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C i l j e v i projektne usluge i p r i m e n j e n a metodologi ja 

Origano j e aromaticna b i l j k a g iroko rasprostranjena na M e d i t e r a n u i u A z i j i . U l j e or igana sadrzi koncentrisane 
pr i rodne bi l jne produkte k o j i m a se p r i p i s u j u bro jne bioloske a k t i v n o s t i kao i povo l jno dejstvo na l judsko 
zdravl je kod r a z l i c i t i h infekci ja i os labl jenog i m u n s k o g sistema. N o v i j e studi je su pokazale da osnovne 
komponente ko j ima se pr ip isuje ant i -bakter i j ska , ant i - in f lamatorna i ant ioks idat ivna akt ivnost jesu k a r v a k r o l i 
t i m o l . N a nasem trz iSt postoje r a z l i c i t i pro izvodac i esencijalnog ul ja or igana, a n j ihov efekat ce zavis i t i od 
sadrzaja supstanci koje su odgovorne za pomenute bioloske a k t i v n o s t i i povo l jno dejstvo na l judsko zdravl je . 
S ' toga ci l j o v o g istraz ivanja jeste da i sp i ta ant i - inf lamatorni i a n t i o k s i d a t i v n i efekat ul ja divl jeg origana 
( U D O ) Origanum minutiflorum brenda P r o b o t a n i c (preduzeca B a l t i k J u n i o r doo.) na n i v o u ekspresije 
p ro in f l amatorn ih gena i meren jem nivoa unutarce l i j skog oks ida t i vnog stresa koriScenjem in vitro model 
sistema. 

Esencijalno ulje d i v l j e g or igana (Probotanic ) j e najpre potpuno rastvoreno u d imet f l sulfoksidu ( D M S O ) kako 
b i moglo da bude korisceno za t r e t m a n celija i kao takvo j e korisceno u s v i m eksperimentima. Ispit ivanja a n t i -
in f lamatornog i a n t i o k s i d a t i v n o g efekta U D O su vr§ena na n o r m a l n i m h u m a n i m b r o n h i j a l n i m ep i te l i ja ln im 
celijama, B E A S - 2 B cel i jskoj l i n i j i . Na jpre j e ispitana c i totoksicnost r a z l i c i t i h koncentrac i ja U D O na celijama i 
odredena j e necitotoksicna doza koja j e pr imen j ivana u s v i m eksper imentima. O p t i m i z o v a n i su uslovi za 
ispit ivanje a n t i - i n f l a m a t o r n o g dejstva U D O na B E A S - 2 B celijama, u k o j i m a j e inflamacija st imulisana 
l ipopol isaharidom (LPS), meren jem ekspresije gena p r o i n f l a m a t o r n i h c i tok ina , i n t e r l e u k i n a ( I L ) l b , I L 6, I L 8, 
faktora tumorske nekroze ( T N E ) i monoc i t hemoatraktant prote ina ( M C P ) 1, R T - P C R (real -t ime PCR) 
metodom. O p t i m i z o v a n i su us lov i za analizu ant i oks ida t ivnog dejstva U D O na celi jama, nakon st imulaci je 
oks idat ivnog stresa vodon ik peroks idom (Hi^O^), meren jem fluorescencije d ih lorod ih idro f luoresc in diacetatom 
( D C F - D A ) . Dob i j en i r e z u l t a t i su pr ikazan i g r a f i c k i i u tabel i . 

1. G a j e n j e B E A S - 2 B ce l i ja 

B E A S - 2 B celije (ATCC® CRI^9609™) su gajene u k o m p l e t n o m m e d i j u m u k o j i se sastoji od R P M I 1640 
medi juma (Sigma), 10% seruma (Gibco) , 100 U / m l pen i c i l l in i 100 p g / m l s t r e p t o m y c i n (Gibco) i inkubirane na 
37°C u 5% CO^ Celije su pasazirane sa 0,025% t r i p s i n o m (Gibco) p r i kon f luentnos t i od <95%. U sv im 
eksperimentima su koriscene celije koje su bile 60 -80% konf luentne. 
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2. Odredivanje c i t o t o k s i c n o s t i P r o b o t a n i c ul ja d iv l jeg origana ( U D O ) m e r e n j e m oslobadanja laktat 
dehidrogenaze ( L D H ) 

U D O (Probotanic) j e najpre po tpuno rastvoreno u D M S O i kao takvo j e korisceno u s v i m eksperimentima. 
Kao negativna k o n t r o l a t r e t m a n a sa U D O koriScen j e <0,04'% D M S O . 

2x10* B E A S - 2 B celija j e zasadeno j e d a n dan pre eksperimenta. Celije su t r e t i r a n e sa 100-0,1 f i g / m l U D O i 
l O O n g / m L LPS-a (Sigma) 24h, i sa 300 p M v odon ik peroks idom (H^Oa) ( M e r c k ) 3h u t r i p l i k a t u . N a k o n toga 
m e d i j u m j e sakupljen za merenje a k t i v n o s t i L D H . A k t i v n o s t L D H j e merena C y Q U A N T L D H C y t o t o x i c i t y 
Assay K i t - o m ( I n v i t r o g e n ) prema u p u t s t v u proizvodaca na "plate reader" -u ( In f i fn i te M u l t i m o d e Reader 
Tec an). 

Z a k l j u c a k : U D O p r i koncentrac i j i od 100 p g / m l j e b i lo c i totoks icno , dok manje koncentraci je od 10-0,1 

p g / m l n isu bile c i totoksicne ( < 5 % ) . Rezu l ta t i su pr ikazan i na Slici 1. U d a l j i m i sp i t ivan j ima koriscena j e doza 

od 10 (4 .g /ml U D O . Pr imenjene koncentraci je LPS-a i H^Oo n isu b i le c i totoksicne (Slika l ) . 
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Sl ika I . C i to toks i cnost U D O , LPS-a i H.iO.2 na BEAS-SB celijama. 
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3. I spit ivanje ant i - in f lamatornog efekta P r o b o t a n i c U D O na B E A S - 2 B c e l i j a m a s t imul isanim L P S - o m 
R T - P C R metodom 

3.1 T r e t i r a n j e ce l i ja U D O i izolovanje R N K 

2x10'^ B E A S - 2 B celi ja j e zasadeno j edan dan pre eksperimenta. Sutradan Celije su pre tre t i rane sa 10 p g / m l 
U D O 4-0 m i n u t a , a z a t i m j e u m e d i j u m dodato 100 n g / m L LPS-a i l i celije su p re t re t i rane sa D M S O - o m i 
stimulisane sa 100 n g / m L LPS-a (kontro la ) . N a k o n 24'h celije su l i z i rane i izolovana j e R N K koriscenjem 
Rneasy M i n i K i t - a (Qiagen) prema u p u t s t v u proizvodaca. Pr inos i k v a l i t e t izolovane R N K su mereni na 
N A N O V U E aparatu (GEHeal t care ) . Eksper iment j e ponovl jen t r i puta nezavisno. 

3.2 S inteza c D N A 

Izolovana R N K je koriscena za s intezu c D N K kor iscenjem High -Capac i ty c D N A Reverse T r a n s c r i p t i o n K i t - a 
(Thermof isher) prema u p u t s t v u proizvodaca. 

3.3 K v a n t i t a t i v n i R T - P C R 

N i v o ekspresije p r o i n f l a m a t o r n i h c i t ok ina j e odreden k v a n t i t a t i v n i m R T - P C R - o m kori§cenjem sintetisane 
c D N K . Ekspresije gena I L 1, I L 6, I L 8, T N F i M C P 1, kao i G A P D H kor i^cenog kao endogena kontro la , u 
B E A S - 2 B celijama p r e t r e t i r a n i m U D O i i n d u k o v a n i m L P S - o m , merena j e T a q M a n esejima (Thermof isher ) 
prema uputs tvu proiz\odaCa na Real T i m e P C R System 7500 aparatu (App l i ed Biosistems). Relati\na 

ekspresija gena j e k v a n t i f i k o v a 2 metodom. Svaki eksperiment j e anal iz iran u t r i p l i k a t u . 

Z a k l j u c a k : T r e t m a n B E A S - 2 B Celija sa L P S - o m j e doveo do povecanja ekspresije gena svih pracenih 
pro in f lamatorn ih c i tok ina os im I L l b gde j e uoceno blago smanjenje (Slika 2) (Tabela l ) . Pre t re tman celija sa 
U D O doveo j e do smanjenja efekta st imulaci je inflamacije L P S - o m pracenog smanjenjem ekspresije sv ih 
anal iz iranih p r o i n f l a m a t o r n i h c i t ok ina u poredenju sa k o n t r o l o m , t j . t r e t m a n o m sa D M S O - o m t LPS-om. 
Probotanic U D O dovodi do smanjenja ekspresi je proinf lamatornih c i t o k i n a , I L l b , I L 6, I L 8, T N F i 
M C P 1 u B E A S - 2 B ce l i jama u k o j i m a j e inf lamaci ja indukovana L P S - o m . Rezu l ta t i su pr ikazani na Slici 2 
i u T a b e l i 1. 
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Slika 2. Re lat ivna ekspresija gena p r o i n f l a m a t o r n i h c i tok ina u B E A S - 2 B celi jama t r e t i r a n i m U D O i 
s t i m u l i s a n i m L P S - o m . 

Tabela l . Re lat ivn i n ivo ekspresije m R N A gena p r o i n f l a m a t o r n i h c i tok ina u B E A S - 2 B celijama t r e t i r a n i m 
U D O i s t imul i san im L P S - o m . 

I L l b I L 6 I L S T N F M C P 1 
kontro la 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 
L P S 0,90±0,35 3,81+0,41 9,10+1,48 16,51±1,63 4,08+0,17 
U D O + L P S 0,64±0,09 3,22±0,39 4,82+1,08 10,87+2,45 2,82+0,40 

4. I spit ivanje a n t i o k s i d a t i v n o g efekta P r o b o t a n i c U D O na B E A S - 2 B ce l i jama s t imul isanim H^O^ 

merenjem f luorescencije D C F - D A 

D C F - D A j e supstanca koja j e podlozna oksidaci j i sto j e praceno emis i j om fluorescencije koja se moze m e r i t i , 
tako da porast fluorescencije odrazava povecani n ivo oks ida t ivnog stresa u ce l i i j i . 2x10* B E A S - 2 B c e l i j a ^ 
zasadeno dan pre eksperimenta. Sutradan celije su t r e t i rane sa 10 f t g / m l U D O i l i sa D M S O - o m (kontro la) K 
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24h. N a k o n toga m e d i j u m j e uk lon jen i na celije j e dodat 10 D C F - D A (Sigma) i i n k u b i r a n 30-4-0 m i n u t a na 
S7°C. Celije su za t im oprane PBS-om (fosfatni pufer) , i t r e t i rane sa 100 i l i 300 p M HyOa kako b i doslo do 
indukci je oks idat ivnog stresa.. O d m a h z a t i m vrSeno j e merenje fluorescencije D C F - D A emis i jom na 530 n m i 
ekscitaci jom na 485 n m u t r a j a n j u od 3 sata na svakih 5 m i n u t a na "plate reader"-u ( In f i fn i te M u l t i m o d e 
Reader Tecan). Rezu l ta t i su obradeni tako sto j e za svaki c iklus merenja racunata srednja vrednost, a z a t i m su 
sve srednje vrednost i 36 c iklusa merenja sumirane. Fluorescenci ja j e izracunata oduzimanjem vrednost i 
blanka, negativne kont ro l e , od vrednos t i dob i jen ih za t r e t m a n U D O i k o n t r o l u . Rezultat i re lat ivne 
fluorescencije D C F - D A u B E A S - 2 B celi jama p r e t r e t i r a n i m sa U D O i s t i m u l i s a n i m HaO^su prikazani re la t ivno 
u odnosu na k o n t r o l u ( p r e t r e t m a n sa D M S O i s t imulac i ja sa H-iOo). Eksper iment j e ponovl jen dva puta 
nezavisno u k v a d r i p l i k a t u . 

Z a k l j u c a k : N i v o oksidacije D C F - D A k o j i j e izmeren oc i tavanjem fluorescencije u B E A S - 2 B celijama 
p r e t r e t i r a n i m sa U D O i s t i m u l i s a n i m H-zOo b io j e n i z i u odnosu na k o n t r o l n e uzorke k o j i su b i l i t r e t i r a n i sa 
D M S O - o m i HgO ;̂. N i v o o k s i d a t i v n o g stresa u celijama koje su t re t i rane sa 100 p M H2O2 bio j e n i z i za oko 
25%, a u t r e t i r a n i m sa 300 p M H2O2 oko 2 0 % u odnosu na kontro le . P r e t r e t m a n ce l i ja sa Probotanic U D O 
j e doveo do smanjenja u n u t a r c e l i j s k o g oks idat ivnog s tresa i zazvanog vodonik peroksidom. Rezul tat i su 
prikazani na Slici 3 i u T a b e l i 2. 
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Slika 3. Relat ivna fluorescencija D C F - D A u B E A S - 2 B cel i jama t r e t i r a n i m U D O nakon st imulaci je 
o k s i d a t i v n o g stresa sa H^O-i pr ikazana u odnosu na k o n t r o l u ( D M S O i H2O2). 

Tabela 2. Re lat ivn i f luorescencija D C F - D A u B E A S - 2 B celi jama p r e t r e t i r a n i m U D O i l i D M S O - o m nakon 
stimulaci je oks idat ivnog stresa sa H^O^. 

kontrola DMSO 
+ H2O2 100 nM 

UDO lO^g/mL 
+ Hy02 100 fiM 

kontrola DMSO 
+ 300 

UDO lO^ig/mL 
+ H2O2 300 

Relativna fluorescencija D C F - D A , % 100,00 75,15±5,26 100,00 79,32+9,45 

Beograd, 30. 09.2020. Podnosilac izvestaja 

D r M a r i j a Stankovic 
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