodno publikovane radove u 
kojima se ispituje dejstvo metformina u terapijskim doza-
ma na ove ćelije. 

U ovom radu ispitan je i efekat metformina na mi-
tohondrijalnu funkciju ćelija jer se trenutno poznati me-
hanizmi njegovog antitumorskog dejstva objašnjavaju 
upravo izazivanjem energetskog stresa i poremećajem re-
doks-potencijala, koji za posledicu mogu imati pokretanje 
mitohondrijalnog puta apoptoze (26, 27). Metformin u te-
rapijskoj dozi (50 µM) u našim eksperimentima ni tokom 
produžene ekspozicije od 120 h nije menjao potencijal 

 
Slika 6. Uticaj metformina na masu mitohondrija. Reprezentativni histogrami ispod grafika NCI-H460 (A) i MRC-5 (B)  
prikazuju odnos fluorescencije i broja ćelija nakon 120 h tretmana metforminom. 
* - p < 0,05 u odnosu na kontrolu
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mitohondrijalne membrane, kao ni produkciju ROS u 
NCI-H460 ćelijama. Nasuprot našim podacima, depolari-
zacija mitohondrija i povećana produkcija ROS prilikom 
tretmana metforminom od najviše 48 h, a u dozama od 10 
do 40 mM, zabeležene su u ćelijama melanoma, glioma i 
karcinoma dojke (28-30). U jedinom dostupnom istraživa-
nju koje je ove parametre ispitivalo na liniji plućnog ade-
nokarcinoma govori se o depolarizaciji mitohondrija, ali 
nakon 24-časovnog tretmana metforminom (10 mM) (31). 
Iako se kod netumorske linije MRC-5 ne uočava promena 
u produkciji ROS, nakon 3 h tretmana metforminom do-
lazi do depolarizacije mitohondrijalne membrane, koja se 
ne beleži u dužim tretmanima od 24 i 120 h. Akutna depo-
larizacija mitohondrijalne membrane nakon kratkotrajnog 
dejstva metformina fenomen je ranije poznat iz literature 
(32). 

Inhibicija respiratornog lanca i remećenje mitohon-
drijalne funkcije, što je jedan od pretpostavljenih mehani-
zama dejstva metoformina (7), može dovesti do nastanka 
superoksidnog anjona. Naši eksperimenti su pokazali da 
produženi tretman metforminom od 120 h indukuje pove-
ćanje produkcije O2

- kod tumorske ćelijske linije NCI-H460, 
dok linija plućnih fibroblasta ne pokazuje promene u pro-
dukciji O2

-. U literaturi se navode podaci koji ukazuju da 
metformin i fenformin, takođe iz klase bigvanida, dovode 
do dozno zavisnog povećanja produkcije ROS, uključuju-
ći i O2

- (33). Od značaja je podatak da oksidativni stres i 
smanjeni nivoi oksidativne fosforilacije mogu indukovati 
biogenezu mitohondrija kao kompenzatorni mehanizam 
zaštite (34). Ovime bi se mogao objasniti rezultat našeg 
istraživanja, u kome metformin nakon 120 h tretmana 
povećava masu mitohondrija u NCI-H460 ćelijama, što 
zapravo korelira sa povećanjem produkcije superoksidnog 
anjona. Očekivano, ovakav efekat na netumorske humane 
fibroblaste je izostao. S druge strane, poznato je da visoke 
koncentracije metformina smanjuju masu, funkcionalnost 
i međusobne veze mitohondrija (34). Kako uticaj terapij-
skih doza metformina na mitohondrije tumorskih ćelija 
do sada nije posebno ispitivan i kako značaj našeg nalaza 
u kontekstu antitumorskog dejstva ovog leka nije dovoljno 
jasan iz do sada urađenih eksperimenata, naredno istraži-
vanje bi trebalo da obuhvati merenje potrošnje kiseonika i 
respiraciju NSCLC ćelija u produženom tretmanu metfor-
minom. Potrebno je izmeriti i nivoe produkcije ATP, kao i 
eventualnu aktivaciju AMPK, čiji je direktni supstrat glav-
ni pokretač procesa mitohondrijalne biogeneze, PGC1 α.

Zaključak

Na osnovu svih rezultata u ovom istraživanju može 
se zaključiti da terapijske doze metformina ne menjaju 
vijabilitet ćelijske linije humanog nesitnoćelijskog kar-
cinoma pluća, kao ni imortalizovanih humanih plućnih 
fibroblasta. Efekat metformina na mitohondrije netu-
morskih i tumorskih ćelija je različit i to tako da on samo 
akutno izaziva depolarizaciju mitohondrija MRC-5 ćeli-
ja, dok produženo izlaganje njegovom dejstvu povećava 

produkciju superoksidnog anjona i mitohondrijalnu masu 
u NCI-H460 ćelijama.
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