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Bevezetés

Napjainkban a kornyezetlinkben felhalmozodott szennyez6anyagok (pl. a vizek, a
levegl és a talaj kémiai szennyezettsége) fokozott terhelést jelentenek a szervezetiinkre,
igy az immunrendszerre is. Az immunrendszer egyensulyanak felborulasa pedig szamos
patoldgiai folyamatot indit el a szervezetben, mint az autoimmun betegségek, az asztma,
az allergidas reakcidk. A bérben (mely a kilvildggal kozvetlenll érintkez6 szerv)
jelentkez6 immun- és gyulladasos betegségek: az allergias kontakt dermatitisz, ekcéma,
pszoridzis stb. egyre gyakrabban és sulyosabb formaban fordulnak el6 a fejlett
orszagokban. A borbetegségek tdbb szempontbdl is figyelmet érdemelnek. Az érintett
személyre nézve nemcsak életmindséget befolyasold tényez6k, hanem komoly pszichés
jellegli megterhelést is jelentenek. Ezen tulmenden a foglalkozasi betegségek nagy részét

az ekcéma/dermatitisz csoport teszi ki.

E betegségek hatterében meghlzddoé gyulladasos folyamatokat harom szakaszra
oszthatjuk: az akut szakaszban létrejové helyi értagulat és érpermeabilitds fokozddas
el6késziti a szubakut fazisban megfigyelheté6 sejtbedaramlast, a fehérvérsejtek és
fagocitald sejtek felhalmozdédasat az érintett terlileten. A krdnikus, proliferativ

szakaszban szoveti degeneracié és fibrozis kialakuldsa figyelheté meg.

Az utobbi évek kutatasai igazoltdk, hogy a bérben talalhaté szenzoros
neuronokbdl lokalisan felszabadulé neuropeptidek kiemelked6en fontosak a gyulladas

patomechanizmusaban (Brain, S. D. 1997; Szolcsanyi, J. et al 1996).

Neurogén gyulladas

A neuropeptideket a bérben talalhatd kis atméréjl, mielinhtvely nélklli afferens
neuronok, un. C polimodalis nociceptorok valamint vékony, mielinhlvellyel boritott Ad
rostokkal rendelkez6 neuronok termelik (Scholzen, T. et al 1998). A Capsicum
novénycsalddba tartozo paprikafélékben talalhatd csip6s anyag, a kapszaicin szelektiven
izgatja, valamint nagy dézisban deszenzitizdlja e fajdalomérz6 (nociceptiv) idegsejtek
egy csoportjat, melyet ez alapjan ,kapszaicin-érzékeny afferens neuronok”-nak hivunk
(Szolcsanyi, J. et al 1996). A kapszaicin-érzékeny idegrostok periférias végz6édéseibdl
inger hatasara felszabaduld gyulladaskelté neuropeptidek (tachykininek, és kalcitonin
gén-rokon peptid - CGRP) vazodilataciét és plazma protein kidramlast okoznak, ezzel
hozzajarulva az 6déma kialakulasahoz (Brain, S. D. 1997). Ezek a lokalis valtozasok a

legfébb jellemz6i a neurogén gyulladasnak.



A mustarolaj

A kapszaicin mellett a mustarolaj (allyl-isothiocyanate) is képes gyulladaskelt6é
neuropeptideket felszabaditani. Mindkét vegyllet a ragcsalék bérére kenve neurogén
értagulatot (vazodilataciét) és 6démat valt ki (Jancsd, N. et al 1967). A mustarolajat
el6szor a Brassica nemzetségbe tartozdo novények (pl. B. nigra, B. juncea) csip6s

kivonataban azonositottak.

A kapszaicin és a TRPV1 receptor

A kapszaicin (8-metil-N-vanillil-6-nonenamid) a paprika csip6s anyaga melynek
ero0s, szelektiv fajdalomkeltd és deszenzitizald hatasat elész6r H6gyes Endre irta le 1878-
ban. Caterina és munkatarsai 1997-ben sikeresen klonoztak a kapszaicin receptorat
(Caterina, M. J. et al 1997), amelyet el6sz6r vanilloid 1 (VR1), majd késGbb szerkezeti
sajatossagai alapjan tranziens receptor potencial vanilloid 1, réviden TRPV1 receptornak

neveztek el.

A kapszaicin - az alkalmazott doézistdl figgbéen - excitatoros, blokkolé vagy
toxikus hatast okozhat a kapszaicin-érzékeny neuronokban. A szenzoros neuronblokkold
hatas a valaszkészség funkcionalis karosodasat jelenti nemcsak a kapszaicin receptor
fehérjén, hanem akar az egész neuron teriletén is. Mikddését tekintve a TRPV1 receptor
egy nem szelektiv kationcsatorna, kapszaicin hatdsara a sejtbe dramlé Na* és Ca®* ionok
depolarizaciét okoznak, igy létrejon a nociceptiv szigndl, valamint a neuron periférias
végzOdéseibdl szenzoros neuropeptidek szabadulnak fel. A csatorna hosszutavu nyitott
allapota miatt megnd az intracellularis Ca®* szint, ami gatolja a fesziiltségfiiggé Ca’*-
csatornakat és mitokondridlis duzzadast indukal, ezzel Ilétrejon a szenzoros
neuronblokkold hatds. Ha tovabb né a nyitott allapotd csatorndk szama és a nyitott
allapot id6tartama, létrejdhet a neurotoxikus hatds: a Ca®" aktivalta protedzok a sejtek

lizisét okozzak.

A kapszaicinen kiviil mas vanilloid szarmazékok is képesek aktivalni a TRPV1
receptort, példaul a gyombérbdl szarmazoé zingerone és a bors csip0s anyaga, a piperin,
vagy az Euphorbia resinifera-bél szarmazo ultra-potens agonista, a resiniferatoxin (RTX).
De mi lehet a TRPV1 receptor endogén aktivatora? Egyes szerz6k az endokannabinoidok
csoportjaba tartozé anandamidot (arachidonil-etanolamid, AEA) tartottdk a TRPV1
receptor endogén ligandjanak. Zygmunt és munkacsoportja kimutatta, hogy az
anandamid a kapszaicin-érzékeny idegrostokon keresztil relaxalja az erek
simaizomsejtjeit. Tovabba az anandamid kozvetlen alkalmazasa a kldnozott TRPV1
receptoron capsazepinnel (TRPV1 antagonista) gatolhatd akcids potencidlokat gerjeszt,

mely bizonyitja, hogy képes aktivalni a TRPV1 receptort (Zygmunt, P. M. et al 1999).



A protonok, melyek patofizioldgias korilmények kozott gyulladas vagy ischémia
soran szabadulnak fel képesek szenzitizalni, nagy mennyiségben pedig aktivalni a
szenzoros neuront a TRPV1 receptoron keresztil. Gyulladasos szévetekben a lokalis pH 5

koruli értékre csokken, ekkor a receptor aktivaldsa hozzajarul a fajdalom kialakulasahoz.

JelentOs aktivald hatassal bir a 42 °C feletti hémérséklet, a receptor szenzitizalasa

utan azonban mar az alacsonyabb héfok is kivaltja az akcidés potencialt.

Az arachidonsavbol oxidacidval létrejové prosztaglandinok (PGE,, PGI, stb.) is
endogén ligandként szerepelhetnek krénikus gyulladdsok sordn (Szabd, A. et al 2005).
fgy példaul a bradikinin hatdsara aktivalédd foszfolipdz A, enzim arachidonsavat szabadit
fel, majd ebb6l a 12-lipoxigendaz enzim altal |étrehozott 12-HPETE (12-

hidroperoxieikozatetraénsav) bellilrél kétdédik a TRPV1 receptorhoz, igy aktivalva azt.

A fentiekbdl is kitlinik, hogy a TRPV1 receptor a legkllonfélébb kornyezeti

ingereket képes integralni.

Szenzoros proinflammacios neuropeptidek

A tachykininek

A kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronokbdl stimulacié hatdsara felszabaduld
gyulladaskelté neuropeptidek egyik csoportja a tachykininek: neurokinin A, neurokinin B
és a P-anyag. Mindharom peptid C-termindlisdan a Phe-X-Gly-Leu-Met-NH, aminosav
szekvencia talalhaté. G-fehérjéhez kapcsolt receptoraik az NK;, NK, és NK3 receptor,
melyekhez nem egyforma affinitassal kétddnek. A tachykinin csalad legjelent6sebb tagja
a P-anyag, vagy Substance P (SP) a posztkapillaris venuldk falain talalhaté neurokinin-1
(NK;) receptoron keresztil fejti ki érpermeabilitast fokoz6 hatasat (McDonald, D. M. et al
1996). NK; receptor talalhatdé még hizosejteken, polimorfonukledris leukocitak,

makrofagok és limfocita sejtek membranjaban is (Grant, A. 2002). igy a P-anyagnak
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kozott patkany légutakban is vizsgaltak (Baluk, P. et al 1999).

A kalcitonin gén-rokon peptid

A 37 aminosavbdl allé kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP) egy tobb mint 90%-o0s
szerkezeti hasonldsagot mutato fehérjecsalad tagja (o és B formajuk is ismert). Bioldgiai
hatasukat a CGRP; és CGRP, receptorokon fejtik ki, a legtobb vaszkularis hatas azonban
a CGRP; receptoron keresztiil valésul meg. A CGRP hosszan tartdé értagité hatdsat az
érfalak simaizomsejtjein talalhatdé CGRP; receptorokon keresztil valtja ki, altalaban

nitrogén-monoxidtél fliggetlen Gton. A CGRP az adenil-ciklaz enzimaktivitasat fokozza,



ezzel megnovelve az intracellularis cAMP szintet, mely a protein kinaz A-t aktivalja, igy

e 7.

CGRP; receptor talalhato tovabba T és B limfocitakon, valamint granulocitakon is.

Az elvégzett kisérletek tudomanyos hattere

A mustarolajjal végzett kisérleteink alapjat az az elképzelés adta, hogy a
mustarolaj kis koncentracidban az érz0 idegrostok szelektiv izgatasa révén neurogén
gyulladast okoz. Bar egyes szerzOk adatai szerint a 20%-0s mustdrolaj oldat is tisztan
neurogén gyulladast okozott, melyet patkany denervalt talpbérén nem lehetett kimutatni
(Bester, H. et al 1998), az irodalomban azonban a legtobb bizonyitékot a tisztan
neurogén hatasra az 5% alatti koncentraciok alkalmazasa esetén irtak le, patkany lab
bérére ecsetelve. Els6ként Jancsé Miklés és munkatdrsai mutattdk ki az 5%-os
mustarolaj hatastalansagat patkany denervalt bérében, a saphenus ideg atvagasa utan
(Jancsd, N. et al 1967). Tiz évvel kés6bb Jancs6 Gabor és kollégai igazoltak, hogy
Ujszulott patkanyokon végzett kapszaicin el6kezelés gatolta az 5%-os mustarolajjal

kivaltott plazma protein extravazaciét a bérben (Jancso, G. et al 1977).

Inoue és kollégai egérflilon vizsgaltak a 0,5-20%-0s mustdrolajjal kivaltott plazma
extravazacio és 6déma mechanizmusat. Jelentés kiilonbséget taldltak a kapszaicinnel
illetve a mustdrolajjal kivaltott stimuldciéban, mivel - a kapszaicinnel ellentétben - a
mustarolaj ismételt alkalmazasa sem okozott deszenzibilizaciot. A gyulladasos folyamatot
nem befolydsolta a hisztamin H; és szerotonin 5-HT, receptort blokkol6é vegytletekkel
illetve a kapszaicin receptor funkciondlis gatléjaval, a ruthenium vorossel tortént
el6kezelés. Az NK; receptor antagonista SR140333 gatolta az 5%-os mustarolajjal
kivaltott gyulladast ami arra utal, hogy az igy fellép6 plazma extravazacid az NK;
receptor agonistak, els6sorban a P-anyag felszabadulasa révén jon létre (Inoue, H. et al
1997).

A kapszaicin-érzékeny idegrostokbol vald neuropeptid felszabadulds torténhet
TRPV1 receptor aktivalason keresztil, vagy TRPV1 receptortél fliggetlen uton is
(Banvolgyi, A. et al 2004). Kapszaicint kenve a bér felszinére az akut vélasz sordn
megfigyelhetéek a neurogén gyulladas jellemz6i, vagyis a felszabaduléd neuropeptidek
hatasara a vérkeringés fokozodik, 6déma alakul ki (Grant, A. 2002). Koztudott, hogy a
neurogén komponensek szamos gyulladdsos koérkép (asztma, allergids dermatitisz,
pszoriazis, ekcéma, gyulladasos bélbetegségek) kialakulasaban is szerepet jatszanak. A
kulonb6z6 betegségek soran endogén mediatorok utjan aktivalédott TRPV1 receptor
szerepe azonban még kevéssé ismert. Ragcsalokon végzett kisérletekbdl tudjuk, hogy a

kapszaicin vagy resiniferatoxin kis dozisai aktivaljak a szenzoros rostokon talalhatd



TRPV1 receptorokat, nagyobb mennyiségben alkalmazva depletdljdk a szenzoros
neuropeptideket, és az idegvégzédések deszenzitizacidjat okozzadk. Ez a szenzoros

neurogén komponens funkciéjanak szelektiv blokkoldsahoz vezet.

A kontakt dermatitisz a kdrnyezetben jelen 1évd irritdnsok és allergének hatasara
kialakulé allergids megbetegedés, ami borgyulladassal és viszketéssel jar. Az a
koncepcid, hogy a C és Ad rostokkal rendelkezd szenzoros idegek modulaljak az allergias
kontakt dermatitisz (ACD) lefolyasat mar felvetédott a szakirodalomban, azonban a
pontos mechanizmus még ismeretlen (Brain, S. D. 1997). Az ACD szenzitizacios
fazisaban a haptén, vagyis egy kisméret(i lipofil molekula penetrdl a bérbe, ahol
fehérjéhez (legtébbszér albuminhoz) kapcsolddva valik komplett antigénné. Az antigént a
bor makrofag jellegi sejtjei, a Langerhans sejtek kebelezik be, és prezentaljak a
felszinikén. A Langerhans sejtek a lokdlis nyirokcsomokba vandorolnak, ahol
megkezdddik az antigén-specifikus T sejtek érése (egereknél 7, emberben 14 nap
sziikséges a folyamathoz). A hapténnel torténd Ujabb kontaktus soran a specifikus Th
sejtek aktivaléodnak, megindul a késGi hiperszenzitiv reakcid indukcids (effektor vagy
elicitaciés) fazisa, ami igen sulyos gyulladasos tlnetekkel, 6démaval, kipirulassal,
viszketéssel, sejtes akkumulacidval, bérléziokkal s6t nekrodzissal jar. A neuropeptidek
megemelkedett szintjét mutattak ki az effektor fazisban, emberben 72, egérben 24-48

ora mulva (Krasteva, M. et al 1999).

Célkituzések

1.  Munkank soran célul tliztiik ki a mustarolaj kezelés hatasara felszabaduld

szenzoros neuropeptidek szerepének tisztazasat az 6déma kialakuldsara és a

e 7.

2.  Célunk volt megvizsgalni a mustarolaj egyszeri és ismételt alkalmazasanak
hatdsat az akut vaszkularis és kronikus (6 6ras) sejtes gyulladasos fazisban
is.

3. Az altalunk beallitott gyulladasos modellben kivantuk meghatarozni a TRPV1
és az NK; receptorok szerepét. A kérdések megvalaszolasahoz kapszaicinnel
tortént szisztémas deszenzibilizaciot, szelektiv NK; receptor antagonistat

valamint NK; és TRPV1 receptor génhianyos egértorzseket is felhasznaltunk.

4, Az egérfiilon oxazolonnal indukalt allergias kontakt dermatitisz modellben
terveztilk a TRPV1 receptor szerepének tisztazasat receptor génhidnyos

egértorzs valamint szisztémas RTX elokezelés alkalmazasaval.



5. Elemezni kivantuk az ACD jelenségeit a tachykinin NK; receptor- és aCGRP
génhianyos allatokon, valamint szelektiv receptor antagonistdk hasznalata

utan.

6. Célunk volt megfigyelni a gyulladasos jelenségeket a szovettani valtozasok

és a lokalis citokin szintek alakulasanak nyomonkdvetésével.

Anyag és modszer
Felhasznalt allatok

Kisérleteinket magyarorszagi és brit laboratériumokban végeztiik, az érvényes
allatvédelmi torvények betartdsaval. BALB/c (20-25g) és C57BL/6 (20-25g) egér
torzseket hasznaltunk. A transzgenikus TRPV1 receptor génhianyos egereket Dr. John B.
Davis bocsatotta rendelkezésiinkre (Neurology and GI Centre of Excellence for Drug
Discovery, GlaxoSmithKline, Research and Development Ltd., U.K.). A vad tipusu és NK;
receptor génhianyos Sv129+C57BL/6 egereket Dr. Norma Gerard (Perlmutter Laboratory
Children”s Hospital Boston, USA) adomanyozta a londoni laboratériumnak. Az oCGRP
génhianyos egér tenyészpart Dr. Anne Marie Salmon (Neurobiologie Moléculaire, Institut

Pasteur, Parizs) ktildte a londoni laboratériumnak.

Az allatok standard ragcsalo tapot és vizet kaptak ad libitum ellen6rzétt klimaju
kéralmények kozott. Mindharom génhianyos egértérzs normalis nodvekedést és

viselkedést mutatott.

Az odéma mérése

A fll vastagsagat mikrométerrel mértilk 0,1 mm pontossaggal a kezelés el6tt
valamint a kezelést kovetéen a megadott id6pontokban. Az adatokat a fililvastagsag %-os

valtozasaban adtuk meg a kontroll értékekhez viszonyitva.

Neutrofil granulocita akkumulacié mérése

A lefagyasztott egérfiil mintakat 0,5% hexadecyl-trimethylammonium-bromide
(HTAB) detergenst tartalmazé foszfat pufferben homogenizaltuk (1 ml puffer/fal)
standard kortlmények kozott. Az igy nyert homogenizatumot 10 percig centrifugaltuk
10,000g-n, 4 °C-on, majd a feliilisz6t Eppendorf csébe gy(jtéttik. A neutrofil
szamoltuk, melyet standard egér leukocita preparatumhoz hasonlitottunk. A
mieloperoxidaz aktivitast H,0,-3,3’5,5'-tetramethyl-benzidine (TMB/H,0;) reagenssel

hataroztuk meg 96-lyukl lemezen, szobahémérsékleten. A mintak optikai denzitasat



(OD) mikrolemez leolvaséban, 620 nm-en mértlik, 6t perces id6kézonként harminc

percen keresztil.

Statisztika

A kapott adatokat atlagoltuk, az atlagtél valé standard eltérést (S.E.M) is
feltintettik. A kezelt és kezeletlen csoportok eredményeit ANOVA és azt kdvetben
Dunnett's poszt-teszttel hasonlitottuk 6ssze az 6déma esetén valamint kétmintas t-
prébat hasznaltunk a neutrofil granulocita akkumulacidés vizsgalatok soran nyert

adatoknal. A valdszin(iségi értéket P < 0,05-nél tekintettik szignifikansnak.

A. Mustarolajjal kivaltott gyulladas egérfiilben

Alkalmazott anyagok

Az altatdst ketaminnal (100 mg/kg i.p.) és xylazinnal (5 mg/kg i.m.) végeztik.
Mindkét fll kilsé és belsd oldalara is 10-10 pl 1%-0s mustarolajat kentink, melyet

paraffinolajban oldottunk fel.

Ezt az eljarast 6 6ran keresztil minden draban megismételtiik. Egy masik kisérleti
csoportban az allatok csak egyszer illetve kétszer kaptak kezelést, a 6 6ras periddus els6
és masodik érajaban. A kontroll csoport csak paraffin olajat kapott azonos mennyiségben
és id6ben. A megfelel6 csoportokban SR140333 (240 nmol/kg s.c.) el6kezelést
alkalmaztunk 15 perccel a mustarolaj bdrre kenése el6tt, hogy gatoljuk az NK;
receptorokat. A kisérleti id6 letelte utan a fulb6l nyert mintakat szovettani vizsgalatokhoz
készitettik el8, vagy -20 °C-on tdroltuk a neutrofil granulocita akkumuldcié

vizsgalatahoz.

Szisztémas kapszaicin-elokezelés

A kapszaicin-érzékeny idegrostok szenzoros neuropeptid tartalmanak
depletalasara szisztémas kapszaicin elGkezelést, deszenzitizaciot alkalmaztunk. A
kapszaicint etanolban (10%), Tween 80-ban (10%) és fiziologias sbdoldatban (80%)
oldottuk fel. Az altatott allatoknak 30 mg/kg s.c. kapszaicint adtunk a nyakbdr ala harom
egymast kovetd napon. Igy a kapott teljes dozis 90 mg/kg. Az el6kezelés sikerességét
egy csepp 0,1%-0s kapszaicin oldat szembe cseppentésével ellenériztiik (ha nem valtott
ki pislogast, az elGkezelést sikeresnek tekintettiik). Az allatokat 14 nappal a kapszaicin

elokezelés utan vittiuk kisérletbe.

Szovettani vizsgalatok

A szévetmintakat 4%-os paraformaldehid oldatban fixaltuk. Paraffinos beagyazast

kovetéen 6 pym-es metszeteket készitettlink a fil alapjanal majd hematoxilin-eozinnal



festést végeztink. A gyulladas sejtes szakaszanak vizsgalatahoz kloroacetat-észterazzal

jeléltik a mieloid sejteket.

B. Oxazolonnal kivaltott allergias kontakt dermatitisz egérfiilon

Alkalmazott anyagok

Az altatast ketaminnal (100 mg/kg i.p.) és xylazinnal (5 mg/kg i.m.), valamint (az
angliai laboratériumban) 2%-os izoflurannal végeztiik, amit altatdogéppel adagoltunk. Az
allatokat két egymast koveté napon 2%-os oxazolonnal (50-50 ul) érzékenyitettuk,

melyet a leborotvalt hasbérre kentlink (szenzitizacios fazis).

Hat nap elteltével a bal flilre 96%-0s etanolt (kontroll), a jobb fillre pedig 2%-os
oxazolon oldatot kentlink (15-15 ul oldat a fil kiilsé és bels6 oldalara - elicitacids fazis).
A megfelel6 csoportokban a kezelés el6tt 15 perccel 240 nmol/kg SR140333 NK; receptor
blokkoldt adtunk s.c. a nyaki régidba, és ezt megismételtik az elicitacidos szakaszban 24
és 48 6ra mulva is. A kisérleti periodus végén az allatokat ledltiik, a flilszoveteket
el6készitettilk a szovettani vizsgdlatokhoz, vagy -80 °C-on taroltuk tovabbi

elemzésekhez.

Szisztémas resiniferatoxin-elokezelés

A kapszaicin-érzékeny neuronokat szisztémas resiniferatoxin (RTX) el6kezeléssel
deszenzibilizaltuk. (Az RTX mar kisebb ddzisban is képes ugyanazt a neurotoxikus hatast
kivaltani a kapszaicin-érzékeny afferensekben mint a kapszaicin, tapasztalataink szerint
az RTX-et az allatok akutan jobban tolerdltak.) Az RTX-et kevés 96%-o0s etanollal vittik
oldatba, majd fizioldgias sdoldattal higitottuk a kivant koncentracidkra (3, 7, 10 uyg/ml).
Az altatott allatoknak 30, 70 és 100 pg/kg RTX-et adtunk hdrom egymast kéveté napon,
s.c. a nyaki régidba. Az el6kezelés sikerességét egy csepp 0,1%-0s kapszaicin oldat
szembe cseppentésével ellendriztik (ha nem valtott ki pislogast, az el6kezelést
sikeresnek tekintettiik). Az allatokat 14 nappal a kapszaicin el6kezelés utan vittik

kisérletbe.

Szovettani vizsgalatok

A fllszéveteket 4%-o0s paraformaldehidben fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk. 6
um-es metszeteket készitettiink a fll alapjanal és hematoxilin-eozinnal festettik. A
gyulladas sejtes fazisanak vizsgalatahoz kloroacetat-észteraz festést is végeztiink, mely a
mieloid sejtek markere. A gyulladas mértékének 6sszehasonlitdsdhoz pontoztuk az aldbbi
hisztopatoldgiai elvaltozasokat: 6déma mértéke, a szdrtiisz6k nekrodzisa utan kialakulo
mikroabcesszusok szdma, a  szovetben akkumuldlédott mononukledris  és

polimorfonuklearis sejtek szama. Az 6démat a metszetek szélessége alapjan pm-ben



meértiik szamitdégépes program (AnalySIS) segitségével, az etanollal kezelt filmetszetet
tekintettliik kontrolinak (0 pont). A mikroabcesszusok abszolUt szamat szamoltuk egy
metszetben és pontoztuk 0-5-ig. A szovetbe kidramlott sejtek szamat 200x-os
nagyitasnal metszetenként harom latétérben szamoltuk meg, a kapott értéket atlagoltuk

és pontoztuk 0-5-ig.

Aramlasi citometriai vizsgalatok - Mikrogyongy technika

Az allergids kontakt dermatitisz (ACD) soran bekovetkezd citokin profilt érint6
valtozasokat a BD Biosciences altal forgalmazott Th1/Th2 egér CBA (cytometric bead
array) kittel hataroztuk meg. A kit 6t jol elkilontld fluoreszcens intenzitdssal rendelkez6
gyongypopulacié keverékét tartalmazza, melyekre IL-2, IL-4, IL-5, IFNy és TNFa
citokineket befogd antitesteket kapcsoltak, igy lehetévé valt 6t kiilonb6z6 citokin mérése
egyetlen mintabdél. A mintdkat 1 ml 1%-os phenylmethanesulfonyl-fluoride (PMSF,
Sigma-Aldrich, Budapest) tartalmi  RPMI-1640  szOvettenyészt6  médiumban
homogenizaltuk, majd centrifugalds utan a fellilisz6bdl 50 ul-t, tovabbi 50 pl befogd
gyongykeveréket, és 50 ul phycoerithrinnel (PE) jelolt detektald antitest keveréket
Osszekevertiink, és két oran keresztil inkubaltunk. A mintak fluoreszcens intenzitasat
aramlasi citométerrel (FACS Calibur, BD Biosciences) hataroztuk meg, az eredményeket
CellQuest szoftverrel analizaltuk. A mintak citokin tartalmat standard gorbe felallitasa

utan a SAT2 szoftver (Soft Flow, USA) segitségével allapitottuk meg.

Eredmények
A. Mustarolajjal kivaltott gyulladas egérfiilben

A./1 Mustarolajjal kivaltott gyulladas BALB/c egerekben

Az 1%-o0s mustarolaj egyszeri kenése BALB/c egérfiilre 15%-o0s flilvastagodast
idézett el6, mig ismételt alkalmazasa kifejezettebb, 30%-0s valaszt okozott. A kialakult
6déma 6 6ra mulva mar egyik esetben sem volt megdfigyelhet6. Az egyszeri kenést
kovetéen a leukocitdk szama alig novekedett a fllszévetben 6 6ra alatt, de az 1%-os
mustarolajat kétszer alkalmazva szignifikdnsan nétt a mintdk mieloperoxidaz enzim
aktivitast mutato sejttartalma a paraffin olajjal kezelt kontroll csoporthoz képest, és ezt a

szisztémas kapszaicin el6kezelés sem befolyasolta.

Az 6ranként alkalmazott mustarolaj 25-30%-os filduzzadast valtott ki, mely a hat
oras kisérlet alatt sem csdkkent. A szisztémas kapszaicin elokezelés a kisérlet els6 harom
orajaban szignifikansan csokkentette az 6démat, de a kisérlet masodik felében UGjra

fokozddott a gyulladas mértéke. Az NK; receptor blokkolé6 SR140333 alkalmazasa szintén
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csak az els6 harom draban csokkentette az 6démat, abban az esetben is, ha a masodik
periédusban Ujra kezeltik vele az allatokat. A mustarolaj érankénti alkalmazasa jelentls
neutrofil sejt kidramlast okozott a flilszévetekben, de ezt a folyamatot sem az SR140333,

sem a szisztémas kapszaicin el6kezelés nem gatolta.

A./2 Mustarolajjal kivaltott fiilgyulladas TRPV1 receptor
génhianyos egerekben

A 2,5%-0s kapszaicin oldat egyszeri alkalmazasa nagymérték(i 6démat valtott ki a
C57BL/6 egerek vad egyedeiben, de csak minimalisat a TRPV1 receptor génhianyos

egerekben.

A mustarolaj viszont hasonlé mértékl filduzzadast valtott ki a knockout
allatokban mint a vad C57BL/6 csoportban. A receptor génhianyos csoportban az 6déma
azonban tovabb megfigyelheté volt, de ez a valasz NK; receptor blokkolé SR140333

hatasara mindkét csoportban teljesen eltlint.

A tobbszor alkalmazott mustarolaj 30-40%-os filduzzadast tartott fent a C57BL/6
egerekben. Az SR140333 el6kezelés hasonld kinetikdju valaszt eredményezett mint a
BALB/c egerek esetében, vagyis a kisérlet els6 harom érajaban szinte teljesen kivédte a
duzzadast, mig a masodik peridédusban nem volt megfigyelhet6 hatdsa. A TRPV1 receptor

hidnya nem befolyasolta a leukocita akkumulaciéo mértékét.

A./3 Mustarolajjal kivaltott fiilgyulladas NK; receptor génhianyos
egerekben

Az 1%-o0os mustarolaj ismételt alkalmazasa 20-25%-0s 6démat okozott az
Sv129+C57BL/6 vad tipusl egerekben 6sszehasonlitva az olddszerrel kezelt kontroll
csoporttal ahol nem tapasztaltunk valtozast. Az NK; receptor hidnya szignifikdnsan
csOkkentette a fllduzzadast, ezzel igazolva a P-anyag jelentds szerepét a mustarolajjal
kivaltott 6démaban. A kezelést kovet6en majdnem haromszorosara emelkedett a
szOvetmintak mieloperoxidaz enzim tartalma a paraffinolajjal kezelt kontroll csoportéhoz
képest, de nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést az NK; receptor génhianyos
allatcsoport és a vad tipusu egerek kozott. Ez alatdmasztja korabbi adatainkat, melyek
szerint az NK; receptor antagonista SR140333 nem gatolta a mustarolajjal kivaltott

leukocita akkumulaciot a BALB/c térzsben.

A./4 Szovettani eredmények

A hematoxilin-eozinnal festett szovettani metszeteken jol megfigyelhetd, hogy az
1%-0s mustarolaj tobbszori alkalmazasa 20-30%-o0s flilvastagsdg névekedést okozott. A

paraffinolajjal kezelt kontroll mintdkhoz képest a mustarolaj fokozta a leukocitdk
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kidramlasat az érpalyakbol a szévetbe. A TRPV1 és az NK; receptorok hidnya nem

befolydsolta az akkumulalédott mieloid sejtek szamat mustarolaj kezelést kovetben.

B. Oxazolonnal kivaltott allergias kontakt dermatitisz egérfiilon

B./1 A TRPV1 receptor szerepe az oxazolonnal kivaltott ACD
reakciéoban

Az oxazolonnal kivaltott allergias kontakt dermatitisz (ACD) reakciéban mért
fulvastagsagok mind a harom vad tipusu egértérzs (BALB/c, C57BL/6, Sv129+C57BL/6)
esetében hasonléan alakultak. Jelentds filduzzadas volt megfigyelhetd az elicitaciot

kovet6 24 6raban, amely még a kévetkezd 72 éraban is fennmaradt.

A TRPV1 receptor genetikai deléciéja minden mérési idépontban 40-80%-kal
novelte a fllduzzadds mértékét Osszehasonlitva a vad tipusu csoport eredményeivel.
Hasonlé eredményre vezetett a kapszaicin-érzékeny idegrostok szenzoros neuropeptid
tartalmanak kémiai Gton torténé deplécidja szisztémas resiniferatoxin elfkezelés altal.

Ebben az esetben 50-70%-kal fokozddott a fillduzzadas oxazolon kezelés hatasara.

Méréseinket a szbvettani vizsgalatok is aldtdmasztottak. Az oxazolon alkalmazasat
kévetéen 48 oraval levett szovetmintakban szignifikdnsan megnovekedett a
mieloperoxiddz enzim aktivitdsa, mely a polimorfonuklearis és egyéb mieloid sejtek

felszaporodasara utal.

Ezt az eredményt a szOvettani metszetek szintén igazoltdk. Az oxazolonnal
indukalt sejtes gyulladast azonban sem az RTX eldkezelés, sem a TRPV1-, illetve az NK;
receptor gén hidnya, sem az oCGRP hidnya nem csOkkentette szignifikansan a

kontrollhoz viszonyitva.

B./2 A Th1/Th2 citokin profil valtozasa oxazolonnal kivaltott ACD
reakcioban

Az oxazolon alkalmazasat kdvetd 24 és 48 oraban levett mintdkbdl mikrogydngy
moddszerrel meghataroztuk a Thl sejtes valaszra jellemz0 IL-2, interferon-gamma (IFNy)
és TNFo valamint a Th2 vonal aktivalasakor megjelend IL-4 és IL-5 citokinek
mennyiségét. Az igy kapott eredmények meglepd képet mutatnak. Az IL-2 szintje
alacsony maradt, mig a TNFa citokin mennyisége szignifikdnsan megemelkedett, amely a
TRPV1 receptor génhidnyos csoportban jél korreldlt a gyulladds soran tapasztalt
novekedéssel. Az IL-4 koncentracidja szintén megndvekedett kiiléndsen a 24 éras BALB/c
csoport mintdiban. Erdekes médon az RTX el6kezelés hatdsara a citokinek koncentracidja

minden csoportban alacsonyabb volt.
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B./3 A P-anyag és az aCGRP szerepe az oxazolonnal kivaltott ACD
reakciéban

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a TRPV1 receptor hianyanak gyulladaskelt6é
hatdsa magyarazhaté-e a jelent6sebb vazoaktiv neuropeptidek (P-anyag, CGRP)
hatasainak kiesésével. A P-anyag receptorat, az NK; receptort SR140333 antagonistaval
gatoltuk. Az igy mért flulduzzadds eredmények megkozelitbleg 40%-o0s cstkkenést
mutattak, igazolva a P-anyag jelent0s szerepét a folyamat szabalyozdsdban. Az NK;
receptor gén hianya szintén csokkentette az 6démaképzédést a vad tipusu kontroll
csoporthoz képest, azonban kevésbé gatolta a reakcidot mint azt az SR140333
antagonistaval kezelt BALB/c csoportban tapasztaltuk. Az oCGRP gén hianya is
mérsékelte az oxazolon kezelést koveté 6démat 6sszehasonlitva a vad tipust C57BL/6
csoport eredményeivel, de a 24 éra mulva kialakult 40%-o0s gatlas csak korulbelll 25%-

osra mérséklodott 48 és 72 ora elteltével.

A kontrollhoz viszonyitva sem az NK; receptor sem az oCGRP hidnya nem okozott
csokkenést a 48 6ras mintak mieloperoxiddz enzim aktivitdsaban. A citokin vizsgalatok

eredményei szerint 48 dra elteltével az NK; receptor és az aCGRP hidnya is csokkentette

e 7.

Megbeszélés, kovetkeztetések

A. Mustarolajjal kivaltott gyulladas egérfiilben

Kisérleteink igazoltdk, hogy a mustarolaj neurogén és nem neurogén madon
képes gyulladast indukalni egérfilén. A mustarolaj egyszeri vagy ismételt alkalmazasa is
kivaltotta az 6démat, mely a korai szakaszban (0-3 6ra) neurogén folyamatok soran jott
létre. Meglep6 mddon a szenzoros idegvégzédések aktivacidja a TRPV1 receptor
génhidanyos egerekben is |étrejott, ebbdl kovetkezik, hogy az aktivaci6 TRPV1
receptoroktdl fliggetlen mechanizmusokon keresztlil is megtorténik. Kisérleteinkbdl
kiderilt tovabba, hogy a mustarolaj ismételt alkalmazasat kovetd 3-6 6ra mulva a
gyulladasos folyamatokat mar féleg a neurogén komponensektél fliggetlen mediatorok

uraljdk, melyek nemcsak fenntartjdk az 6démat hanem fokozzak a neutrofil sejtek

-7

Eredményeink szerint az 1%-o0s mustarolaj egyszeri alkalmazdsa atmeneti
vaszkularis gyulladast hoz létre (15%-os flilduzzadas) BALB/c egéren, mely 6 6ran belll
fokozatosan és teljesen eltlinik. Ez az egyszeri stimulus nem okoz mérhetd leukocita
akkumulaciot a fllszovetben mely azt jelenti, hogy az atmeneti érpalyat érint6

valtozasokat nem koéveti sejtes valasz. Ha azonban egy d6ra mulva megismételtik a
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mustarolajos kenést szignifikdns neutrofil bedramlast tapasztaltunk, mely a szisztémas
kapszaicin-elOkezelés hatdsdra sem csokkent. Ez azt bizonyitja, hogy az 1%-os
mustarolaj ismételt dozisban képes olyan kemotaktikus utakat aktivalni, melyek
figgetlenek a neurogén komponensekt6él. A hat éran keresztll oranként megismételt
mustarolajos kenés 25-30%-0s folyamatos fiilvastagsag novekedést eredményezett. Bar
korabbi munkakban feltételezték, hogy a mustarolaj (5-20%-0s koncentraciéban)
kizarélag neurogén modon hoz létre gyulladast egerekben (Inoue, H. et al 1997) és
patkdnyokban (Bester, H. et al 1998), jelen adataink kdvetkezetesen aladtamasztjak,
hogy a 6 06ras kisérleti periddus els6é 3 érajaban neurogén, mig a masodik felében mar
nem kizardlag neurogén mechanizmusok indukaljak és tartjak fent a gyulladast. Ezt az
eredményt megerd6sitik a kapszaicin-elOkezeléssel és az NK; receptor antagonistaval
végzett kisérleteink is. A kapszaicin-el6kezelés soran a kapszacin-érzékeny szenzoros
idegvégzédések neuropeptid tartalma depletalédik, és ez képes kivédeni a korai
szakaszban a flilduzzadast. A 3-6 6ras periddusban a kapszaicin elokezelésnek mar nincs
gatld hatasa a gyulladasos folyamatokra, hasonléan az NK; receptor antagonista
SR140333 el6kezeléshez.

A  mustarolaj ismételt alkalmazasaval haromszoros mieloperoxidaz enzim
aktivitast tapasztaltunk a filszovetbdl vett mintakban. Ez jelentés mértékl neutrofil
granulocita akkumulaciora utal, melyet a szOvettani metszetek vizsgalata is
alatamasztott. Mivel a fokozott sejtkidramlast sem a szisztémas kapszaicin-elGkezelés,
sem az NK; receptor antagonista SR140333 elGkezelés nem befolyasolta, igy a szenzoros

neuropeptidek szerepét kizarhatjuk ebben a folyamatban.

Jelen munkank célja egy olyan kisérleti modell kifejlesztése volt, mely alkalmas a
neurogén gyulladas sejtes fazisanak vizsgalatara. Korabbi kisérleteinkhez hasonléan
(Cao, T. et al 2000; Pintér, E. et al 2002) most sem talaltunk bizonyitékot arra, hogy a
szenzoros  idegvégz6dések  stimuldcidjaval  indukdlt endogén  neuropeptidek
felszabaduldsa neutrofil granulocita bearamlast idézne el6 a bérben. A kapszaicinnel
kivaltott fllduzzadads nem jelenik meg TRPV1 receptor génhidnyos egerekben, de a
mustarolaj kezelést kovetéen kialakuld flulodémat nem befolyasolja a TRPV1 receptor
hidnya. TRPV1 receptor génhidanyos egereken végzett kisérleteink alapjan feltételezziik,
hogy a mustdrolaj hat a kapszaicin-érzékeny idegrostokon, de a TRPV1 receptortdl
figgetlen Uton aktivalja az idegvégzidést. Az a tény, hogy az NK; receptor antagonista
SR140333 gatolja a korai 6démat mind a C57BL/6 vad tipust, mind a TRPV1 receptor
génhianyos egerekben igazolja, hogy a mustarolaj okozta gyulladdas neurogén szakasza
NK; receptorokon keresztil medialt. A TRPV1-, és NK; receptorok szerepe a kontakt

dermatitisz soran kialakulé neutrofil akkumulacié soran nem bizonyitott.
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B. Oxazolonnal kivaltott allergias kontakt dermatitisz egérfiilon

Eredményeink aldatamasztottak azt a feltevést, hogy a TRPV1 receptor jelentGs
modositd szereppel bir a kontakt dermatitisz soran. A TRPV1 receptorok genetikai hianya,
vagy a szenzoros neuropeptidek deplécidja szisztémas RTX el6kezeléssel fokozta az
oxazolonnal kivaltott gyulladast, mely egybevag azzal az elképzeléssel, hogy az érzGideg
rostok aktivaciéja a TRPV1 receptoron keresztiil patofizioldgias korilmények kozott
gyulladascsokkent6 hatasu. Ezt szintén igazolja az allergias kontakt dermatitiszben a
TRPV1 knockout egerekben mért magas TNFa szint is. Osszehasonlitva a
sejtakkumulaciéval, akar a szévettani adatok, akar a mieloid sejtek mieloperoxidaz enzim
aktivitdsa alapjan megallapithatd, hogy a folyamat soran bekovetkez6 sejtkiaramlasra
nincs hatasa a TRPV1 receptor kiesésének. Néhany korabbi publikacidoban bizonyitast
nyert, hogy a szisztémas kapszaicin-el6kezelés/deszenzitizalds fokozza az 6démat ACD
reakcié soran (Girolomoni, G., Tigelaar, R. E. 1990; Veronesi, B. et al 1998), és az
altalunk kapott eredmények is ezt igazoljak. A gyulladas sulyosbodasa ACD soran azt
feltételezi, hogy a TRPV1 receptort is expresszalé kapszaicin-érzékeny neuronokbdl

felszabadulé mediatorok ered6 hatadsa az, hogy gatoljak a dermatitisz kifejlddését.

Kisérleteink soran az NK; receptorok genetikai hianya és az antagonista SR140333

hasznalata is megerdsitette, hogy a P-anyag gyulladaskeltdé hatasu.

A CGRP vizsgalata soran egyesek gyulladaskeltd (Ek, L., Theodorsson, E. 1990;
Goebeler, M. et al 1994), mig masok gyulladascsokkentd (Asahina, A. et al 1995) hatasat
irtak le az allergids kontakt dermatitiszben. Az in vitro kisérletek tébbségében a CGRP és
az immunsejtek kapcsolatat vizsgaltak és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a CGRP
el6segiti a gyulladas sejtes fazisat (Grant, A. 2002; Torii, H. et al 1997). Néhany adat
arra enged kovetkeztetni, hogy a szenzoros rostokbol felszabadulé endogén CGRP in vivo
gyulladascsokkentd hatdst. Az oCGRP génhidanyos egerekkel végzett kisérleteink
megerositik a CGRP proinflammaciés hatasat az ACD folyamataban. Ha tehat a P-anyag
és a CGRP hatasa is fokozza a gyulladast, hogyan magyarazhaté az ACD lathato

sulyosbodasa RTX elGkezelést kovetben, vagy a TRPV1 receptor génhianyos allatokban?

Laboratériumunk korabbi vizsgalataiban bizonyitast nyert, hogy a folyamat soran
felszabadulé neuropeptideknek (pl. szomatosztatin) nemcsak lokalis, hanem szisztémas
gyulladascsokkent6 hatasuk is van (Helyes, Zs. et al 2003; Szolcsanyi, J. et al 1998), és
szamos mas neuropeptidrél is kiderillt, hogy rendelkezik gyulladast gatlé hatassal,
példaul a galanin (Xu, X. J. et al 1991), az opioid peptidek (Cariton, S. M., Coggeshall, R.
E. 1997), a VIP (Delgado, M. et al 2001; Foey, A. D. et al 2003; Williams, R. O. 2002) és
a PACAP-38 (Németh, J. et al 2006) amely a felszabadult mennyiségtdl fliggden valt ki

lokalis vagy szisztémas gyulladascsokkent6 hatast.
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A haptének altal kivaltott késGi tipusu hiperszenzitiv reakcido T-sejt specifikus
immunvalaszt indit el a szervezetben. A kemotaktikus hatast T-helper limfocitak
aktivaljadk a mieloid sejtek akkumulaciéjat (Saulnier, M. et al 1995), amit a
mieloperoxiddz enzim aktivitds alapjan kimutattunk a flilszovetben allergids kontakt
dermatitiszben. Kordbban Goebeler és munkatarsai publikaltdk (Goebeler, M. et al 1994),
hogy a P-anyag és a CGRP topikdlis alkalmazdsa a bdOrben fokozza a leukocitak
besz(ir6dését a kezelt teriletre, jelen munkankban azonban nem sikerilt egyértelm
bizonyitékot talalni arra, hogy a felszabadulé6 endogén neuropeptidek befolyasolndk a

leukocita akkumulaciét az ACD soran.

Eredményeink szerint a TNFa a kulcs-citokin e folyamatban, melynek mennyisége
lokalisan megemelkedik allergids kontakt dermatitiszben. Bar az IL-4 is ndvekedett volt,
els6sorban a 24 déras mintakban, szerepe azonban a kontakt hiperszenzitiv reakcidkban
ellentmondasos. Egyes szerzOk immunszuppressziv hatasairdl szamolnak be (Asada, H.
et al 1997; Gautam, S. C. et al 1992), mig masok szerint induktor szerepet tolt be (Dieli,
F. et al 1999; Salerno, A. et al 1995, Weigmann, B. et al 1997). Azt azonban
mindenképpen kijelenthetjik, hogy az oxazolon indukdlta ACD az egérfilben a
varakozasokkal szemben nem tipikus Th1l tipusu valasz, a Th2-es citokinek, els6sorban
az IL-4 szerepe szintén kiemelt jelent6ségl. Az a tény, hogy a TRPV1 receptort
expresszald neuronok RTX-szel tortént deszenzibilizacidja mind az IL-4 mind a TNFa
szintet csbkkentette arra utal, hogy a neurogén komponensek hatassal vannak a citokin
termelésre. Maganak a TRPV1 receptorfehérjének genetikai hidnya novelte a TNFa szintet
és az inflammaciés tlineteket is. Az NK; receptor knockout és az oaCGRP hianyos
egereknél, f6leg a 48 6ras mintavétel esetén szignifikdnsan kisebb TNFa szintet mértink

a vad tipusu kontrollokhoz képest, ami jol korrelal az enyhébb gyulladasos képpel.

Legjelentésebb kovetkeztetésként elmondhatjuk, hogy a TRPV1 receptor akar
genetikai akar kémiai deplécidja sulyosbitja az oxazolon altal indukalt ACD tlineteit. Az
idegvégz6désekbdl felszabadulé P-anyag és CGRP proinflammaciés hatasokat okoznak,
tehat szikségszer( feltételezniink, hogy a TRPV1 receptor izgatdsa soran nemcsak ezek
a proinflammaciés mediatorok, hanem gyulladasgatlé peptidek (pl. szomatosztatin) is
felszabadulnak, melyek mint endogén gatlé rendszer, enyhitik az allergids dermatitiszben
létrejov6é gyulladasos tlineteket. A kozeljov6ben megvizsgaljuk, hogy a neuralis
Ujabb lancszemeket ismerjink meg a szenzoros neuropeptidek és gyulladasos sejtek
kozotti kapcsolatban, és igy hozzajaruljunk az idegrendszer és az immunrendszer kozotti

kommunikacié minél pontosabb megismeréséhez.
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Tudomanyos munkam értékelése a legfrissebb irodalmi
adatok tiikrében

1. A mustarolajjal kivaltott akut gyulladdsos modellben kapott eredményeinket 2004-

ben publikaltuk a Neuroscience cimil folydiratban, amelyben els6ként bizonyitottuk
funkcionalis vizsgalatok alapjan, hogy a mustarolaj nem a TRPV1 receptorokat
aktivalja. Nem sokkal kés6bb Sven-Eric Jordt és munkatarsai igazoltak, hogy a
mustarolaj (és mas isothiocianat molekulak) az ANKTM1 (ankirin-like transmembrane
protein-1) receptoron keresztll izgatja a kapszaicinre is érzékeny idegrostokat (Jordt,
S. E. et al 2004). Az ANKTM1 receptor a tranziens receptor potencial, vagyis a TRP
receptorcsalad tagja, igy e receptor/kation csatorna Uj elnevezése TRPA1. Szerkezete
hasonlit a TRP ioncsatornakhoz, de N-terminalis régidja klilondsen sok, 17 ankirin
repeat domént tartalmaz. TRPA1l receptor taldlhatd a bels6é fillben, ahol a
sz6rsejteken mechanoreceptorként funkcional (Corey, D. P. et al 2004), valamint a
hatso gyoki és trigeminalis ganglion sejteken. Itt olyan kis atméréji neuronokon
jelenik meg, melyek TRPV1 receptort igen, de TRPM8 receptort nem expresszalnak
(Bautista, D. M. et al 2005; Kobayashi, K. et al 2005, Story, G. M. et al 2003).

A TRPA1 receptort a természetben talalhatd csip6s anyagok kozll (a mustarolajon
kivlil) a fahéjban talalhaté cinnamaldehid, a metil szalicilat (a kuszé fajdbogyobol —
Gaultheria procumbens), az eugenol (a szegfliszegbdl kivont vegyllet), és az allicin, a
fokhagyma csip6s anyaga is aktivalja. Ezek a vegylletek a boéron alkalmazva
fajdalmas ég6 és szuro érzést valtanak ki, igy elmondhatd, hogy a TRPA1 receptor is

szerepet jatszik bizonyos fajdalmas ingerek érzékelésében.

Caterina és munkatarsai 1997-ben els6ként irtdk le a TRPV1 receptor
termoszenzitiv tulajdonsagat (Caterina, M. J. et al 1997), mely intenziv kutatasokat
inditott el a héérzékelés molekuldris szintl feltdrasara. A késb6bbiekben a TRP
receptorcsalad Gjabb tagjardl, a TRPM8 receptorrdl bizonyosodott be, hogy a 23 °C
alatti, nem fajdalmas hideg ingerre valamint a bdrén alkalmazott mentolra és az
icilinre érzékeny (McKemy, D. D. et al 2002; Peier, A. M. et al 2002). A TRPA1
receptor héérzékelésben betdltétt szerepe ellentmondasos. Story és munkatarsai
kilonboz6 sejttenyészeteken végzett kisérleteikkel bizonyitottak, hogy a TRPA1l
receptor a fajdalmas, 17 °C alatti hideg ingerek tovabbitasaban jatszik szerepet
(Story, G. M. et al 2003). Bautista és munkatarsai azonban TRPA1l receptor
génhianyos egerek hasznalataval kimutattak, hogy a knockout allatok fajdalmas
hideg érzékelése valamint a vesztibuldris és auditoros érzékelése sem tért el a vad
tipusu allatokétol. Ugyanakkor a TRPA1 génhidnyos egerekben a mustarolaj okozta
o6déma illetve a bradykininnel kivaltott termalis hiperalgézia nagy mértékben csokkent

(Bautista, D. M. et al 2006). Ezek az eredmények arra engednek kévetkeztetni, hogy
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a TRPA1 a fajdalom kialakulasaban egy olyan ioncsatorna, melyet szamos kilonb6z6
inger képes aktivalni (Kwan, K. Y. et al 2006).

2. Az utdbbi 6t évben a TRPV1 receptorok szerepét szamos fajdalom- és gyulladdsos
modellben vizsgaltak. Bar tobb kozleményben leirtdk a TRPV1 receptorok

pronociceptiv és proinflammatoros szerepét az akut fajdalom és gyulladas

gyulladasos és fajdalom tesztekben a receptor funkcidja ellentmondasos (Bélcskei, K.
et al 2005; Széllési, A. et al 2006) A TRPV1 knockout egereken végzett kisérletekbél
kiderilt, hogy a receptor genetikai hianya csokkenti az experimentalis artritisz
tlineteit (Szabd, A. et al 2005; Barton, N. J. et al 2006, Keeble, J. et al 2005). 2005-
ben els6ként irtuk le a TRPV1 receptor protektiv hatdsat az oxazolonnal kivaltott
allergids kontakt dermatitiszben (Banvélgyi, A. et al 2005). Ezt kovetéen mas
modellekben is bizonyitast nyert, hogy a TRPV1 receptor gén hidnya nem csokkenti,
hanem sulyosbitja a tlineteket. Massa és munkatarsai 2006-ban irtdk le a
dinitrobenzén-szulfonsavval kivaltott colitis-ben (Massa, F. et al 2006), valamint ezt
az eredményt igazoltak lipopoliszachariddal indukalt légati gyulladas és

hiperreaktivitas soran is intézetiink munkatarsai (Helyes Zs. et al, in press, 2007).

A TRPV1 molekuldan haté antagonistak nagyon igéretesnek tlintek a fajdalom-
korképek és gyulladasos betegségek kezelésének eszkozeként. Az altalunk is
megerdsitett legujabb adatok azonban arra utalnak, hogy a TRPV1 receptort nem
tekinthetjik kizardlag proinflammatoros és pronociceptiv molekulanak, mivel egyre
tobb bizonyiték tamasztja ald, hogy ezen receptorok aktivalasat kovetben

gyulladasgatlo és antinociceptiv hatasok is érvényesiilnek.

Az értekezés (j eredményei

1. Kisérleteink igazoltak, hogy a mustarolaj neurogén és nem neurogén maodon

is képes gyulladast indukalni egérfulon.

2. Eredményeink szerint az 1%-0s mustarolaj egyszeri alkalmazasa atmeneti
vaszkularis gyulladast okoz, melyet nem kovet sejtkidramlas. A mustarolaj
ismételt dozisban mar képes olyan kemotaktikus utakat aktivalni, melyek

fuggetlenek a neurogén komponensektol.

3.  Funkcionalis kisérletekkel els6ként bizonyitottuk, hogy a mustdrolaj a TRPV1

receptortdl fliggetlen Uton aktivalja a kapszaicin-érzékeny idegrostokat. A
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mustarolaj okozta gyulladas neurogén szakasza NK; receptoron keresztil
medialt.

4. Els6ként irtuk le, hogy a TRPV1 receptor akar genetikai akar kémiai
depléciéja sulyosbitja az oxazolonnal kivaltott ACD tlneteit, valamint a
TRPV1 receptor aktivacidja soran felszabaduld neuropeptidek jelentGs

moaddositd szereppel birnak a kontakt dermatitisz soran.

5. Kisérleteink megerdsitették, hogy a P-anyag és a CGRP gyulladaskelt6

hatdsu az allergids kontakt dermatitisz folyamataban.

6. Medfigyeltik, hogy az egérflilben oxazolonnal indukalt ACD a varakozasokkal
szemben nem tipikus Th1 tipusu valasz, a Th2-es citokinek, elsGsorban az

IL-4 szerepe szintén kiemelt jelent6ség.
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Introduction

Nowadays, the extended amount of polluting agents in our surroundings (e.g. chemical
contamination of water, air, soil, etc.) heavily charge our immune system and causes
imbalance or pathological processes such as autoimmune diseases, asthma and allergic
reactions. In the skin (which organ directly interacts with the environment), immune-
and inflammatory diseases like allergic contact dermatitis, eczema, psoriasis manifest
more often and severe form in developed countries. Skin diseases exert negative
influence on the quality of life and they mean a great psychic expense to the patients.
Furthermore the eczema/dermatitis group takes a great proportion of occupation-

releated diseases.

Inflammatory processes in the background of skin diseases can be divided into
three parts: the evolving local vasodilatation and increased permeability in the acute
phase introduce the extravasation of leukocytes in the inflamed area in subacute phase.
In the chronic, proliferative phase tissue degeneration and fibrotic deformation can be

observed.

Experiments in the latest years proved that neuropeptides released locally from
sensory neurons have outstanding importance in the pathomechanism of cutaneous

inflammatory processes (Brain, S. D. 1997; Szolcsanyi, J. et al 1996).

Neurogenic inflammation

Neuropeptides in the skin are produced by small diameter, unmyelinated afferent
neurons, called C polimodal nociceptors and neurons with thin, myelinated Ad fibers
(Scholzen, T. et al 1998). Capsaicin, the pungent ingredient of paprika-plants in
Capsicum genus, selectively excites and in high dose desensitises a major subpopulation
of nociceptive sensory nerve fibres classified as “capsaicin-sensitive afferents”
(Szolcsanyi, J. et al 1996). Peripheral endings of these sensory fibres release
neuropeptide mediators, such as tachykinins and calcitonin gene-related peptide (CGRP)
which mediate efferent responses leading to vasodilatation and plasma protein
extravasation with subsequent oedema formation (Brain, S. D. 1997). These local

vascular changes are major features of neurogenic inflammation.

Mustard oil

Mustard oil (allyl-isothiocyanate) as well as capsaicin, have been historically used
as chemical algogens in studies of neurogenic inflammation, with topical administration
resulting in increases in blood flow and vascular permeability in rodent skin (Jancsé, N. et
al 1967). Mustard oil was first identified as a pungent plant extract, in this case from

several members of the genus Brassica (e.g. B. nigra, B. juncea).



Capsaicin and TRPV1 receptor

The strong and selective algogenic and desensitizing effect of capsaicin (8-methyl-
N-vanillyl-6-nonenamid) was first described by Andreas Hégyes in 1878. Caterina and co-
workers have identified and cloned the receptor for capsaicin (Caterina, M. J. et al 1997),
first named as vanilloid receptor 1 (VR1), and recently - regarding its sructure - transient

receptor potencial vanilloid 1, TRPV1 receptor.

Capsaicin - dose dependently — causes excitatory, neuron blocking or neurotoxic
effects on capsaicin-sensitive sensory neurons. The sensory neuron blocking effect
means impared function of the response not only on the capsaicin receptor protein itself
but on the whole sensory neuron. TRPV1 receptor is a non-selective cation channel,
following capsaicin stimuli Na* and Ca®* ions enter the cell and cause depolarization for
the nociceptive signal, and neuropeptides release from the peripheral endings. Long-term
open state of the TRPV1 channel raises intracellular Ca* level which inhibits the voltage-
gated Ca’* channels and causes mitochondrial swelling and neuronblocking effect. If
more ion channels are still open neurotoxicity occurs: Ca®*-activated proteases induce

cell lysis.

Besides capsaicin other vanilloid derivatives are also able to activate the TRPV1
receptor like zingerone from ginger, piperine the pungent principal of black pepper or the
ultrapotent agonist resiniferatoxin (RTX), the irritant compound of a cactus-like plant
Euphorbia resinifera. Significant efforts were made to indentify the endogenous ligand of
capsaicin-receptor. Anandamide (arachidonyl-ethanolamide, AEA) has been described to
be an agonist on the cloned TRPV1 receptor. Zygmunt and co-workers showed that
anandamide induce vasodilatation by activating TRPV1 on periperal sensory nerves and
cause CGRP release (Zygmunt, P. M. et al 1999). Furthermore the application of
anandamide to the cloned TRPV1 receptor evokes capsazepine-reversible currents
(Smart, D. et al 2000).

Protons produced under pathophysiological circumstances, e. g. inflammation or
ischemia can sensitise and in high dose excite sensory neurons via the TRPV1 receptor.
In inflamed tissues local pH decreases to pH 5, therefore the activation of TRPV1 receptor

contributes to pain sensation.

Noxious heat (>42 °C) has significant activatory effect but after sensitization of

the TRPV1 receptor, even lower temperature can elicit action potencials as well.

Numerous lipid metabolites of arachidonic acid such as prostaglandins (PGE,,
PGI,) are endogenous ligands of TRPV1 receptor during chronic inflammations (Szabé, A.
et al 2005). For example, bradykinin activates phospholipase A, enzyme it releases

arachidonic acid from membrane phospholipids, and from which 12-lypoxigenase enzyme



produces 12-HPETE (12- hydroperoxyeicosatetraenic acid). 12-HPETE directly activate
TRPV1 receptor through intracellular binding site.

The above mentioned processes highlight the ability of TRPV1 receptor to

integrate diverse environmental stimuli.

Proinflammatory neuropeptides of sensory neurons
Tachykinins

The major group of neuropeptides relased from capsaicin-sensitive sensory
neurons after stimulation are tachykinins: neurokinin A, neurokinin B and substance P.
Tachykinins share a common C-terminal pentapeptide sequence: Phe-X-Gly-Leu-Met-
NH,. Three G-protein coupled receptors, the NK;, NK, and NK3; receptor have been
identified and tachykinins have different binding affinity to these receptors. Substance P
(SP), the best known member of the tachykinin family, is a potent mediator of increased
microvascular permeability acting via neurokinin 1 (NK;) receptors, which are most
commonly expressed on post-capillary endothelial cells (McDonald, D. M. et al 1996). NK;
receptor was found on mast cells, polymorphonuclear leukocytes, and on macrophages
and lymphocytes as well (Grant, A. 2002). Substance P is able to stimulate macrophages
and mast cells, it has effects on the proliferation of lymphocytes, chemotaxis of T-cells
and immunoglobulin production of B-cells. SP could act directly on neutrophils in vivo via

NK; receptors to stimulate their accumulation in inflamed areas (Baluk, P. et al 1999).

Calcitonin gene-related peptide

Calcitonin gene-related peptide (CGRP) is a 37 amino acid peptide and a member
of a closely related peptide family with 90% structural homology (o and B forms known).
CGRP acts via CGRP; and CGRP, receptors to exert biological effects, but most vascular
effects of CGRP are mediated via the CGRP; receptor. Its long-lasting vasodilator effect
mediated by CGRP; receptors found on epithelial smooth muscle cells throgh a nitrogen-
monoxide independent mechanism, in general. CGRP attenuates the activity of
adenylate-cyclase enzyme, which rises the intracellular cAMP level. This cyclic nucleotide
activates protein-kinase A, which opens the ATP-sensitive K* channels resulting in the
relaxation of smooth muscle cells. CGRP; receptor was detected on T- and B-lymphocytes

and granulocytes.

Scientific background of our experiments

Studies with mustard oil are in keeping with the concept that low doses stimulate
sensory nerves and cause neurogenic inflammation. First N. Jancsé and co-workers

published the ineffectiveness of 5% mustard oil on denervated rat skin after transsection



of the saphenous nerve (Jancsé, N. et al 1967). Ten years later G. Jancso and collegues
demonstrated that neonatal capsaicin pre-treatment inhibited cutaneous plasma protein

extravasation induced by 5% mustard oil in the rat (Jancsoé, G. et al 1977).

Inoue and collegues examined the mechanism of mustard oil-induced (0.5-20%)
plasma extravasation and oedema formation in the mouse ear. They demonstrated a
major difference between capsaicin and mustard oil stimulation: in contrast to capsaicin,
repeated administration of mustard oil did not cause desensitisation. In addition the
inflammatory response was unaffected by pre-treatment with H; (histamine) and 5-HT,
(serotonin) receptor antagonists or with ruthenium red, the functional inhibitor of
capsaicin receptor, which inhibited capsaicin-induced oedema. However, the tachykinin
NK; receptor antagonist SR140333 inhibited the response for 5% mustard oil, which
suggests that mustard oil elicits plasma extravasation through the release of sensory
neuropeptides, but its mechanism of action differs from that of capsaicin (Inoue, H. et al
1997).

Sensory neuropeptides can be released from the capsaicin-sensitive nerve endings
by TRPV1 receptor mediated or TRPV1 receptor independent mechanisms (Banvolgyi et
al, 2004). Smearing of capsaicin to the skin surface, the neurogenic inflammatory
reactions can be observed during acute response: released neuropeptides increase blood
flow and oedema formation appears (Grant, A. 2002). It is well documented that
neurogenic components play important role in the development of many inflammatory
deseases like asthma, allergic dermatitis, psoriasis, eczema, inflammatory bowel
diseases. The role of TRPV1 receptor, activated by endogenous mediators during these
processes is less known. Experiments with rodents clearly demonstate that low doses of
capsaicin or resiniferatoxin activate TRPV1 receptors on sensory neurons, but in high
doses they deplete sensory neuropeptides and desensitise the nerve endings. This leads

to the selective block of the neurogenic inflammatory component.

Environmental allergens and irritants elicit contact dermatitis which means skin
inflammation and itching. The concept, that sensory neurons with C and Ad fibers
modulate the process of allergic contact dermatitis have been published in the literature,
but the exact mechanism is unclear (Brain, S. D. 1997). Allergic contact dermatitis (ACD)
is an immune process consisting of induction and elicitation phase. In the induction phase
(also referred to as afferent phase or sensitization phase) the lipophylic hapten molecule
penetrates into the skin and forms complex with host cell proteins to provide a complete
antigen which is subsequently taken up by Langerhans cells. These antigen-presenting
cells migrate from the epidermis to the draining lymph nodes, where hapten specific

memory T cells develop in the paracortical area. The sensitization period lasts for 5-15



days in humans and 5-7 days in mice. The second contact with the allergen induces the
elicitation phase (efferent or challenge phase) and the sensitised lymph node cells travel
to the site of chemical contact and produce characteristic inflammatory reactions such as
erythema, oedema and cellular infiltration. Marked infiltration of neutrophils, eosinophils
and antigen-sensitised mononuclear cells (lymphocytes, macrophages) can be observed
in the effector phase after 72 h in human and 24-48 h in mice (Krasteva M. J. et al,
1999).

Aims

1. Our aim is to elucidate the role of sensory neuropeptides on oedema
formation and leukocyte accumulation in mouse ear following mustard oil

treatment.

2. We would like to investigate the effect of single and repeated application of
mustard oil on acute vascular and chronic (6 hrs) cellular phase of the

inflammation.

3. We would like to determine the role of TRPV1 and NK; receptors in this
inflammatory model, applying systemic capsaicin pre-treatment, selective

NK; receptor antagonist and NK; or TRPV1 receptor knockout mouse strains.

4.  Our aim is to investigate the role of the TRPV1 receptor in oxazolone-induced
allergic contact dermatitis on mouse ear, using TRPV1 receptor deficient

mouse strains and systemic RTX pre-treatment.

5.  We would like to analyse the ACD reaction on NK; receptor- and aCGRP gene

knockout animals and using selective receptor antagonists.

6. Our aim is to observe the histological changes and local cytokine levels in

the inflammatory process.



Experimental procedures

Animals

Experiment were performed in Hungarian and British laboratories and the design
of this study was carried out according to the Animals (Scientific Procedures) Act 1986
(Great Britain) and Act for Animal Protection and Forbearance 1998 (Hungary). BALB/c
(20-25g) and C57BL/6 (20-25g) strains were obtained from Charles River Ltd, Hungary.
TRPV1 receptor knockout transgenic mice were donated by Dr. J.B. Davis, Neurology and
GI Centre of Excellence for Drug Discovery, GlaxoSmithKline, Research and Development
Ltd., and bred in the animal house of the Hungarian laboratory. Wild-type and NK;
receptor knockout Sv129+C57BL/6 mice were a gift from Dr. N. Gerard, Perlmutter
Laboratory Children’s Hospital Boston, then bred in the animal house of KCL in London,
UK. Animals were given standard diet and water ad libitum in climatically controlled
environment. Both knockout strains displayed normal growth and behavioural

characteristics.

Measurement of ear oedema

Ear thickness was measured with an engineer's micrometer with 0.1 mm
accuracy, before challenge with test agents and after the challenge at different time
points. Data were expressed as % increase of ear thickness compared to the initial

values.

Measurement of neutrophil accumulation

The ears were thawed and chopped into small pieces then homogenized in
phosphate buffer containing 0.5% hexadecyl trimethylammonium bromide (HTAB)
detergent (1 ml buffer/ ear). The homogenate was centrifuged at 10,000g at 4 °C for 10
min and 0.5 aliquots of supernatant placed in Eppendorf tubes. Neutrophil accumulation
was assessed by comparing the myeloperoxidase enzyme activity in sample extracts with
mouse standard leukocyte preparation. Myeloperoxidase activity was assayed using
H,0,-3,35,5 -tetramethyl-benzidine (TMB/H,0,) (Sigma, St. Louis, MO, USA). Reactions
were performed in 96-well microtitre plates in room temperature. The optical density
(OD) at 620 nm was measured at 5 min intervals for 30 min, using a microplate reader
and plotted. The reaction rate (A OD/time) was derived from an initial slope of the curve.
A calibration curve was then produced, with the rate of reaction plotted against the
number of neutrophils in the standard samples. This was used to convert reaction rates

to number of neutrophils for the ear sample homogenates.



Statistics

Results are expressed as mean £ S.E.M. Comparisons between treated and non-
treated animals were made by ANOVA followed by Dunnett’s post-test for oedema data
and by unpaired t-test for neutrophil accumulation studies. Probability values P < 0.05

were regarded as significant.

A. Mustard oil evoked inflammation in mouse ear

Application of substances

Anaesthesia was induced by ketamine (100 mg/kg i.p., repeated as required) with
xylazine (5 mg/kg i.m.). Both ears were smeared with 1% mustard oil dissolved in
paraffin oil, with 10 pl applied to each of the inner and outer surfaces. This procedure
was repeated every hour for 6 hrs. In separate experimental groups animals received
either single or double treatments at the beginning of the 6 h experiment. In the control
group, paraffin oil was applied on both ears in the same volume at the required times. In
the relevant groups, SR140333 (240 nmol/kg s.c.) was applied 15 min before mustard oil
to inhibit NK; receptors. At the end of the incubation period animals were killed by
cervical dislocation and ears were dissected for histological procedures or put on -20 °C

for the neutrophil accumulation assay.

Systemic capsaicin pre-treatment

Depletion of sensory neuropeptides from the capsaicin-sensitive neurons was
achieved by systemic capsaicin desensitization. Capsaicin was dissolved in ethanol
(10%), Tween 80 (10%) and isotonic saline (80%). BALB/c mice under anaesthesia
received 30 mg/kg s.c. capsaicin, in the neck region, on three consecutive days. The
cumulative dose was 90 mg/kg. The animals were used in the experiment 14 days after
pre-treatment with capsaicin. The success of the procedure was validated by the eye
wiping test. The capsaicin pre-treatment was considered satisfactory, if one drop of 0.1%

capsaicin solution did not evoke wiping movements in the eye.

Histological studies

Dissected ears were fixed in 4% paraformaldehyde. Cross-sections (6 um) were
cut at the base of the ears after paraffin embedding and stained with haematoxylin-
eosin. Chloroacetate-esterase staining as myeloid marker was used to analyse the

cellular phase of inflammation.



B. Oxazolone-induced allergic contact dermatitis on mouse ear

Application of substances

Anaesthesia was induced by ketamine (100 mg/kg i.p., repeated as required) with
xylazine (5 mg/kg i.m.) or isoflurane (2%). Animals were sensitised on two consecutive
days by smearing 2% oxazolone (50-50 pl) on the shaved abdomen (induction phase).
On the 6th day right ears were smeared with 2% oxazolone dissolved in 96% ethanol:
15-15 pl solution was applied on each of the inner and the outer surfaces (elicitation
phase). Left ears were treated with 96% ethanol in the same way. In the relevant
groups, SR140333 (240 nmol/kg s.c.) was administered 15 min before oxazolone to

inhibit NK; receptors, and was repeated in the elicitation phase at 24 and 48 hrs.

At the end of the incubation period animals were killed and ears were dissected
for histological procedures or put on -80 °C for the neutrophil accumulation assay and

cytometric bead array.

Systemic resiniferatoxin pre-treatment

Depletion of sensory neuropeptides from the capsaicin-sensitive neurons was
achieved by systemic resiniferatoxin (RTX) pre-treatment. Resiniferatoxin was dissolved
in @ minimal volume of 96% ethanol and made up the final volume with isotonic saline
(3, 7, 10 pug/ml). BALB/c and C57BL/6 wild-type mice under anaesthesia received 30, 70
and 100 pg/kg s.c. RTX on three consecutive days. Animals were used 6 days after RTX
pre-treatment. The success of the procedure was validated by the eye wiping test. The
RTX pre-treatment was considered satisfactory, if one drop of 0.1% capsaicin solution did

not evoke wiping movements in the eye.

Histological studies

Dissected ears were fixed in 4% paraformaldehyde. Cross-sections (6 upm) were
cut at the base of the ears after paraffin embedding and stained with haematoxylin-
eosin. Chloroacetate-esterase staining as myeloid marker was used to analyze the
cellular phase of inflammation. To reflect the severity of inflammation histopathological
changes as oedema, formation of microabscess after necrosis of hair follicles and
sebaceous glands and the number of accumulated mononuclear and polymorphonuclear

cells were scored as follow:

Oedema was measured with Analysis software (Soft Imaging System) expressed

in pm and the ethanol treated control was labelled with score 0.

The number of microabscesses per ear was counted and scored from 0-5.



The cellular infiltrate was evaluated by viewing at magnification of 200x, the
number of accumulated mononuclear and polymorphonuclear cells per field received

scores from 0-5.

Flow cytometric studies — Microbead technique

Changes of cytokine profile during DTH reaction were determined by mouse
Th1/Th2 cytokine cytometric bead array (CBA, BD Biosciences). The CBA kit contains five
bead populations with distinct fluorescent intensities have been coated with capture
antibodies specific for IL-2, IL-4, IL-5, IFNy and TNFa proteins. Ears were homogenized in
1 ml RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich Ltd, Budapest) and 1% phenylmethanesulfonyl-
fluoride (PMSF, Sigma-Aldrich Ltd, Budapest) mixture on 4 °C. Samples were centrifuged
at 10000 g, for 10 min on 4 °C. The five bead populations were mixed together to form
the CBA. 50 pl mixed capture beads, 50 pl ear sample and 50 ul PE-labelled detection
antibody solution were added into an assay tube and was incubated for 2 hrs.
Fluorescent intensities were counted by flow cytometry (FACS Calibur, BD Biosciences).
Data were enhanced by CellQuest Software. Concentration of cytokines in each sample

was determined with SAT2 software (Soft Flow, USA) after calibration of standard curve.

Results
A. Mustard oil evoked inflammation in mouse ear

A./1 Mustard oil-induced inflammation in BALB/c mice

A single application of 1% mustard oil to the ear of BALB/c mouse induced a 15%
increase in ear thickness, whereas double treatment elicited more pronounced response,
in both cases the response had diminished by 6 h. While the single treatment provoked a
non-significant increase in the number of accumulated leukocytes by 6 h, the double
application induced statistically significant recruitment of myeloperoxidase positive cells
in the skin samples compared to the paraffin oil-treated control group, which was only
slightly affected by systemic capsaicin pre-treatment. This was unaffected by a protocol

designed to desensitise capsaicin-sensory nerves.

A 25-30% increase in ear thickness was maintained by the hourly reapplication of
mustard oil over 6h. Systemic capsaicin pre-treatment significantly inhibited oedema
formation in the first 3 hours, but oedema in this group increased from 3-6 h. The NK;
receptor antagonist SR140333 also blocked the swelling in the first 3 h but it had only
limited effect in the second half, despite a repeated administration during the third hour.
This manner of mustard oil treatment elicited significant neutrophil cell accumulation in
the ear samples, but neither NK; receptor antagonist SR140333 nor systemic capsaicin

pre-treatment inhibited the cellular infiltration.
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A./2 Mustard oil-induced inflammation in TRPV1 receptor
knockout mice

Single application of 2.5% capsaicin solution induced a large oedema in the wild-
type mouse but it was only a minimal in the ear of TRPV1 receptor knockout mice. By
comparison mustard oil generated the same degree of ear swelling in knockout animals
as in wild-type C57BL/6 mice, moreover a longer-lasting effect was observed in knockout
animals, but this response was completely abolished by the NK; receptor antagonist
SR140333 in both groups of animals. The repeated administration of mustard oil
maintained 30-40% increase of ear thickness in C57BL/6 mice. The inhibitory effect of
SR140333 pre-treatment followed the similar kinetics as observed in BALB/c mice. It
almost completely abolished the ear oedema the first 3 h but was not effective in the
second half of the 6 h experiment. The lack of TRPV1 receptors did not alter the amount

of extravasated leukocytes in response to mustard oil.

A./3 Mustard oil-induced inflammation in NK; receptor knockout
mice

Repeated treatment with 1% mustard oil caused about 20-25% ear oedema in
Sv129+4+C57BL/6 wild-type mice compared to the vehicle treated control. The lack of NK;
receptors significantly decreased the ear swelling, confirming the important role of SP in
mustard oil-evoked oedema. The activity of myeloperoxidase enzyme was almost three
times higher after mustard oil treatment compared to the paraffin oil treated controls,
but did not show significant differences between NK; receptor knockout and wild-type
mice. These results support our previous data where the NK; receptor antagonist

SR140333 did not inhibit the mustard oil-induced leukocyte accumulation in BALB/c mice.

A./4 Histological findings

Haematoxylin-eosin stained slides clearly demonstrate that repeated application of
1% mustard oil induced about 20-30% increase of ear thickness. Leukocyte accumulation
can be also observed compared to the paraffin oil-treated control as it is observed in the
chloroacetate-esterase stained slides. Disruption of TRPV1 or NK; receptors did not

influence the number of accumulated myeloid cells after mustard oil.

B. Oxazolone-induced allergic contact dermatitis on mouse ear

B./1 Influence of the TRPV1 receptor in oxazolone-induced ACD
reaction

Ear swelling, measured as ear thickness, was similar in response to oxazolone-
induced ACD in all three strains (C57BL/6 and BALB/c and Sv127+C57BL/6) of mice used

11



in this study. A significant increase in ear swelling was observed by 24h after elicitation
of the response by topical application of oxazolone that remained significantly raised for
the duration of the 72h experiment.

The genetic deletion of the TRPV1 receptors enhanced the ear swelling by 40-80%
when compared to the wild type mice at all time points. Resiniferatoxin-desensitization,
which depletes neuropeptide content from the capsaicin-sensitive sensory neurons,
increased the oxazolone-induced ear thickness 50-70%.

Representative light micrographs of oxazolone-induced ear inflammation in
BALB/c, C57BL/6 wild-types and TRPV1 knockouts support the above evidence in that
deletion of the TRPV1 receptors enhanced the ear thickness. The observation of
inflammatory cells was supported by measureing of MPO activity in supernatants from
ear homogenates. A highly significant increase in MPO activity was observed in the ears
of mice at 48h after oxazolone challenge, indicating a marked increase in the
accumulation of polymorphonuclear leukocytes and possibly other myeloid cells. Neither
RTX pre-treatment, nor deletion of TRPV1 receptor caused any inhibition in MPO activity

compared to their controls.

B./2 Changes in Th1/Th2 cytokine profile during oxazolone-
induced ACD reaction

Concentrations of IL-2, IFNy and TNFa (Th1l cell response) and IL-4, IL-5 (Th2 cell
activation) cytokines were measured in ear samples 24 and 48h after oxazolone
application. A surprising pattern was seen in that levels of IL-2 were low, whilst levels of
TNFa were high in all wild-type samples and there was a correlation between the levels
measured with the inflammation observed as levels were increased in TRPV1 knockout
mice at 24h. IL-4 levels were also raised, especially in the 24h samples from BALB/c

mice. Interestingly levels of all cytokines measured were low in the RTX pretreated mice.

B./3 Effect of removal of sensory neuropeptide components on
oxazolone-induced ACD

The possibility that the potentiating effects of the TRPV1 receptor were due to the
loss of the effects of the major vasoactive neuropeptides (substance P, acting via the NK;
receptor, and CGRP) was then investigated. Pharmacological removal of NK; receptors by
pre-treatment with an NK; receptor antagonist SR140333 caused approximately 40%
inhibition of oedema response providing evidence for a pivotal role of substance-P in the
mediation of this process. The lack of NK; receptors also significantly inhibited oxazolone-
induced ear swelling, although a less pronounced inhibition was observed in the NK;
knockouts compared to their WT (Sv129+C57BL/6) controls than observed when the

BALB/c mice that were treated with the NK; receptor antagonist. A reduction in ear
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swelling was also observed in the CGRP knockout mice when compared with their wild-
type C57BL/6 controls. It is noted that whilst a 40% inhibition of ear thickness is
observed after 24h, this was reduced to approximately a 25% inhibition after 48 and
72h.

Deletion of the NK; receptors, or aCGRP gene did not cause any inhibition in MPO
activity compared to their controls. It is also shown that TNFa expression induced by
oxazolone treatment was significantly inhibited after 48h in mice lacking of either the NK;

receptor or aCGRP gene.

Discussion, conclusions

A. Mustard oil evoked inflammation in mouse ear

This study has revealed that mustard oil can act via both neurogenic and non-
neurogenic mechanisms to mediate inflammation in the mouse ear. Mustard oil, whether
given as single or repeated administration evoked oedema formation, observed as ear
swelling, that at the early time points (0-3 h) was mediated by neurogenic mechanisms.
However, surprisingly the activation of the sensory nerves was still observed in TRPV1
knockout mice and thus we propose that activation occurs via a mechanism that is
independent of the TRPV1 receptor. Secondly, we demonstrate that mustard oil, upon
repeated administration induced a non-neurogenic inflammatory response over 3-6 h

that consisted of sustained oedema formation and neutrophil accumulation.

Our present data revealed that single application of 1% mustard oil induces a
transient swelling (15% increase) in the ear of BALB/c, which gradually and completely
disappears in 6 h. This stimulus is not able to provoke a detectable leukocyte
accumulation in the ear tissue, which means that the transient vascular changes are not
followed by cellular events. However when application of mustard oil is repeated 1 h
later, a significant increase in neutrophil accumulation is observed that is unaffected by
systemic capsaicin desensitisation. Thus we provide evidence that mustard oil, in
repeated doses, can mediate chemotactic effects, which seem to be independent of the
neurogenic components. Hourly repeated mustard oil treatment maintained a 25-30%
continuous enhancement of ear thickness. Although previous papers suggested that
mustard oil up to 20% induces an exclusive neurogenic inflammation in the mouse and in
the rat, our present data are consistent with a neurogenic stage, in the first three hours
followed by a non-neurogenic stage in the second 3 h in oedema formation during the 6
h experiment. This hypothesis is supported by results from capsaicin-desensitization and
NK; receptor antagonist studies. Capsaicin, which depletes the peptide-content of

capsaicin-sensitive sensory neurons prevents the early swelling, but it is ineffective in the
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second phase, and the NK; receptor antagonist shows a similar profile of activity. We
conclude that a cumulative dose of mustard oil produces non-neurogenic inflammation by
direct activation of inflammatory cells in the mouse ear. Mustard oil, given as a repeated
application, induces a three fold increase in myeloperoxidase enzyme activity in the ear
samples. The rise of myeloperoxidase activity indicates a significant accumulation of
neutrophil granulocytes, as supported by histological analysis. Neutrophil accumulation is
not affected by either systemic capsaicin-desensitization, nor pre-treatment with the NK;
receptor antagonist SR140333, therefore participation of sensory neuropeptides can be

excluded.

The original aim of the present study was to develop a model for investigating the
cellular phase of neurogenic inflammation. Instead, in agreement with of our previous
findings, we did not find evidence to support the concept that stimulation of sensory
nerves leads to neutrophil accumulation in the naive skin. The capsaicin-induced ear
swelling does not occur in TRPV1 receptor animals, but ear oedema after mustard oil is
unaffected by the absence of TRPV1 receptors. Our findings from TRPV1 receptor
knockout mice suggest that mustard oil acts on the capsaicin sensitive neurons by a
TRPV1 receptor independent process. This is in agreement with a previous paper
demonstrating that mustard oil induces mouse skin inflammation through a mechanism
different from capsaicin. Furthermore they found that mustard oil-induced plasma
extravasation is not inhibited by ruthenium red, a non-specific TRPV1 receptor inhibitor
(Inoue, H. T. et al, 1997). The fact that the NK; receptor antagonist, SR140333 inhibits
the early oedema both in C57BL/6 wild-type and TRPV1 receptor knockout mice clearly
demonstrates that the neurogenic phase of mustard oil-induced inflammation is mediated
by NK; receptors. The role of TRPV1 receptors remains unclear in mediation of neutrophil

accumulation.

Results obtained from NK; receptor knockout mice demonstrate the pivotal role of
NK; receptors in ear swelling initiated by mustard oil, suggesting that SP mediates the
oedema. These data are in agreement with previous results where specific NK; receptor
antagonists, such as SR140333, and CP-96,345 inhibited the mustard oil-evoked oedema
in the mouse or rat skin. Although, repeated administration of mustard oil is also able to
induce neutrophil recruitment in these animals, there is no evidence for the role of NK;

receptors in the cellular events.

B. Oxazolone-evoked allergic contact dermatitis on mouse ear

The results presented in this study provide evidence to support the hypothesis
that the TRPV1 receptor plays a critical modulatory role in contact dermatitis. However,

the genetic disruption of TRPV1 receptors or blockade of the TRPV1-dependent sensory
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neurogenic component by RTX increased the observed inflammation, in keeping with the
theory that the pathophysiological activation of the TRPV1 on sensory nerves is
associated with an anti-inflammatory modulatory effect in ACD. The results are
supported by the measure of increased levels of TNFa in ACD in TRPV1 knockout mice.
By comparison, cell accumulation, determined either by analysis of histological sections
or by assay of MPO activity for myeloid cells, suggests that accumulation of inflammatory
cells was not markedly influenced by deletion of the TRPV1 receptor. Nevertheless, a few
published studies present evidence that capsaicin pretreatment/desensitization/depletion
increases inflammatory oedema in ACD (Girolomoni, G., Tigelaar, R. E. 1990; Veronesi,
B. et al 1998) and the present results support these findings. This enhancement of ACD
indicates that capsaicin-sensitive neurons that contain the TRPV1 receptor can overall act

to down-regulate the hypersensivity.

Pro-inflammatory role of SP is supported by our findings through either genetic

deletion of the NK; receptor, or treatment with an NK; receptor antagonist SR140333.

CGRP has been shown to exert either pro-inflammatory (Ek, L., Theodorsson, E.
1990; Goebeler, M. et al 1994) or anti-inflammatory (Asahina, A. et al 1995) effects in
allergic contact dermatitis. A greater number of in vitro studies have been carried out on
interactions between CGRP and immune cells and it is generally considered that CGRP
attenuates cellular responses (Grant, A. 2002; Torii, H. et al 1997) but sparse evidence
exists to suggest that endogenous CGRP released from sensory nerves can exert anti-
inflammatory effects in vivo. The results presented here on aCGRP knockout mice reveal
that the lack of aGRRP correlates with attenuation of the ear swelling in ACD, thus

supporting the concept that CGRP plays a pro-inflammatory role in ACD overall in vivo.

If substance P and CGRP are suggested to play a pro-inflammatory role how can
one explain the apparent worsening of ACD with either RTX depletion or in the TRPV1
knockouts? There are several mechanisms that may be involved. Studies in laboratories
including our own have provided a range of evidence that anti-inflammatory
neuropeptides (eg. somatostatin) are released from these nerves that can have systemic
as well as local effects in down regulating the inflammation (Helyes, Zs. et al 2003;
Szolcsanyi, J. et al 1998). There is also evidence for an anti-inflammatory effect of
various other neuropeptides including galanin (Xu, X. J. et al 1991), opioid peptides
(Carlton, S. M., Coggeshall, R. E. 1997), VIP (Delgado, M. et al 2001; Foey, A. D. et al
2003; Williams, R. O. 2002) and PACAP-38 (Németh, J. et al 2006) which depending on

the concentration released can exert local and systemic anti-inflammatory effects.

Hapten-induced DTH is characterized as a T-cell specific immune response,
however the chemotactic T helper lymphocytes activate the accumulation of myeloid

positive cells (Saulnier, M. et al 1995) in keeping with the determination of MPO activity
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in the ear samples in ACD observed in this study. Previously Goebeler and co-workers
(Goebeler, M. et al 1994) have published that concomitant topical application of SP and
CGRP enhanced the leukocyte recruitment at the sites of challenge, but there is no
evidence in the present study that endogenous peptides contribute to leukocyte

accumulation during ACD.

The results show that the key cytokine measured was TNFa with high levels in all
control/WT ACD tissues. In addition, IL-4 levels were raised, suggesting that it plays a
pivotal regulatory role at the site of inflammation, especially after 24h. The role of IL-4 in
CHS is controversial with suppressive (Asada, H. et al 1997; Gautam, S. C. et al 1992) in
addition to inflammatory (Dieli, F. et al 1999; Salerno, A. et al 1995; Weigmann, B. et al
1997) roles of this cytokine shown. The findings are in keeping with the concept that Th2
in addition to Thl cytokines play roles in the regulation of murine contact dermatitis.
Interestingly, blockade via desensitization/depletion of the TRPV1 sensory neurogenic
component with RTX reduced both IL-4 and TNFa levels, suggesting that the sensory
neurogenic component can influence cytokine levels. By comparison, the absence of just
the TRPV1 receptors was associated with an increase in the oxazolone-induced TNFa
production. This result was complimentary to those in samples from mice lacking either
NK; receptors or aCGRP where a significantly reduced TNFa level was detected after 48h,

in keeping with an anti-inflammatory effect.

In conclusion, this study has demonstrated that either genetic or chemical
depletion of the TRPV1 receptor-mediated component is associated with a worsening of
the ACD. Moreover by comparison, evidence is provided that both endogenous substance
P and CGRP play a pro-inflammatory role. The present evidence explains previously-
obtained conflicting results with this model and demonstrates the ability of the
neurogenic component to influence ACD in a differential manner, depending on the
precise activating and release mechanisms of the sensory neurogenic component. The
results highlight the need to learn more about endogenous factors involved in the
activation of sensory nerves in skin disease, especially the anti-inflammatory or

protective mechanisms mediated by TRPV1 receptor activation in ACD.

Scientific significance of our work in the light of the most
recent data in literature

1. We published our results obtained on the mustard oil-induced acute inflammatory
model in Neuroscience in 2004, first proved with functional tests that mustard oil acts
via TRPV1 receptor independent mechanism. Soon after these data Sven-Eric Jordt

and co-workers clarify that mustard oil and other isothiocianate molecules exert
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capsaicin-sensitive nerve fibers through ANKTM1 (ankyrin-like transmembrane
protein-1) receptor (Jordt, S. E. et al 2004). ANKTM1 receptor belongs to the
transient receptor potencial (TRP) receptor family therefore it was named TRPA1. It
has structure homology with TRP ion channels, but the amino-terminal contains
relatively high, 17 ankyrin repeat domains. TRPAl receptors operate as
mechanoreceptors on hair cells in the internal ear (Corey, D. P. et al 2004), and are
expressed on dorsal root and trigeminal ganglion neurons. TRPA1l is found in a
subpopulation of nociceptive sensory neurons which co-express TRPV1 but not TRPMS8
receptors (Bautista, D. M. et al 2005; Kobayashi, K. et al 2005; Story, G. M. et al
2003).

Mustard oil and other natural pungent compounds, such as cinnamaldehyde from
cinnamon, methylsalicylate from wintergreen (Gaultheria procumbens), eugenol from
clove and allicin from garlic can activate TRPA1 receptor. These agents applied on
skin surface elicit burning and pricking sensation therefore it is concluded that TRPV1

receptor has a role in perception of certain painful stimuli.

Caterina and co-workers first described the thermosensitive feature of TRPV1
receptor (Caterina, M. J. et al 1997) which initiated intensive research to elucidate
the molecular background of thermosensation. Furthermore, TRPM8 receptor - a
member of the TRP receptor family — was demonstrated to be sensitive to non-painful
cold (below 23 °C) stimuli and to menthol and icilin applied to the skin (McKemy, D.
D. et al 2002; Peier, A. M. et al 2002). The role of TRPA1l receptor in thermal
perception is contradictory. Story et al proved the role of TRPAl1l receptor in the
transmission of painful cold stimuli below 17 °C in different cell culture experiments
(Story, G. M. et al 2003). Bautista and collegues showed that TRPA1 deficient mice
display normal cold sensitivity and unimpaired auditory function, which suggest that
this receptor is not required for the detection of noxious cold in vivo. Furthermore,
TRPA1 knockout mice exhibit significant deficits in mustard oil-induced oedema and
bradykinin-evoked thermal hyperalgesia (Bautista, D. M. et al 2006). These results
draw the conclusion that TRPA1 ion channel can be activated by various stimuli to

develop painful conditions (Kwan, K. Y. et al 2006).

Numerous hyperalgesic and inflammatory models were developed during the last five
years to investigate the role of TRPV1 receptors. Although many acute pain and
inflammatory experiments support the pronociceptive and proinflammatory role of
TRPV1 receptor (Bolcskei, K. et al 2005; Geppetti, P. et al 2006), its cue remains
controversial in chronic tests (Bolcskei, K. et al 2005; Szallasi, A. et al 2006).

Experiments with TRPV1 knockout mice elucidated that the lack of the receptor
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decreases the symptoms of experimental arthritis (Szabd, A. et al 2005; Barton, N. J.
et al 2006; Keeble, J. et al 2005). We first described the protective role of TRPV1
receptors in oxazolone-induced allergic contact dermatitis in 2005 (Banvoélgyi, A. et al
2005). In addition many experimental models proved that the lack of TRPV1 receptor
does not decrease but even enhances the inflammatory symptoms. Massa and co-
workers found the same result in dinitrobenzene-sulphonic acid-evoked colitis in 2006
(Massa, F. et al 2006), and this was proved in lipopolysaccharide-induced airway
inflammation and hyperreactivity reaction by our collaborators (Helyes et al, in press,
2007).

Agonists acting on TRPV1 molecule seemed to be very promising tools in the
treatment of painful inflammatory diseases. Nevertheless, latest data also confirmed
by our laboratory, showed that TRPV1 receptor cannot be considered as pro-
inflammatory and pronociceptive molecule all these pathophysiological conditions.

Increasing evidence support its anti-inflammatory and antinociceptive effects.

Novel results

1. Our experimental data prove that mustard oil induces inflammation in a

neurogenic and non-neurogenic manner as well.

2. Results show that single application of 1% mustard oil elicits transient
vascular changes which are not followed by cellular infiltration in the
inflamed area. Repeated application of mustard oil activates chemotactic

ways independent from neurogenic component.

3.  Our functional data show that mustard oil can activate capsaicin-sensitive
nerves via TRPV1 receptor independent mechanism. The neurogenic phase of

mustard oil-induced skin inflammation mediated by NK1 receptors.

4.  Our results demonstrate first that genetic or chemical depletion of TRPV1
receptor results in a worsening of oxazolone-induced ACD. Neuropeptides
are released in response to activation of TRPV1 receptor exert significant

modulatory effects on contact dermatitis.

5. Our experimental data confirm that substance P and CGRP play

proinflammatory role in the process of allergic contact dermatitis.

6. Our studies present that the oxazolone-induced ACD in mouse ear in
contrast to previous data is not a typical Thl-type response because Th2

derived cytokines, especially IL-4 has a pivotal role in this process.
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