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Ispitivanje antitumorske
aktivnosti lignana na
HepG2 i HeLa æelije

Ispitivano je citotoksièno dejstvo ekstrakta lig-
nana iz semena lana, Linum usitatissimum, na
HepG2 i HeLa æelijama. Æelije su bile podeljene
u pet grupa, kontrolnu i èetiri grupe koje su treti-
rane razlièitim koncentracijama ekstrakta. Vija-
bilitet æelija odreðen je MTT testom i predsta-
vljen je kao odnos �ivih æelija i netretirane
kontrole. Za HeLa æelije raðeno je PI/DAPI bo-
jenje i uzorci su snimljeni na konfokalnom mik-
roskopu. Ekstrakt koncentracije 5 mg/mL je po-
kazao statistièki znaèajno antitumorsko dejstvo
kod oba tipa æelija.

Uvod

Hepatocelularni karcinom (HCC) je najèešæi
primarni tumor jetre. Zbog poveæane stope alko-
holizma, hepatitisa B i C kao i sve uèestalije go-
jaznosti povezane sa masnom jetrom poveæava
se i broj ljudi obolelih od HCC (Gomaa et al.
2008). Na membrani æelija HCC nalazi se veliki
broj estrogenskih receptora (ER) (Wang et al.
2006). Pokazano je da estrogen igra znaèajnu
ulogu u patogenezi hepatocelularnog karcinoma
koji je nastao nakon ciroze jetre (Lei et al. 2002).
HepG2 æelije, kao æelijske linije HCC, su adhe-
rentne, epitelne æelije koje imaju 55 hromozoma.
Pored æelija HCC, ER imaju i æelije drugih karci-
noma, kao i æelije karcinoma cerviksa. Karcinom
cerviksa je drugi najèešæi karcinom kod �enske
populacije (Zhai et al. 2010; Tiro et al. 2007).
Kao æelijska linija karcinoma cerviksa koriste se

HeLa æelije. Istra�ivanja su pokazala da smanje-
nje broja ER ima ulogu u progresiji karcinoma
cerviksa (Zhai et al. 2010). Pored estrogena, za
ER se mogu vezati i fitoestrogeni, biljni hormoni
koji su slièni humanom estrogenu. Istra�ivanja
su pokazala da su fitoestrogeni selektivni modu-
latori ER i da mogu ispoljiti estrogeno i anties-
trogeno dejstvo (Moutsatsou 2007). Ova
saznanja upuæuju na moguæi antitumorski efekat
fitoestrogena na HCC i karcinom cerviksa. Naj-
èešæi fitoestrogeni su izoflavoni i lignani, a dosa-
dašnja istra�ivanja su pokazala da je najbogatiji
izvor lignana laneno seme (Lei et al. 2002).

Cilj ovog istra�ivanja bio je da se ispita anti-
tumorsko dejstvo ekstrakta lignana iz semena
lana (Linum usitatissimum) na æelijskim linijama
HCC i karcinoma cerviksa.

Materijal i metode
Ekstrakcija lignana iz semena lana. Masa

od 15 g semena lana mehanièki je puliverizo-
vano, a potom odmašæeno sa 56 mL petroletra na
55°C. Petroletar je filtriran, suvi ostatak isušen i
ekstrahovan sa 90 mL metanola. Metanol je upa-
ren, a ostatak suspendovan u 4 mL destilovane
vode i odvajan pet puta sa po 4 mL etil-acetata,
koji je zatim uparen.

Æelijske kulture. Ispitivanja su raðena na
HepG2 i HeLa æelijama. Æelije su gajene u RPMI
1640 medijumu sa 10% FBS, 1% Pen/Strep.
Èuvane su na 37°C i vla�nosti vazduha od 95% i
5% CO2.

Tretiranje æelija ekstraktom lignana.
Ekstrakt je rastvoren u medijumu u koncentraci-
jama 5, 1, 0.5 i 0.05 mg/mL. Æelije su tretirane 20
sati u inkubatoru na 37°C i vla�nosti vazduha od
95% i 5% CO2.

MTT test. MTT esej meri oksidativnu aktiv-
nost æelija. Æelije su gajene u ploèama sa 96 bu-
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narèiæa, tako da je u svakom bunarèiæu bilo 104

æelija. Æelije su isprane rastvorom PBS-a, a po-
tom je dodat medijum sa MTT bojom (0.5 mg
MTT/mL medijuma), 200 �L po bunarèiæu. Æeli-
je sa MTT rastvorom su inkubirane sat vremena.
Medijum je potom odliven, i dodat je DMSO. Što
je intenzitet boje veæi to je i oksidativna aktivnost
veæa i obrnuto, što indirektno govori o æelijskoj
vijabilnosti. Apsorbanca je oèitana na 570 nm,
odnosno maksimumu apsorpcije MTT boje.

Propidijum-jodid (PI) i 4,6-diamino-
-2fenilindol (DAPI) bojenje. Æelije su gajene u
ploèama sa 24 bunarèiæa, tako da je u svakom bu-
narèiæu bilo 105 æelija. Oprane su dva puta PBS-
-om a potom je dodat tripsin radi odvajanja æelija
od podloge. Dodata je ista kolièina medijuma
kao i tripsina. Pre�ivele æelije presaðene su na
sterilno staklo u mikrotitar ploèi sa 6 bunara. Po-
tom su æelije inkubirane dva sata. Æelije su pa-
�ljivo isprane sa 2mL PBS-a nakon èega su
fiksirane sa 2 mL 4% formaldehida. Mikrotitar
ploèa sa æelijama inkubirana je 20 minuta na
-20°C. Potom je formaldehid izvaðen i dodato je
3 mL PBS-a. Æelije su obojene sa 1.5 mL 125 nM
propidijum jodida, 20 minuta. Zatim su æelije
isprane sa 2 mL PBS-a. Nakon ispiranja æelije su
obojene DAPI rastvorom (1:1000). Preparati su
èuvani u 4 mL PBS-a nakon èega su pregledani
na konfokalnom mikroskopu.

Rezultati

U cilju ispitivanja antitumorskog dejstva sup-
stance, eksperiment je obuhvatio ispitivanje
vijabiliteta u širokom opsegu koncentracija. Vi-
jabilitet æelija je predstavljen kao procenat �ivih
æelija u odnosu na netretiranu kontrolu (100%
vijabilitet) i odreðen je MTT testom. Nakon testa
vijabiliteta pokazano je da je pri tretmanu HepG2
æelija ekstraktom lignana koncentracije 5 mg/mL
došlo do statistièki znaèajnog pada vijabiliteta
(60%). Pri tretmanima ekstraktima koncentracije
1 mg/mL i 0.5 mg/mL dolazi do statistièki zna-
èajnog porasta vijabiliteta (131% pri koncen-
tracijama 1 mg/mL i 0.5 mg/mL) u odnosu na
kontrolu. Pri tretmanu ekstraktom koncentracije
0.05 mg/mL dolazi do statistièki znaèajnog pada
vijabiliteta u odnosu na kontrolu (86%) (slika 1).

Pri tretmanu HeLa æelija ekstraktom lignana
koncentracije 5 mg/mL dolazi do statistièki zna-
èajnog pada vijabiliteta (39%) u odnosu na kon-
trolu. Pri tretmanima ekstraktom koncentracija 1
mg/mL, 0.5 mg/mLi 0.05 mg/mL dolazi do po-
rasta vijabiliteta u odnosu na kontrolu, ali on nije
statistièki znaèajan (109% pri koncentraciji 1
mg/mL, 108% pri koncentracijama 0.5 mg/mL i
0.05 mg/mL) (slika 2).

Na HeLa æelijama raðeno je i PI/DAPI bo-
jenje. Uzorci su posmatrani na konfokanom mik-
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Vijabilitet HepG2 æelija
odreðen MTT testom

Figure 1.
Cell viability of HepG2
cells measured by MTT
assay



roskopu, a rezultati odgovaraju rezultatima MTT
testa (slika 3). Na snimcima se uoèava statistièki
znaèajan pad vijabiliteta grupe æelija tretiranih
ekstraktom koncentracije od 5 mg/mL u odnosu
na kontrolu, dok je kod koncentracija 0.5 mg/mL
i 0.05 mg/mL vijabilitet pribli�no isti.

Diskusija i zakljuèak

HCC je primarni maligni tumor jetre. Zbog
napretka oboljenja koja uzrokuju HCC, broj
osoba koje boluju je u porastu. ER se nalaze na
membranama æelija velikog broja tumora, pa
tako i na æelijama karcinoma cerviksa i HCC. Sa
napretkom tumora kod æelija HCC dolazi do po-
rasta broja ER na membranama, dok kod karci-
noma cerviksa dolazi do njihovog gubitka. U
poslednje vreme ispituju se antitumorska dejstva
mnogih agenasa, ali nijedan se nije pokazao
dovoljno efikasnim, te se i dalje traga za naj-
boljim.

Vijabilitet je odreðen MTT testom i preds-
tavljen je kao odnos �ivih æelija i netretirane ko-
ntrole (100%). Pri tretmanu ekstraktom lignana
koncentracije 5 mg/mL i kod HeLa i kod HepG2
dolazi do statistièki znaèajnog pada vijabiliteta
(60% kod HepG2 i 39% kod HeLa). Pri tret-
manima ekstraktom koncentracija 1 mg/mL i 0.5
mg/mL dolazi do porasta vijabiliteta koji je kod
HepG2 statistièki znaèajan, a kod HeLa nije
(130% kod HepG2, a nešto ispod 110% kod

HeLa, za obe koncentracije). Pri tretmanu eks-
traktom koncentracije 0.05 mg/mL kod HepG2
dolazi do statistièki znaèajnog pada, a kod HeLa
dolazi do porasta vijabiliteta koji nije statistièki
znaèajan (koji iznosi 86% kod HepG2 i 108%
kod HeLa).

Na osnovu MTT testa mo�e se primetiti da re-
zultati nisu isti za HepG2 i HeLa æelije. Ovim se
mo�e zakljuèiti da ekstrakt ima razlièite meha-
nizme dejstva na ove tipove æelije. Razlika u dej-
stvu mo�e se pripisati i razlièitom broju ER na
membranama ova dva tipa æelija. HeLa æelije go-
tovo i da nemaju ER na svojim membranama,
dok je broj ER na HepG2 æelijama veliki (Lei et

al. 2002; Moutsatsou 2007).
Rezultati MTT testa na HeLa æelijama slièni

su rezultatima bojenja PI/DAPI. Pri tretmanu
ekstraktom koncentracije 5 mg/mL dolazi do sta-
tistièki znaèajnog smanjenja broja æelija. Na ovoj
populaciji æelija primeæuje se fragmentacija
DNK u jedru, što ukazuje da je veliki broj apo-
ptotièan. Pri tretmanima ekstraktom u koncen-
tracijama 1 mg/mL, 0.5 mg/mL i 0.05 mg/mL ne
dolazi do smanjenja broja æelija, veæ suprotno
dolazi do porasta broja æelija u odnosu na kon-
trolnu grupu. Meðutim, na snimcima uzoraka
tretiranih koncentracijama ekstrakta od 0.5
mg/mL i 0.05 mg/mL primeæena je poèetna faza
fragmentacije DNK, što ukazuje da su populacije
ovih æelija zapoèele apoptozu (programirana æe-
lijska smrt). Primeæeno je da pad vijabiliteta ima
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Slika 2.
Vijabilitet HeLa æelija
odreðen MTT testom

Figure 2.
Cell viability of HeLa
cells measured by MTT
assay
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Slika 3. Snimak HeLa æelija, tretiranih ekstraktom lignana, na konfokalnom mikroskopu

Legenda: A – PI bojenje; B – DAPI bojenje; C – preklopljena slika PI i DAPI bojenja; K – kontrolna grupa;
T0.05 – grupa æelija tretiranih koncentracijom ekstrakta 0.05 mg/mL; T0.5 – grupa æelija tretiranih
koncentracijom ekstrakta 0.5 mg/mL; T5 – grupa æelija tretiranih koncentracijom ekstrakta 5 mg/mL.

Figure 3. Recording of HeLa cells treated with lignan extract on confocal microscope

Legend: K – control group; T0.05 group of cells treated with extract concentration of 0.05 mg/mL; T0.5 group of
cells treated with extract concentration of 0.5 mg/mL; T5 group of cells treated with extract concentration of 5
mg/mL.



dozno-zavisni efekat. Iz rezultata dobjenih ovim
istra�ivanjem mo�e se videti da tip æelijske smrti
pri tretmanu od 5 mg/mL ne odgovara apoptozi,
te bi to trebalo dodatno ispitati.

Iz navedenih rezultata mo�e se zakljuèiti da
ekstrakt lignana u koncnentraciji 5 mg/mL ima
jako antiproliferativno dejstvo na oba tipa æelija.
Pad vijabiliteta ima dozno-zavisni efekat.
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Jovan Trapariæ

Antitumor Activity of Lignans
in HepG2 and HeLa Cells

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most
common malignancy of liver. Pervious research
has shown that estrogen has an important role in
pathogenesis HCC. HCC cells unlike hepato-
cytes have increased the number of estrogen re-
ceptors (ER) in cell membranes. Beside HCC,
cervical carcinoma cells have ER too. Cervical
carcinoma is malignancy of the cervix. Research
has shown that estrogen plays an important role
in the inhibition of apoptosis of cervical carci-
noma cells. Beside estrogens, phytoestrogens
can bind to ER. Phytoestrogens are substances
which have a hormonal effect but their effect is
weaker than the effect of estrogen. Phytoestro-
gens can exhibit estrogenic or antiestrogenic ac-
tivity and it depends on the quantity of binded
estrogens to ER. If the quantity is less, then
phytoestrogens will exhibit estrogenic activity.
Otherwise they will exhibit antiestrogenic activ-
ity. There are two classes of phytoestrogens –
isoflavones and lignans. Flaxseed is the richest
source of lignans (Lei et al. 2002). The aim of this
paper was to explore antitumor effect of lignan
extracted from flaxseed (Linum usitatissimum)
on HCC and cervical cancer.

Ethyl-acetate extract of lignan was made
from flaxseed. All tests were made on HepG2
cells as cell lines of HCC and HeLa cells as cell
lines of cervical carcinoma. Cells were cultivated
in RPMI media and distributed into five groups,
control group and four experimental groups. Ex-
perimental groups were treated with different
concentrations of the extract, 5, 1, 0.5 and
0.05 mg/mL. Cells have been treated after 20
hours. Cell viability was measured with MTT as-
say. Analysis of cell cycle was performed after
propidium-iodide (PI) and DAPI staining. Via-
bility has been measured in regard to control
which had 100% viability.

This research showed that lignan extracts has
strong antitumour effect on both cell lines at hig-
hest concentration (5 mg/mL). Higher concentra-
tion of extract has stronger antitumor effect. It
has been noticed that cell death mechanism after
treatment with concentration of 5 mg/mL is not
apoptosis.
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