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Abstract. ���������, ��� �� ��� ���� ������ ���������� ����-���������, ��� �� ��� ���� ������ ���������� ����-
�����g������� ��ug�, ��� �������� �����v�� ���������g ��������� 
��� ��� ��������� ������� ���� ��g��� �� ������ ���v������ ��� 
���������. H���v��, ��� ���������� ������ ��� �u��������� �� 
������ ���� g����� �� ��������� ������ ��� ���� ���������� 
u���������. T�� ��� �� ��� ������� ��u�� ��� �� ��v����g��� 
whether metformin could regulate histone modification and 
��� ���������� g��� �������������, ��� ��� ��������� �u������ 
�� ���������g ������ ������ ���� �������������. A T47D ���� 
������������� �u�v� ��� ���������� �� ���� ��u����g ��������g 
��������� ��������� ���� ��������g ����� �� ���� ��u����. T�� 
cell cycle was analyzed by flow cytometry with propidium 
������ �������g. H������ H2B ����u��qu��������� ��� �v��u-
���� �� ������� �������g �u���qu��� �� ������� �x��������. T�� 
������� H2B ����u��qu��������� ���������� g��� �x����-
���� ��v�� ��� ���������� �� qu��������v� PCR. T�� ���u��� 
������ ���� ��������� ����g�� ��� ����-����� ����k-����� ��� 
��������� ������ ������ ���� ������������� �� � ����-��������� 
������. A�PK ��� ����v���� ��� ������� H2B ����u��q-
u��������� ��� ���������� g��� ������������� ���� ��������� 
��������g ��������� ��������� �� ��� T47D �����. T�� ������ 
�� ��������� �� T47D ���� ������������� ��� ��������� �� 
A�PK ����v���. I� ��� �����u��� ���� ��������� ��� �u������ 
������ ������ ���� g����� �� ��� ����v����� �� A�PK ��� ��� 
���������� �� ������� H2B ����u��qu��������� ��� ����-
������ g��� �������������. T��� ��u�� ��v���� � ��v�� ��������� 
��������� �� ������ ���� g����� �u��������� �� ���������.

Introduction

Metformin is one of the first‑line drugs used for type 2 diabetes 
��������� ��� ��� ���� u��� ��� �v�� ���� � ����u��. R����� 

��u���� ��u�� ���� ��������� ��� ���� �������v��� ���u��� 
������� g�u���� ����u����� ��� ��������� ���u��� �������v���, 
�u� ���� �� ���� ��� �������v� �� ���������g ��� ���k �� ������ �� 
�������� ���� ���� 2 ��������, ���������g ��� g����� �� ������ 
����� ��� ��������g ��� ������� �� ������������u��� ��ug� (1). 

T�� ����������� ���������� ������� �� ��������� �g����� 
������ ��� �����v�� �� �� �������� ������ �� 5'-��������� 
�������������-����v���� ������� k����� (A�PK), � 
����-������v�� ����g� ������ ���� ����� � k�� ���� �� ��� ��gu-
������ �� ������� ��� ����� ���������� �� �������� �� ����g�� 
�� �u�� �v����������. A���v���� A�PK �������� ���� g����� ��� 
�������������, ��� ��������� ����g���z�� ������ ���� g����� (2).

H���v��, ���� ������ ���� ��v� ��������� ���� ��������� 
��� ������� ������������� ��� �������z� ������ ����� �� ����-
������ ��ug� ����ug� ��� ���������� �� HO-1, �� ���g����g 
R��-ERK-N��2 ��g�����g �� �� A�PK-����������� ������. 
T��������, ��� ���������� �� ��� �u��������� �� ������ ���� 
g����� �� ��������� ������ u������ (3).

P��v��u� ��u���� ��v� ������������ ��� ���������� �� 
��������� �� ������ ����� (3-7). I� ��� ������� ��u��, �� 
����� �� u��������� ��� ����-�u��� �����u��� ���������� �� 
���������.

Materials and methods

Cell line and culture conditions. T�� �u��� ������� 
��������� T47D ���� ���� ��� �u������� ���� A������� 
T��� Cu��u�� C��������� (��������, VA, USA). T�� T47D 
����� ���� ���������� ���� RP�I 1640 (G����, I�v����g�� 
L��� T�������g���, C�������, CA, USA) �u���������� ���� 
10% fetal calf serum (Hyclone, Thermo Scientific, Waltham, 
�A, USA), ���������� (100 U/��) ��� ������������ (100 µg/��). 
The cells were cultured at 37˚C in 5% CO2. A�����������, 
0.25% ������� ��� �u������� ���� G����. ��������� ��� 
�u������� ���� S�g��-A������ (S�. L�u��, �O, USA).

Flow cytometry analysis. T�� T47D ����� ���� �u��u��� �� 
6-���� ������ ��� ������� ���� 4 �� ��������� ��� 48 �, ���� 
fixed by 70% ethyl alcohol, which was subsequently removed 
�� �������ug����� �� 250 x g ��� 5 ���. RN��� A ��� ����� 
�� ��� 30 ���. F�������g �������u� ������ �������g, ��� 
cell cycle was detected with a FACSCalibur flow cytometer 
(BD B����������, S�� J���, CA, USA).
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Western blotting analysis. Western blotting was conducted, as 
���v��u��� ��������� (7,8). F�� ������� �x��������, ��� ����� ���� 
����� ���� ���-���� NETN �u���� ���������g 10 �� N�F ��� 
50 �� β-g���������������, ��� ��������g �������ug����� �� 
250 x g ��� 5 ���, ��� ��������g ������� ���� ������ ����� ���� 
���-���� PBS ��� ���� ������� ���� 200 µ� 0.2 HC�. T�� �u�����-
����� ���� ��u�����z�� ���� 40 µ� 1N N�OH, ��� ��� ������ ��� 
������ ���� 12.5% SDS-PAGE g��� ��� ������� �������g ���� 
��� ��������� ����������. ���������� ������ ����-�u��� ����-
�������-������-C�A �����x����� (S��79) (�ACC1), ���������� 
������ ����-�u��� ����-�������-A�PKα (T��172)(�-A�PKα1), 
���������� ������ ����-�u��� ����-u��qu����-������� H2B 
(L��120) (H2B K120u�) ��� ������ ���������� ����-�u��� 
����-A�PKα1 ���� �u������� ���� C��� S�g�����g T�������g�, 
I��. (D��v���, �A, USA), ���� ��� �x������� �� ���������� 
��u�� ����-�u��� β-�����, ��� �u������� ���� S�g��-A������.

Quantitative (q)PCR. T���� �RNA ��� �������� ���� ��� ����� 
���� TRIz�� (I�v����g�� L��� T������g���), ��� ���� ������-
������� DNA (�DNA) ��� ��������z�� ���� 500 �g ����� 
RNA ���� ��� P����S�����® 1�� S����� �DNA S�������� k�� 
(T�k��� B����������g�, D�����, C����). qPCR ��� ��������� 
�� � 7500RT-PCR S����� (A������ B���������, F����� C���, 
CA, USA) u���g ��� SYBR G���� ��������� ������ ���� ��� 
following program: 95˚C for 5 min for 1 cycle, followed by 
95˚C for 30 sec and 60˚C for 45 sec for 40 cycles. The relative 
�x�������� �� ��� ���g�� g����, ����u���g �21, ������ D1, Tu��4 
��� β-�����, ��� ����������� �� 2‑∆∆CT. A�� ������� ���� 
�������z�� �� ��� β-����� �RNA ��v���, ��� ��� ������v� 
�x�������� �� ��� �RNA �� �v��� ��������� g��u� ��� ����u-
�����. T�� �x�������� ��� �u�������� ����� �����. T�� ������ 
��qu����� ���� ���� u��� ��� �� �������: C����� D1 �������, 
5'-ACGCTTCCTCTCCAGAGTGAT-3' ��� ��v����, 5'-TTG 
ACTCCAGCAGGGCTT-3'; Tu��4 �������, 5'-GGGCCACAA 
TAGCGAGGTT-3' ��� ��v����, 5'-CCACACGAATATGCC 
TCCGT-3'; �21 �������, 5'-TGTCCGTCAGAACCCATGC-3' 
��� ��v����, 5'-AAAGTCGAAGTTCCATCGCTC-3'; ��� 
β-����� �������, 5'-GTCTGCCTTGGTAGTGGATAATG-3' 
��� ��v����, 5'-TCGAGGACGCCC TATCATGG-3'. 

Cell proliferation. T�� C���T����-B�u� ����� k�� (P����g�, 
S�u��������, UK) ��� u��� �� ����u�� ��� �u���� �� �����, 
��������g �� ��� ���u����u���'� �����u������. B������, �� � 
96-���� �����, ��� ����� ���� ������ ����� ����� ���� PBS ��� 
20 µ� �� C���T����-B�u� ���g��� (P����g�) ��� �����. T�� 
plate was incubated for 4 h protected from light, and the fluo-
�������� ��������� ��� �������� (�x��������, 560 ��; ��������, 
590 ��) �� � T���� �200 ���������� ������ (T���� Au�������, 
P��� �����u���, V��, Au�������).

Small interfering (si)RNA transfections. ��RNA ���g����g 
A�PKα1 ��� � ��RNA ������������ ���g��� ���� �������� 
���� S���� C�uz B����������g�, I��. (S���� C�uz, CA, USA). 
The T47D cells, grown to 50% confluence, were transfected 
���� A�PKα1siRNA or a non‑specific control siRNA. After 
48 �, ��� ����� ���� u��� ��� �x�������������.

Statistical analysis. T�� ���u��� ��� ��������� �� ��� 
���� ± �������� ��v������. T�� ����������� �������� ��� 
��������� ���� SPSS 13.0 �������� (SPSS, I��., C����g�, IL, 

USA). F�� ����������� ������� �u������ g��u��, � ���-��� 
�������� �� v������� ��� u���, ����� ��� � ���������� ������� 
��� g��u��, ��� SNK ������ ��� u���. F�� ����������� 
������� ��� ��������� ��� ������� g��u��, Du�����'� �-���� ��� 
u���, ��� ��� ��� �������� �� ����������� ������� g��u��, ��� 
S�u����'� �-���� ��� u���. P<0.05 ��� ���������� �� �������� � 
statistically significant difference.

Results

Metformin inhibits breast cancer cell proliferation and 
induces cell cycle arrest. T� ������ ��� ������ �� ��������� �� 
������ ������ ���� �������������, ��� T47D ����� ���� ������� 
���� ���������g ����� �� ��������� ��� 24 �. T�� ���������� �� 
T47D ���� g����� �� ��������� ���u���� �� � ����-��������� 
������ (F�g. 1A). T�� ����� ���� ������ ���������� k����� �� 
8 �� ��������� ��� 72 � (F�g. 1B). T�� ���� ����� �� ��� T47D 
cells was analyzed by flow cytometer following treatment with 
4 �� ��������� ��� 48 �; ��� ����� �� ��� ����� �� G0/G1 ����� 
��������� ���� 64.4 �� 73.3%, ����� ���� �� ����� �� ��� S-����� 
������� ���� 30.2 �� 18.9% (F�g. 1C). T���� ���u��� ������ 
that metformin significantly inhibited the proliferation of the 
����� ��� ���u��� ���� ����� ������. 

F�gu�� 1. ��������� �������� T47D ���� ������������� ��� ���u��� ���� ����� 
������. (A) T�� T47D ����� ���� ������� ���� ��� ��������� ��������� ������-
��������, ��� 12 � �����, ���� ������������� ��� ���������� u���g C��� T����-B�u� 
���� ��u����g. (B) T�� T47D ����� ���� ������� ���� 8 �� ��������� ��� ��� 
��������� �����, ��� ��� v�������� �� ����� ������� ����� ��� ���������� u���g 
C��� T����-B�u� ���� ��u����g. (C) T�� T47D ����� ���� ������� ���� 4 �� 
metformin for 48 h, then fixed and stained with propidium iodide. The cell 
cycle was detected by flow cytometry. Data are presented as the mean ± stan-
���� ��v������ (�=3). D�SO, �������� �u���x���.
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Metformin activates AMPK and inhibits histone H2B 
monoubiquitination and downstream gene transcription. 
��������� �� � ����-k���� A�PK ����v����. U��� ��������� 
���� ���������, A�PK ��� ����v����, �� ����� �� F�g. 2A, 
A�PK ��������� 172 ��������������� ��� ��������� ��� ��� 
��������������� �� ������-C�A �����x����� �� ������ 79 ��� 
���k���� �������� (F�g. 2A). T��� ���u�� ��� ���������� ���� 
��� ���u��� �� ���v��u� ��u���� (5-9). N������, ������� H2B 
����u��qu��������� �� ������ 120 ��� ��������� �� ��� ���� 
����. I� ��� �������� ���v��u��� ���� ���� ��� ����� ���� 
�u������g � ������g� �� g�u����, ��� H2B ����u��qu��������� 
�� ������ 120 ��� ���� ��������� (10). T�� H2B ����u��qu�-
�������� �� ������ 120 ��� ���������� ���� ��� ������������� 
�� �u������ ���������� ���g�� g���� (11,12). I� ��� ������� 
��u��, ������������� �� ��� ���������� g����, ����u���g �21, 
������ D1 ��� Tu��4, ��� �������� �� qPCR, ��� ��� �RNA 
��v�� ��� ����� �� �� ��������� ��g���������� ��������g 
�x���u�� �� ��������� (F�g. 2B).

Metformin inhibits breast cancer cell proliferation, which 
is dependent on AMPK. Since metformin efficiently acti-
v���� ��� A�PK ��g��� ������u����� �������, ��� ��u�� 
���� �������� ������� ��� ���������� �� ���� ������������� 
�� ��������� ��� A�PK-���������. A�PKα1 ������� 

��� ������������ k���k�� ���� �� A�PKα1 ��RNA 
(F�g. 3A). T�� A�PKα1 ��RNA ��� ������� g��u�� ���� 
���� ������� ���� 4 �� ��������� ��� 24 �. T�� ���������� 
�� T47D ���� ������������� �� ��������� ��� ��u�� �� �� 
���� �������v� �� ��� A�PKα1 ��RNA g��u� (F�g. 3B). T��� 
experiment confirmed that the inhibition of cell proliferation 
�� ��������� ��� A�PK-���������.

Discussion

A� ���������g �u���� �� ��u���� ��� ������g ���� �������� 
�������� ������� ���� ��������� ��v� � ����� ��������� �� ������ 
�������� ���� ����� �� ����� ���������� (6,13,14). A������ ���g� 
����-������� ��u�� ��� ��������� ���� ��������� ��� �������� 
���u�� ��� ��������� �� ���������� ������ (15). E����-���g� ����-
���� ������ ��� �u������� u������� �� ��v����g��� ��� ��������� �� 
��������� �� ���v��� �� ����� �� �������, ����u���g ����������, 
��������, ����������� ��� ������ ������ (16-18). H���v��, ��� 
u��������g ��������� ������� �� �� �u��� ��u�������.

A ��� �� ��� ���������� ������� �� ��������� ��v� ���� 
����� �� ���k ����ug� ��� ����v����� �� A�PK. T�������� 
���� ��������� ���u��� �� ��� ����v����� �� A�PK �� in vitro 
��� in vivo �x���������, ��� ��� ����v����� �� A�PK �� ���� 
k���� �� ������� ��� �x�������� �� g�u�����g���� g���� ��� �� 

F�gu�� 2. ��������� ����v���� A�PK ��� �u�������� ������� H2B ����u��qu��������� ��� ���������� g��� �������������. (A) T�� T47D ����� ���� ������� 
���� 4�� ��������� ��� 12 �, ��� ���� ��� ����� ���� ����� ��� ������������ �� ��������� A�PKα1 T172 ��������������� ��� H2B K120 ����u��qu�����-
����. β-����� ��� u��� �� � ������g �������. (B) T�� T47D ����� ���� ������� ���� 4�� ��������� ��� 12 �, ���� �RNA ��� �x������� ��� ��� ������������� 
��v�� �� �21, ������ D1 ��� Tu��4 ���� �x������ �� qu��������v� (q)PCR. D��� ��� ��������� �� ��� ���� ± �������� ��v������ (�=3). D�SO, �������� 
�u���x���; A�PK, 5'-��������� �������������-����v���� ������� k�����.

Figure 3. Metformin effect on T47D cell proliferation depends on AMPK. (A) Western blotting showing the AMPKα1 ������� ��v�� �� ��� T47D ����� ��������g 
������������ ���� A�PKα1 ��RNA. β-����� ��� u��� �� � ������g �������. (B) T�� T47D ����� ����������� ���� ������� ��RNA �� A�PKα1 ��RNA ���� ������� 
���� 4 �� ��������� ��� 12 �, ��� ��� ���� ������������� ��� �x������ �� C��� T����-B�u� ���� ��u����g.  D��� ��� ��������� �� ��� ���� ± �������� ��v������ 
(�=3). D�SO, �������� �u���x���; A�PK, 5'-��������� �������������-����v���� ������� k�����.
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������� ��� �x�������� �� ��z���� ��qu���� ��� ����� ���� �x���-
���� (19-21).

H���v��, �� ��� ���� ���� �������� ���� �� A�PK-k���k�u� 
�����, ��������� ���k� ����ug� ���������� �� HO-1 �� ���g����g 
R��-ERK-N��2 ��g�����g, ����� ��������� ���� � ��v�� �����-
���� �� ������� (3).

T�� ���u��� �� ��� ������� ��u�� ��������� ���� ��������� 
��g���������� ��������� ��� ������������� �� ��� ������ ������ 
����� ��� ���u��� ���� ����� ������ �� �� A�PK-��������� 
������. T��� �� ���������� ���� ��� ���u��� �� ���v��u� ��u����. 
Fu����� �����u��� ��������� ��u���� ������ ���� ��������� 
����v���� ��� A�PK ��g��� ������u����� �������, ��������g ��� 
��������������� �� ACC1, �� ���� ��� ��������� �� ����� ����� �� 
��������� ����� �� ���������. A� � ���u��, ��� ������������� �� ��� 
����� ��� ���u���. U��x��������, ��������� ��� ���� �� ������� 
������� H2B K120-u�, ����� �� ������� �� ��� ������������� �� 
���������� ���g�� g����, �u�� �� �21 ��� ������ D1, ����� 
�u������ �� ��gu������ �� ��� ���� ����� (11,12). T�� ���u��� �� 
qPCR ��������� ��������� ���� ��� ������������� �� �21, Tu��4 ��� 
������ D1 ��� ��������� �� ���������. T��� ��������� �x������� 
��� ��������� �� ����� ��������� ����k� ��� ���� �����.

T�� ������� ��u�� ��v����� ��� �������� ��v�� ���������� 
��������� �� ���������. H���v��, ��� ������ �� ����� 
��������� �������� H2B ����u��qu��������� ������� u�k����. 
I� �� ����u��� ���� ��������� ��� ����v��� A�PK, ����� 
�������������� � ������� �u�������. T��� �u������� �� ������� 
�� ���������g ��� ������� u��qu��������� �������� �� E3 u��q-
u����-������� ��g���. Fu����� ��u���� ���u�� �� ��������� �� ��� 
����v��� �����u��� ��������� ��v��v��.
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