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1. Bevezetés

A novényi illdolajok hasznalatara mar az 6kortdl kezdve szamos
bizonyiték all rendelkezésiinkre. A kdzépkorban a vallasi életben
betoltott szerep mellett mar a jarvanyok elleni védekezés, illetve laz,
fejfajas és kohogeés csillapitasa is felkeriilt a lehetséges felhasznalasi
modok kozé [Burt 2004]. Mivel napjainkban egyre nagyobb
népszeriiségnek Orvendenek a természetes gydgymoédok, igy az
illoolajok iranti érdekldédés is tjra fellendiilt. Tobbségiiket a
tradicionalis felhasznalas, az évek soran Osszegyllt tapasztalatok
alapjan alkalmazzak, azonban ahhoz, hogy az illdolajokat kelld
hatékonysaggal és biztonsaggal hasznalhassuk, nélkiilozhetetlen az €16
szervezetre gyakorolt hatasuk alapos megismerése.

Az illdolajok alkalmazdsa a megfazas ¢és mas léguti
megbetegedések esetében is egyre nagyobb teret hodit a lakossag
korében, akar 6nalldan vagy a gydgyszeres terapia kiegészitojeként. Az
olyan légiti megbetegségek, mint a kronikus obstruktiv tiidobetegség
(COPD), az alsoléguti fertozések és a légutakat érintd rakos
megbetegedések, mind vezetd helyet foglalnak el a leggyakoribb halalt
okozd betegségek listajan [WHO], halalozasi ardnyuk nd, még a
kezelési lehetdségeikben tortént elorelépések ellenére is. A legtobb
esetben ezek a betegségek akut vagy kronikus 1éguti gyulladassal is jard
folyamatok, a gyulladasos allapotok hagyomanyos gyogyszeres
terapiaja pedig a szteroid (SAID) és nem-szteroid gyulladascsokkentok
(NSAID) alkalmazasan alapul. A szteroid gyulladascsokkenték (pl.
glilkokortikoidok) alkalmazasa ebben az indikdcidban mar vitatott,
mivel szamos mellékhatassal (pl. csontritkulds, anyagcserezavarok)
jarhatnak [Schicke et al. 2002]. A nem szteroid gyulladascsokkentok
(pl. aszpirin, ibuprofen, diklofenak) hosszan tart6 alkalmazasa pedig
gyomor-bélrendszeri, sziv-érrendszeri, maj-, Vvese-, agyi ¢és
tiidéproblémakat okozhat [Buchanan és Bellamy 1991, Bindu et al.
2020]. Eppen ezért sziikséges biztonsagosabb gyulladascsokkentd
szerek keresése, fejlesztése. Az illoolajok alkalmazasa a 1égutakat érintd
problémakban logikus 1épés, hiszen ilyen indikaciokban érvényesiil a
komponenseik illékonysaga, aminek kodszonhetden inhalalas utjan
konnyedén bejutnak a légutakba, igy lokalisan hathatnak. Per os vagy
szisztémas alkalmazast kovetéen pedig tobb  komponensiik
kivalasztodik a tiidében, igy akar késleltetett helyi hatas elérésére is
alkalmasak lehetnek. Komplex Osszetételiik tobbféle
tamadaspont/hatdsmechanizmus lehetdségét is adja, az egyre
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gyakrabban vizsgalt antibakterialis tulajdonsaguk példaul a léguti
fertdzések kezelése esetén lehet hasznos. In vivo gyulladascsokkentd
hatasuk kevésbé ismert, kevés allatkisérletes és human adat all
rendelkezésre, viszont az eddigi eredmények alapjan a léguti
megbetegedések megeldzésében, kezelésében, akar személyre szabott
terapidk kiegészitésében, a betegek életmindségének javitdsdban az
illoolajoknak is szerepiik lehet. Ezért is sziikséges a hatasuk és az
esetleges mellékhatasaik tanulmanyozasa. [Faleiro és Miguel 2013, Li
et al. 2022]

2. Célkitiizések

Kutatdémunkank soran a gyakorlatban gyakran el6fordulo, a
szakirodalom alapjan igéretes gyulladascsokkentd hatasa, illetve
mikrobioldgiai  kisérleteinkben antibakteridlis hatast illdolajok
gyulladascsokkentd hatasanak vizsgalatat terveztiik in vivo modszerek
alkalmazasaval a kovetkezok szerint:

o Kozforgalombol szarmazod illéolajok kémiai Osszetételének
meghatarozasa gazkromatografids vizsgalattal.

e Az inhalalt illoolajok hatasanak in vivo vizsgalata, illetve
hatasmechanizmusuk tanulmanyozasa endotoxinnal
(lipopoliszacharid, LPS) kivaltott akut légati gyulladas
allatmodelljében. A 1égzésfunkcios mérések mellett az allatokbol
gyljtott tlidomintak szdvettani vizsgalatat, mieloperoxidaz-
aktivitas ~ (MPO-aktivitdas) és  gyulladasos  citokinek
mennyiségének mérését is célul tliztiik ki.



3. Anyag és modszer

3.1. A kisérleti modell

Kisérleteinkben az endotoxin-indukalta tiidégyulladés
mechanizmusmodellt hasznaltuk. Minden vegyszert a Sigma-
Aldrich Kft-t61 (Budapest, Magyarorszag) szereztiink be.

3.1.1. Illoolajok

Kisérleteink sordn az allatok inhaldltatdsdra kdzforgalomban
beszerezhetd (Aromax Zrt.)

e citronellaolajat (anyanovény: Cymbopogon nardus, gyartasi
szam: E8912/1309),

e fahéjolajat (anyandvény: Cinnamomum zeylanicum, gyartasi
szam: H4991/1511),

e fenyGolajat (anyandvény: Pinus sylvestris, gyartasi szam:

69543/1509),

e kakukkfiiolajat (anyanovény: Thymus vulgaris, gyartasi szam:

H3981/1509),

o szegfliszegolajat (anyandvény: Eugenia caryophyllata, syn.

Syzygium aromaticum, gyartasi szam: J3481/1609) hasznaltunk.

Az illoolajokat a Herbaria gyogynovénylizletben vasaroltuk, és a
felhasznalasig, illetve a kiséreltek ideje alatt az el6irasoknak
megfelelden taroltuk.

A shirazi kakukkfliolajat (anyandvény: Zataria multiflora) a
novényi minta desztillacidjaval nyertiik:

A Zataria multiflora csomagolt, szaritott noévényi anyagat
(leveleit) 2018 tavaszan gyujtotték Shirazban (Irdn), és Younes
Ghasemi professzor (Gyogyszerészeti Iskola, Shiraz Orvostudomanyi
Egyetem) azonositotta. Az illdolajat vizgbézdesztillacidval nyertiik
2018-ban a Magyar Gyogyszerkonyvben talalhato kakukkfiiolaj
desztillacidjanak leirasa szerint [Ph.Hg.VII]. Egy desztillacidhoz 40,0 g
apritott (szemcseméret <0,8 mm, V. szita) szaritott levelet hasznaltunk
fel. Osszesen harom desztillacios eljarast végeztiink el, az egyes
desztillaciok iddtartama 3 ora volt. Az illdolaj-tartalmat volumetrikus
modszerrel mértik, ¢és a ndvényi anyagra vonatkoztatott
tomegszazalékban fejeztiik ki: a szaritott Zataria multiflora 2,5%
illoolajat tartalmazott.



3.1.2. Allatok

A projektben felnétt (10-18 hetes) ndstény egereket hasznaltunk
fel. A him egerekben nagyobb valoszintiséggel alakul ki stulyos LPS-
indukdlta tiidogyulladds, a ndstények esetében viszont kisebb a
mortalitas a protokoll folyaman [Chen et al. 2010, Helyes és Hajna
2012]. A hatasmechanizmus, ezen beliil a TRP-csatornak szerepének
meghatarozasa céljabol C57Bl/6, TRPA1 vadtipusu (wild type), TRPALI
génkiiitott (knockout), TRPV1 knockout, TRPV1/Al knockout
egértorzseket vontunk be a kisérletbe. Az egerek életkor €s tomeg
szerinti megoszlasa minden csoportban hasonlo volt, hogy elkeriiljiik az
ezekkel 0sszefliggd kiillonbségeket.

Az egereket a PTE AOK Farmakoldgiai és Farmakoterapiai
Intézet allathazaiban tartottuk 325%170 *140 mm-es ketrecekben, 24-
25°C-on, 12 oras sotét-vilagos ciklus mellett. Standard ragesalotapot és
ivovizet szabadon fogyaszthattak.

Az eurdpai (2010/63/EU iranyelv) és magyar (40/2013., II. 14.)
szabalyozasnak megfelel6 és a Nemzetkozi Fajdalomkutatd Szovetség
(IASP) ajanlésai szerint Osszedllitott kisérleti protokollokat a Pécsi
Tudomanyegyetem allatkisérletekkel foglalkozo6 Etikai Bizottsaga
engedélyezte (BA02/2000-26/2018).

3.1.3. Kisérleti protokoll

Kisérleteink soran az egereket négy, egyenként 8-10 elemszamu
csoportba osztottuk:
e PBS-PO: intratrachealis 60 ul PBS kontroll; inhalalt paraffinolaj
kontroll
e LPS-PO: intratrachealis 60 ul LPS / PBS; inhalalt paraffinolaj
kontroll
e PBS-IO: intratrachealis 60 pl PBS kontroll; inhalalt ill6olaj
e LPS-IO: intratrachealis 60 ul LPS / PBS; inhalalt illoolaj
Két csoport haromszor (0., 4. és 24. draban) 30 percig a vizsgalt
illoolajat kapta szaraz inhalaltatassal, ketté kontrollként paraffinolajat.
Az inhalaltatashoz egy 33,5 x 19 x 12 cm-es zart dobozba helyeztiik az
allatokat. A szaraz inhaladlas modellezéséhez 2 csepp illdolajat
cseppentettiik a doboz tetejének belsd feléhez rogzitett 8§ cm atmérdji
szlir6papirkorongra. A maximalis illdolaj-koncentracio a 1égtérben 6,55
pl/1-re kalkulalhato.
Két csoport (intraperitonialis 100 mg/kg ketamin és 5 mg/kg
xilazin) altatasban, egerenként 60 pul LPS-t (167 pg/ml, steril PBS-ben
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oldva), a két masik csoport kontrollként 60 ul oldészert, PBS-t kapott
intratrachealisan. Az LPS-t a PTE AOK Orvosi Mikrobioldgiai és
Immunitastani Intézetében izolaltak Escherichia coli (083 szerotipus)
baktériumtenyészetbdl. Az intratrachedlis LPS adminisztracioval az
intranazalis adasnal is lokalizaltabb akut alséléguti gyulladast
idézhetiink eld, bar igy is el6fordulhatnak a szisztémas gyulladas
tiinetei, mint példaul ldz, szedacio, csokkent étvagy és sulycsokkenés
[Chen et al. 2010, Helyes és Hajna 2012].

Az LPS, illetve a tiszta PBS beadasa utan 24 draval mértiik a
légati paramétereket non-invaziv teljes test pletizmograffal, majd a
terminacio kovetkezett intraperitonealis ketamin-xilazin anesztéziaval.
A tiidéket kimetszettiik, a baloldali tiid6lebenyt 6%-0s formaldehidbe
helyeztiik szovettani feldolgozas céljabol. A jobboldalit két darabba
vagtuk, folyékony nitrogénnel lefagyasztottuk, és -80°C-on taroltuk
tovabbi (MPO és citokin) vizsgalatok céljabol.

3.2. Vizsgalati modszerek

3.2.1. Az illdolajok osszetételének analizise

Az illoolajok Osszetételének elemzésére leggyakrabban hasznalt
modszer a tomegspektrométer (MS) és a langionizacios detektor (FID).
El6bbit altaldban kvalitativ, utobbit kvantitativ mérésekhez preferaljak.
Mi a vizsgalatunkhoz szilard fazisG mikroextrakcios (SPME)
mintavétell  gazkromatografias  (GC)  eljardst  hasznaltunk
egykvadrup6lus tomegspektrométerrel (GC-MS) ¢és langionizacios
detektorral (GC-FID).

Statikus goéztéranalizis szilard fazisi mikroextrakcidval
(SHS-SPME): A mintakat 20 ml-es, szilikon/PTFE szeptummal lezart
headspace (HS) iivegben vizsgaltuk. A minta statikus géztéranalizise
szilardfazist mikroextrakcioval (sHS-SPME) tortént, CTC Combi PAL
(CTC Analytics AG, Zwingen, Switzerland) tipusu automata mintavevo
alkalmazasaval. A minta 5 perces 40°C-on végzett inkubalasa utan a 65
um filmvastagsagu StableFlex polidimetilsziloxan/karboxen/divinil-
benzol (CAR/PDMS/DVB) SPME szalat (Supelco, Bellefonte, PA,
USA) a minta gdzterébe juttattuk, az extrakciot 20 percig végeztiik
40°C-on, majd a gazkromatograf injektoraba vittiik, ahol a deszorbcio
250°C-on tortént, 1 percig. Az injektalas split modban tortént, 1:50 split
arannyal. Végiil a szalat nagy tisztasagu nitrogén gazban 250°C-on 15
percig tisztitottuk és kondicionaltuk.
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Gazkromatografia és tomegspektrometria (GC-MS, GC-
FID): A direkt folyadék injektalas soran 1 pul etanolban oldott illdolajat
(10ul/ml) juttattunk a késziilékbe. Az injektalas 250°C-on tortént, split
moédban, 1:50 split ardnnyal. Az analizist Agilent 6§90N/5973N GC-
MSD (Santa Clara, CA, USA) késziilékkel, Supelco SLB-5MS
kapilléaris kolonnan (30 m x 250 pm x 0.25 pm, GC-MS), és J&W
(Agilent) DB-5MS kapillaris kolonnan (25 m x 250 um % 0,25 pm; GC-
FID) végeztiik. A kolonna hémérséklete egy 3 perces izoterm szakasz
utan  60-250°C—ra emelkedett 8°C/perc sebességgel, a végso
hémérsekletet 1 percig tartottuk. A vivogaz nagy tisztasagu, 6,0 hélium,
az aramlasi sebesség 1,0 ml/perc (37 cm/s) volt, constant flow mddban.

A tomegspektrometrias detektalas quadrupole tomegszelektiv
detektorral (MSD) elektronionizacios modban (70 eV), teljes scan
modban (41-500 amu, 3,2 scan/s) tortént.

A langionizaciés detektor (FID) hémérséklete 300°C, volt, a
hélium (He) aram 30ml/perc, a szintetikus levegé aram 400,0 ml/perc
volt. Makeup gazként nitrogént hasznaltunk constant flow méddban, 25
ml/perc aramlasi sebességgel.

Az adatokat MSD ChemStation D.02.00.275 software (Agilent)
segitségével értékeltik ki. A komponensek azonositdsa soran a
retencios adatokat és tomegspektrumokat standardok és a NIST 2.0
konyvtar adataival hasonlitottuk 0Ossze, a szazalékos értékelést
teriiletnormalizacioval végeztiik.

3.2.2. Légzésfunkcié mérése

A légzésfunkcios paramétereket teljestest pletizmograffal (Buxco
Europe Ltd, Winchester, UK) mértiik 24 6raval az LPS beadasa utan
éber, szabadon mozgd allatokon. A Penh méréséhez az alapvonalat 50
pl  fiziologias sooldat porlasztasa kozben vettik fel. A
bronchokonstrikciot a kolinerg agonista karbakol oldatanak (50 pl/egér,
11,0 és 22,0 mM fiziologias sooldatban) 2 perces porlasztasaval
valtottuk ki. A porlasztasokat 15 perces mérési periodusok kovették.

A vizsgalt paraméterek:
frekvencia (f),

1égzési térfogat (TV),
percventillacio (MV),
relaxacios id6 (RT),
belégzési id6 (Ti),
kilégzési id6 (Te),



. maximalis belégzési aramlas (PIF),
. maximalis kilégzési aramlas (PEF),
o Penh (Enhanced Pause).

A Penh egy kalkulalt paraméter, a szoftver az alabbi képlet
alapjan szamolja:
kilégzési id6 / relaxécids id6 - 1
max. kilégzési aramlas / max. belégzési aramlas

Ez az érték korrelal az elterjedt invaziv technikaval 1élegeztetett allaton
mért 1éghti hiperreaktivitassal [Helyes et al. 2009].

3.2.3. Szovettani értékelés

A 6 %-os pufferolt formalinban fixalt, paraffinba agyazott
tiidémintakb6ol mikrotommal 5-7 um vastagsagt metszeteket
készitettiink, majd hematoxilin-eozin (HE), valamint a nyaktermeld
sejtek lathatova tételéhez perjodsav-Schiff (PAS) festést végeztiink. Az
elkésziilt metszeteket fénymikroszkoppal szemikvantitativ
pontrendszer alapjan értékeltiik patologus kolléga segitségével. Minden
tiidomintdbol 3 mélységbdl készitettiink metszeteket, és ezeket
atlagoltuk.

A kovetkez6 paraméterek keriiltek pontozasra:
perivaszkularis 6déma (0-3),
perivaszkularis/peribronchialis granulocita infiltracio (0-3),
nyaktermel6 kehelysejtek (goblet-sejtek) hiperplaziaja (0-2) és
alveolaris makrofag infiltracio (0-2) [Zeldin et al. 2001].

3.2.4. Mieloperoxidaz-aktivitas meghatarozasa

s

kvantitativ markere a mieloperoxidaz (MPO) enzim aktivitasa, ennek
meghatarozasahoz a -80°C-ra fagyasztott tiidomintékat hasznaltuk fel.
A felengedett és lemért, de folyamatosan jégen tartott, foszfat pufferben
homogenizalt mintakbol centrifugalas utan letapadt pellet tartalmazza
az MPO-t. Ezt az iledéket HT AB-0s pufferoldattal (0,5%-0s hexadecyl-
trimetilammoénium-bromid foszfatpufferben) homogenizalva, majd
centrifugalas utan a tiszta feliiliszot gyijtve kaptuk meg a mérhetd,
megfeleléen  eldkészitett és  tisztitott mintdkat. A mintak
mieloperoxidaz-aktivitasat tetrametilbenzidin-dihidroklorid (TMB,
foszfatos citratos pufferben oldva) reagens és hidrogén-peroxid
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segitségével mértikk spektrofotometrias modszerrel, plate-reader
(Labsystems) alkalmazasaval 620 nm-es hulldmhosszon, két mérési
ponttal, 5 perc eltéréssel. Standardként human leukocitakbdl szarmazo
MPO-t (Sigma ,,MPO from human leukocytes”) hasznaltunk.

A szintelen tetrametil-benzidin protondonorként vesz részt a
reakcioban, amely soran els6 1épésben kék (cstics 370 és 652 nm-en),
majd a masodik oxidacio soran sarga (cstics 450 nm-en) szinli termék
képzodik [Josephy et al. 1982].

A két parhuzamos mérés optikai denzitas atlagaival szamolva, a
két mérési ponton mért értékek kiilonbségét, vagyis az optikai denzités
valtozasat (ndvekedését) Osszevetve a standard mintabol szamolt
kalibracios gorbével, megkaptuk az [egys€g MPO/ml] értékeket. A
higitas és a szovetstlyok segitségével szamoltuk ki az egy grammra juto
MPO-aktivitast.

3.2.5. Gyulladasos citokinek meghatarozasa

A -80°C-ra fagyasztott tlidészovetmintak masik részét
felengedtiik és lemértiik, majd azonnal hideg PBS-be helyeztiik, amely
0,01% fenil-metanszulfonil-fluorid (PMSF) proteaz inhibitort
tartalmazott, és folyamatosan jégen tartottuk ¢ket. Homogenizalas és
centrifugalas utan a tiszta feliiliszot gyijtve kaptuk meg a mérhetd,
megfeleléen elokészitett és tisztitott mintakat. Ezeket hasznalva
Luminex Multiplex Immunoassay-t végeztiink személyre szabott
Milliplex egér citokin/kemokin magneses gyongy panellel (Milliplex
Mouse Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel, Millipore) a
kovetkezd citokinek/kemokinek fehérjekoncentracidinak
meghatarozasahoz:

e interleukin-1béta (IL-1p);

e interleukin-6 (IL-6);

e kemokin (C-X-C motif) ligandum-1 (CXCL1), mas néven
keratinocita kemoattraktans (KC);

e kemokin (C-C motif) ligandum-2 (CCL2), mas néven monocita
kemoattraktans protein 1 (MCP-1);

e kemokin (C-X-C motif) ligandum-2 (CXCL2), mas néven
makrofag gyulladasos fehérje-2 (MIP-2); és

e tumor nekrézis faktor alfa (TNF-a).

A hat analitot egyidejlileg detektaltuk egy 96 cellas lemezen.
Minden mintat higitatlanul, vakon és két parhuzamossal teszteltiink. A

hasznalati utasitas alapjan a hat antitesttel bevont gyongypopulécio
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keverékét adtuk a lemezhez 25 pl/cella mennyiségben a standardokkal
¢és a kontrollokkal egyiitt a kijelolt cellakba. Egy éjszakan at 4°C-on
végzett inkubalast kovetden a lemezt haromszor mostuk kézi magneses
lemez segitségével. Mosas utdn cellanként 25 pl detektdlé antitest
oldatot adtunk hozza, és 60 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk 500
fordulat/perc razatassal. A kovetkezd mosési 1épések utan 25 pl/cella
sztreptavidin-fikoeritrin (SAPE) oldatot adtunk hozza, és 30 percig
szobahOmérsékleten, razatva inkubaltuk. Haromszori mosas utan 150
ul/cella drive puffert adtunk a lemezhez, és az assay-t Luminex MagPix
(Merck Hungary Kft., Budapest, Magyarorszag) késziiléken olvastuk le.
Otvaltozds regresszids gdrbét hasznaltunk az dsszes analit standard
gorbéinek szerkesztéséhez Belysa 1.1 szoftverrel, a gyongydk median
fluoreszcencia intenzitasat elemezve. Az eredményeket pg/mg-ban
adtuk meg.

3.2.6. Statisztikai értékelés

A statisztikai analizis GraphPad Prism Version 8.01 programmal
tortént. A léguti paraméterekre, az MPO-aktivitisra és a
citokinszintekre egy-, illetve két-utas varianciaanalizist (ANOVA)
végeztiink Bonferroni, illetve Tukey poszt teszttel. A hisztopatologiai
pontozas statisztikai elemzését Kruskal-Wallis analizissel, Dunn teszttel
végeztiik. Minden esetben a p<0,05 értéket fogadtuk el szignifikansnak.
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4. Eredmények

4.1. A vizsgalt illoolajok kémiai dsszetétele

Az illéolajokban el6forduldé komponensek szazalékos aranyait
gazkromatografias analizis segitségével allapitottuk meg.

A citronellaolajban legnagyobb mennyiségben citronellal
(36,2%), geraniol (25,3%) ¢és citronellol (13,6%) voltak a
fokomponensek. A fahéjolaj fékomponensének a varakozasoknak
megfeleléen a fahéjaldehid (74,0%), mig a szegfliszegolajnak az
eugenol (88,6%) bizonyult. A fenydolaj fobb Osszetevdi az a-pinén
(39,4%), a limonén (14,3%) és a p-pinén (11,0%) voltak. A
kakukkfiiolaj és a shirazi kakukkfiiolaj esetében is a timol (46,3% és
53,6%) a legmagasabb aranyban jelen 1évé komponens, bar a
kakukkfiiben a p-cimol (22,1%), a shirazi kakukkfiiolajban viszont a
karvakrol (30,9%) volt még jelen nagyobb mennyiségben.

srer

4.2.1. A vizsgalt illéolajok hatasa a 1égzésfunkciés paraméterekre

A teljestest pletizmograf szamos légzésfunkcidos paraméter

Az LPS-kezelés jelentdsen csokkentette a 1€gzés frekvenciajat, a
percventillaciot és a relaxacios idot, ellenben novelte a 1€gzési
térfogatot, a belégzési és kilégzési id6t, valamint a Kkilégzési
csucsaramlast 24 oraval a beadas utan, mikozben nem valtoztatta meg a
belégzési csticsaramlast. A 1éguti hiperreaktivitassal korrelalo Penh az
LPS-sel kezelt egerekben mar a kiindulasi méréskor jelentésen megnott,
és tovabb sulyosbodott a karbakol-inhalacio altal kivaltott
bronchokonstrikci6 hatasara.

A fahéj, fenys-, kakukkfli és szegfliszegolaj belélegzése is
szignifikansan csokkentette a karbakollal kivaltott talérzékenységet az
LPS-sel kezelt egerekben a negativ kontrollként hasznalt paraftinolajos
kezeléshez képest, mig a citronella- és shirazi kakukkfiiolaj tovabb
emelte, vagyis rontott a Penh értékein — az alapvonalnal a citronella
esetében ez a valtozas szignifikans is lett.

A citronella-, a fenyd- €s a shirazi kakukkfiiolaj szignifikansan
csokkentette a 1égzési térfogatot a paraffinolajjal kezelt LPS-t kapo
csoporthoz képest. A tobbi 1égzési paramétert tekintve viszont bar egyes
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illéolajok modositottak bizonyos értékeket, ezek a valtoztatdsok mar
nem voltak szignifikansak.

Az illoolajok inhalalasa a PBS-t kapo kontrollcsoportban csupan
egyetlen esetben befolyasoltak szignifikansan a légzésfunkciot: a
szegfliszegolaj emelte a relaxacios id6t. Ez az egyetlen illdolaj, és az
egyetlen paraméter a vizsgéalataink folyaman, ahol az illdolaj-inhalécio
szignifikansan befolyasolta a nem gyulladt kontrollcsoportot.

4.2.2. A vizsgalt illéolajok hatasa a szovettani paraméterekre

Az elkészitett tiidometszetek vizsgalata és a szemikvantitativ
hisztopatoldgiai pontozas alapjan a kehelysejtek Osszesen csak két
esetben, a paraffinolajjal és citronellaolajjal kezelt LPS-es csoportok
egy-egy tagjanak metszetén jelentek meg.

Az LPS beadéasa neutrofil granulocita és makrofag infiltraciot
valtott ki, amely jelent6s perivaszkuléris és peribronchidlis 6déma
kialakulasaval jart, és egyetlen metszeten kehelysejt hiperplaziaval.

Az inhalalt illéolajok a szemikvantitativ hisztopatologiai
értékelés egyik vizsgalt paraméterének esetében sem hatottak
szignifikansan a gyulladasra — ennek oka részben az egyedek kozt
megfigyelhetd nagy variabilitas, foként a citronella-, fenyos- és
szegfiiszegolaj esetében —, de lathato valtozasok eléfordultak. Az LPS
altal kivaltott jelentés 6démaképzddést megakadalyozta a kakukkfii-,
fenyo- és szegfiiszegolaj, ezekben a csoportokban mar nem névekedett
szignifikansan a megfelelo6 PBS-sel kezelt kontrollokhoz képest.
Ugyanez elmondhatd a perivaszkularis és peribronchidlis granulocita
infiltracié esetében a szegfiiszegolajrol, a makrofag akkumulacional
pedig a fahéjolajrol. A szdvettani elvaltozasok Osszpontszamanak
szignifikdns novekedését a fahéj-, kakukkfii- és szegfiiszegolaj is
hatékonyan megakadalyozta. A citronellaolaj nem befolyasolta a
pontozott hisztopatologiai elvaltozdsok mértékét, viszont mar a
kontrollcsoportban (a PBS-sel kezelt csoportban) is tobb esetben
bevérzéseket, illetve limfocitak megjelenését okozta, az LPS-sel kezelt
csoportjaban pedig enyhe kehelysejt-hiperplaziat figyeltiink meg a
metszeteken, illetve a granulocitdas gyulladas mellett fokozott
limfocitabedramlast és alveolaris destrukciot. A shirazi kakukkfiiolaj
esetében sajnos nem tortént szovettani értékelés (laborkoltdzés miatt a
mintak elvesztek).
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4.2.3. A vizsgalt illéolajok hatasa a mieloperoxidaz-aktivitasra

Az LPS hatasara a hisztopatologiai eredményeknek megfelelden
megemelkedett a — granulocita és makrofag aktivitassal korrelalo —
mieloperoxidaz-aktivitas.

Ezt a megemelkedett értéket meglepd modon egyediill a
kakukkfiiolaj csokkentette szignifikdnsan. A fahéj- és a shirazi
kakukkfiiolaj inhal4cidja nem befolyasolta, azonban a citronella-,
feny6- és szegfiiszegolaj hatasara is szignifikansan tovabb emelkedett.

4.2.4. A vizsgalt illéolajok hatasa a citokinexpresszidéra

LPS hatasara kialakuld gyulladdsban minden vizsgalt citokin,
illetve kemokin szintje szignifikansan megemelkedett.

Az inhalalt illoolajok koziil a fenyOolaj szignifikdnsan
sulyosbitotta az LPS-indukalta interleukin-1béta (IL-1B), mig a
kakukkfiiolaj a makrofag gyulladasos fehérje-2 szintjét (MIP-2). A
fahéjolaj esetében sajnos nem tortént citokinszint mérés (laborkdltdzés
miatt a mintak elvesztek).

4.3. A kakukkfiiolaj inhalaciéjanak hatasa TRPA1/V1, TRPA1
knockout egerekben

Kovetkezd Iépésként a legnagyobb gyulladascsokkentd
potenciallal rendelkezé illoolajat, a kakukkfiiolajat valasztottuk ki
tovabbi vizsgalatokra. A TRPA1 és TRPV1 génhianyos egerek
hasznélataval igyekeztiink megallapitani, vajon van-e szerepe a
hatasban a két ioncsatorna koziil legalabb az egyiknek.

A vizsgalatban résztvevo torzsek:

e TRPA1/V1** (WT, vadtipus) és a TRPA1/V1™ (KO, knockout)
e TRPAL** (WT, vadtipus) és a TRPA1” (KO, knockout)

4.3.1. A kakukkfiiolaj hatiasa knockout egerek légzésfunkcios
paramétereire

Teljestest pletizmograffal vizsgaltuk a kakukkfliolaj hatasat a
1égzésfunkciora a kiilonb6z6 egértorzsek, a TRPAL/V1 dupla knockout
és a szimpla TRPA1 knockout esetében. Utdbbi esetben a pletizmograf
késziilék nem vart meghibasodasa miatt sajnos csupan csoportonként
egy-egy allat paramétereit sikeriilt regisztralnunk. Ezekbdl a szimpla
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TRPA1 knockout 1égzésfunkcios eredményekbol természetesen igy
messzemend kovetkeztetéseket levonni nem lehet.

Az LPS-kivaltotta akut tiiddgyulladas jelentsen csokkentette a
légzési frekvenciat és a percventillaciot, valamint megnovelte a be- és
kilégzési idot mind az A1/V1 vadtipusu, mind az A1/V1 knockout
egerekben. A 1égzési térfogat, a relaxdcios id6, a maximalis be- és
kilégzési aramlds nem mutatott szignifikdns valtozast. A karbakollal
kivaltott koncentraciofiiggd bronchuskontrakciot a Penh-értékek
szemléltetik, és ez is szignifikansan novekedett az LPS hatdsara mind
mM) karbakol porlasztasa esetében, az A1/V1 vadtipusu és az A1/V1
knockout csoportok esetében hasonld mértékben. Az Al csoportok
esetében a csoportonkénti 1-es elemszam miatt a légzésfunkcids
eredményekkel sajnos nem lehet szamolni, viszont ebben az egy-egy
esetben az LPS hatasara csupan a be- és kilégzési idonél latszoédnak
hasonlo valtozasok, mint az A1/V1 csoportoknal. A Penh értékek
kevésbé emelkedtek meg az A1 vadtipusu csoportban, az Al knockout
egerekben pedig még kevésbé.

A kakukkfiiolaj inhalaltatasa nem befolyasolta szignifikdnsan az
LPS altal kivaltott valtozasokat, kivéve a Penh értékeit: az A1/V1
vadtipusi egerekben szignifikansan javitotta, az A1/V1 génhianyos
egyedekben ezzel -ellentétben szignifikansan rontotta a léguti
hiperreaktivitast karbakol mellett, ami utalhat arra, hogy a kakukkfiiolaj
hatasat a TRPA1 és/vagy a TRPV1 kozvetiti, vagyis a génhianyos
egerekben védo szerepe nem tud érvényesiilni.

43.2. A Kkakukkfiiolaj hatasa knockout egerek szovettani
paramétereire

A szdvettani vizsgalat €s a szemikvantitativ pontozas eredményei
szerint, az LPS beadasa perivaszkularis 6déma kialakulasat idézte eld
diffaz  granulocita infiltracioval, valamint perivaszkularis ¢és
peribronchialis gyulladast és aktivalt mononuklearis sejtek infiltraciojat
mind a A1/V1 vadtipusu, mind a A1/V1 génhianyos egerekben, illetve
egy-egy metszeten a kehelysejtek hiperplaziaja is megfigyelhetd volt.
Hasonl6 eredményt mutattak az Al csoportok is LPS hatasara, bar az
Al knockout mar a PBS-sel kezelt kontrollcsoportban is Kkissé
emelkedett paramétereket produkalt.

A kakukkfiiolaj inhalacidja sem a perivaszkularis 6démaban, sem
a perivaszkularis és peribronchialis gyulladasban vagy a makrofagok
szamaban nem okozott szignifikdns valtozast, viszont enyhébb
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korszovettani képet eredményezett, amely a A1/V1 vadtipushoz képest
kevésbé volt hangsulyos az A1/V1 knockout esetében. Ugyanez lathato
az Al-es csoportokban is, bar az A1 knockout csoport eredményei nagy
egyedi véltozatossagot mutatnak, ¢és a kakukkfii a PBS-es
kontrollcsoportban is megemelte az értékeket.

4.3.3. A kakukkfiiolaj hatasa knockout egerek mieloperoxidaz-
aktivitasara

Az LPS az Al1/V1 és az Al csoportok esetében is mind a
vadtipust, mind a génhidnyos egerekben masszivan megndvelte a
mieloperoxidaz aktivitasat.

A kakukkfii az Al1/V1 vadtipusi egerek esetében
megakadalyozta az LPS altal kivaltott emelkedést, &m az Al1/V1
génhianyos egerekben mar nem fejtette ki ezt a jotékony hatast. Az Al
csoportok esetében a vadtipusban nem befolyasolta az LPS-hatast,
viszont a génkiiitott egerekben szignifikansan tovabb rontott az LPS
altal mar megemelt értéken.

4.3.4. A kakukkfiiolaj hatasa knockout egerek
citokinexpresszidjara

Az LPS-kezelés mind a hat vizsgalt gyulladasos citokin, illetve
kemokin szintjét megemelte mindegyik paraffinolajos
kontrollcsoportban, de ez a valtozas csak az interleukin-1béta (IL-1p),
a keratinocita kemoattraktans (KC) és a makrofag gyulladasos fehérje-
2 (MIP-2) esetében volt szignifikans.

Az A1/V1 csoportok esetében a kakukkfiiolaj a keratinocita
kemoattraktanson (KC) kiviil minden mért érték szintjét tovabb emelte
az A1/V1 vad csoportban, és ez a hatds még inkabb megfigyelhet6 az
A1/V1 génhianyos csoportban. Ezek koziil az interleukin-6 (IL-6) és a
makrofag gyulladasos fehérje-2 (MIP-2) szintjét is szignifikdnsan
jobban sulyosbitotta az A1/V1 génhianyos egerekben, mint az A1/V1
vadtipusban. Az Al csoportokban a kakukkf{i inhalalasa nem okozott
jelentds kiilonbségeket.
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5. Uj eredmények dsszefoglalasa, konklhizio

Napjainkban az illdolajok, ill6olaj-tartalmu készitmények, mint a
gyogyszeres terapia lehetséges kiegészitdi, illetve egyes esetekben
0nallo terapias szerként is egyre népszeriibbek a lakossag korében. Az
illéolajokat els6sorban parologtatassal belélegezve enyhe Iléguti
megbetegedések, megfazads tlineteinek  enyhitésére  ajanljak.
lllékonysaguknak kdszonhetéen konnyen eljutnak a légutakba, ¢és
komplex 0&sszetételilk miatt tobb tdmadasponton (antibakterialis,
koptetd, kohdgéscsillapitd és gyulladascsokkentd) is hathatnak. Fontos
azonban kiemelni, hogy az ill6olajok alkalmazasa jelenleg elsdsorban a
tradicionalis hasznalat, népi gydgydszat ismeretein alapszik, ezért nem
minden esetben rendelkeziink pontos ismeretekkel hatasuk, illetve
lehetséges mellékhatasaik (pl. allergia, bronchusgores) tekintetében.
Epp ezért a komponenseik meghatérozasa és 6nallo vizsgalata mellett
maguknak az illéolajoknak a vizsgalata is elengedhetetlen. Az
evidencia-alapti gyogyitas érdekében tehat célul tiztik ki a
gyakorlatban is elterjedt, a szakirodalom alapjan igéretes ill6olajok in
vivo gyulladascsokkenté hatasanak vizsgalatat. Az illdolajok kémiai
Osszetételét gazkromatografias modszerrel hataroztuk meg, a gyulladast
befolyasolo hatasukat LPS-sel kivaltott akut léguti gyulladas
egérmodelljében vizsgaltuk.

Az 1. és 2. tablazatban 6sszefoglalt eredményeink alapjan az LPS
altal kivaltott akut tiidogyulladas egérmodell megfeleld modell az
illéolaj-inhalacio hatasanak vizsgalatara. A ceyloni citronella citronellal
és geraniol talsalya illoolajanak hasznalata szamos gyulladasos
paraméterre kedvezotlen hatastnak bizonyult, igy keriilendd lehet a
léguti gyulladassal jaré megbetegedések esetén. A shirazi kakukkfiiolaj
bar nem gyakorolt szignifikans hatast a gyulladasra, valamivel rontott a
léguti valaszkészségen, igy gyulladasos léguti megbetegedésekben
ovatossaggal hasznalando. A fenydolajra €s a szegfiiszegolajra
jellemzd, hogy javitjak a 1égutak mikddését, viszont fokoznak bizonyos
gyulladasos paramétereket. Ezért arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
ezek az illoolajok elénydsek lehetnek bizonyos funkcionalis 1égzési
rendellenességek esetén, de dvatosan kell alkalmazni 6ket gyulladassal
jaro léguti allapotok esetén. A fahéjolaj, illetve a timol és p-cimén
lehet — és bar az eredményeink alapjan valosziniisithetd, hogy a
kakukkfiiolaj hatasa a TRPV1 ioncsatornakhoz kapcsolodik —, azonban
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biztonsagos gyogyaszati felhasznalasukat illeten természetesen
tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Azt is fontos megemliteni, hogy az in vivo allatmodellekb6l
szarmazd eredmények nem extrapolalhatoak kdzvetleniil az emberre, de
igy is értékes adatokkal szolgalnak. Az illdolajok, illetve komponenseik
hatékony tagjai lehetnek a 1égtiti megbetegedések adjuvans kezelésének
akdr oOnmagukban, bar még igéretesebb lehet a {6 ¢és minor
komponenseik kozti kolcsonhatasok, a hozzajuk kapcsolodd 1)
gyogyszercélpontok, mint a TRP ioncsatorndk szerepének tovabbi
kutatasa egyedi Osszetételll, hatékonyabb készitmények fejlesztéséhez.

Uj eredményeink:

e A citronellaolaj (fékomponens: citronelldl és geraniol)
inhaléciodja rontja a léguti hiperreaktivitast és az MPO-aktivitast
endotoxinnal kivaltott tiidogyulladas egérmodelljében.

o A fahéjolaj (fokomponens: fahéjaldehid) inhaldcidja csokkenti a
gyulladasos 1éguti hiperreaktivitdst és a hisztopatologiai
valtozdsokat az endotoxin altal kivaltott tiidogyulladas
egérmodellben.

e  Munkank az els6 olyan vizsgalat, amely bemutatja a fenydolaj in
vivo gyulladasra gyakorolt hatasat. A fenyéolaj (fékomponens:
o-pinén) inhalacidja  csokkenti a gyulladasos léguti
hiperreaktivitast és a szOvettani elvaltozasokat, ellenben
jelentésen stlyosbitja az MPO-aktivitast és tobb gyulladasos
citokin szintjét is megnoveli az LPS altal kivaltott akut
tiidégyulladas modelljében.

o A kakukkfiiolaj (fékomponens: timol és p-cimén) inhalacidja
csokkenti a  gyulladdasos  léguti  hiperreaktivitast, a
hisztopatoldgiai valtozasokat és az MPO-aktivitast, viszont
enyhén megemeli egyes citokinek szintjét az endotoxin altal
kivaltott tiidogyulladas egérmodellben.

o A szegfiiszegolaj (fokomponens: eugenol) inhalacidja csokkenti
a gyulladasos 1légati hiperreaktivitast és a szdvettani
elvaltozasokat, ellenben jelentdsen sulyosbitja az MPO-aktivitast
¢és tobb gyulladasos citokin szintjét is megndveli az LPS altal
kivaltott akut tiidégyulladas modelljében.

e A shirazi kakukkfiiolaj (fékomponens: timol és karvakrol)
inhalacidja enyhén tovabb rontott az LPS altal megndvelt 1égti
hiperreaktivitason, viszont sem erre, sem az MPO-aktivitasra
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vagy a vizsgalt citokinek szintjére nem gyakorolt szignifikans
hatést endotoxin altal kivaltott tidégyulladas egérmodellben.

A kisérleti koriilményeink kozott a citronella-, fahéj-, feny6-,
kakukkfii- és shirazi kakukkfiiolaj sem okozott szignifikans
hatast a 1égzésfunkciora, a szovettani paraméterekre, az MPO-
aktivitasra vagy a mért citokinek szintjére PBS kontrollal kezelt,
egészséges allatokban.

El6szor vizsgaltuk a kakukkfiiolaj in vivo hatdsmechanizmusat
TRP knockout egerek LPS-el kivaltott tiiddégyulladas
modelljében. A kakukkfiiolaj védé hatasa ebben a modellben
feltehetden — legalabb részben — TRPV1-csatorna kozvetitésével
valésul meg.
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1. tablazat: C57Bl/6 vadtipust egerekkel végzett kisérleteinkbol

szarmazo uj eredményeink tablazatos formaban dsszegezve

(T : LPS hatasat tovabb rontotta, | : LPS hatasat csokkentette, —

nincs egyértelmii hatas)

Para- citro- | fahéj- | feny6- = kakukk- | szegfii- | shirazi
méter nella- | olaj olaj fiiolaj szeg- kakukk-
olaj olaj fiiolaj
Légiti
para- Penh moU 1 1 1 i
méterek
peri- nincs
vaszkularis - - l 1 1
. 1x adat
0déma
peri-

] vaszkulasris/ -
HISZt(')- . peri_ _ _ _ _ l nal(r;:ts
patologia | bronchialis

gyulladas
. nincs
makrofagok - l - - - adat
Ossz- nincs
pontszam B ! B ! ! adat
MPO
aktivitas [l - [l H l B
nincs
Citokin- | =" 1P ~ ada | M - - -
szintek -
nincs
MIP-2 - adat ™ - -
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2. tablazat: A knockout egerekkel végzett kisérleteinkbdl szarmazo 1j
eredményeink tablazatos formaban dsszegezve
(T : LPS hatasat tovabb rontotta, | : LPS hatasat csokkentette, —
nincs egyértelmii hatas)

Paraméter kakukkfiiolaj
TRP- TRP- TRP- | TRP-AL7
ALNVLH* ALNVLF AL | (knock-
(vad-tipus) | (knock- (vad- out)
out) tipus)
Léeiti Penh .
éguti nincs .
paraméterek L m adat nincs adat
peri-
vaszkularis
6déma l - ! -
Hiszto- peri-
patolégia vaszkulasris/
peri- - - ! -
bronchialis
gyulladas
makrofagok — — 1 _
Osszpontszam l _ l -
MPO aktivitas 1 1 - "
IL-6
Citokin- 1 " - -
szintek MIP-2 1 17 - -
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