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1. Bevezetés és célkitiizés

A novényi illéolajok hasznalatara mar az Okortol kezdve szamos bizonyiték all
rendelkezésiinkre. A kozépkorban a vallasi €letben betdltott szerep mellett mar a jarvanyok
elleni védekezés, illetve laz, fejfajas és kohogés csillapitasa is felkeriilt a lehetséges
felhasznalasi modok kozé [Burt 2004]. Mivel napjainkban egyre nagyobb népszeriiségnek
orvendenek a természetes gyogymodok, igy az illoolajok iranti érdeklédés is tjra fellendiilt.
Tobbségiiket a tradicionalis felhaszndlds, az évek soran Osszegyiilt tapasztalatok alapjan
alkalmazzak, azonban ahhoz, hogy az ill6olajokat kelld hatékonysaggal és biztonsaggal
hasznalhassuk, nélkiilézhetetlen az é16 szervezetre gyakorolt hatasuk alapos megismerése.

Az illoolajok alkalmazédsa a megfazas és mas léglti megbetegedések esetében is egyre
nagyobb teret hodit a lakossag korében, akar oOnalléan vagy a gyogyszeres terapia
kiegészitdjeként. Az olyan léguti megbetegségek, mint a kronikus obstruktiv tiidébetegség
(COPD), az alsoléguti fertézések és a légutakat érintd rakos megbetegedések, mind vezetd
helyet foglalnak el a leggyakoribb halélt okozo betegségek listajan [WHO], halalozasi aranyuk
nd, még a kezelési lehetdségeikben tortént eldrelépések ellenére is. A legtobb esetben ezek a
betegségek akut vagy kronikus 1éguti gyulladéssal is jaro folyamatok, a gyulladasos allapotok
hagyomanyos gyogyszeres terapiaja pedig a szteroid (SAID) ¢és nem-szteroid
gyulladdscsokkenték (NSAID) alkalmazasadn alapul. A szteroid gyulladéscsokkentdk (pl.
gliikokortikoidok) alkalmazdsa ebben az indikdcioban mar vitatott, mivel szdmos
mellékhatassal (pl. csontritkulas, anyagcserezavarok) jarhatnak [Schacke et al. 2002]. A nem
szteroid gyulladascsokkentdk (pl. aszpirin, ibuprofen, diklofenak) hosszan tarté alkalmazésa
pedig gyomor-bélrendszeri, sziv-érrendszeri, maj-, vese-, agyi és tiildéproblémakat okozhat
[Buchanan és Bellamy 1991, Bindu et al. 2020]. Eppen ezért sziikséges biztonsagosabb
gyulladascsokkent6 szerek keresése, fejlesztése. Az illdolajok alkalmazasa a légutakat érint6
problémakban logikus Iépés, hiszen ilyen indikaciokban érvényesiil a komponenseik
illékonysaga, aminek koszonhetéen inhalalas utjan konnyedén bejutnak a légutakba, igy
lokalisan hathatnak. Per os vagy szisztémas alkalmazast kdvetéen pedig tobb komponensiik
kivalasztodik a tiidoben, igy akar késleltetett helyi hatds elérésére is alkalmasak lehetnek.
Komplex Osszetételiik tobbféle tdmadaspont/hatdsmechanizmus lehetdségét is adja, az egyre
gyakrabban vizsgalt antibakterialis tulajdonsaguk példaul a léguti fertézések kezelése esetén
lehet hasznos. In vivo gyulladascsokkentd hatasuk kevésbé ismert, kevés allatkisérletes és
human adat 4all rendelkezésre, viszont az eddigi eredmények alapjan a légiti megbetegedések

megelézésében, kezelésében, akar személyre szabott terapiak kiegészitésében, a betegek



¢letmindségének javitasaban az illdolajoknak is szerepiik lehet. Ezért is sziikséges a hatasuk és

az esetleges mellékhatasaik tanulmanyozasa. [Faleiro és Miguel 2013, Li et al. 2022]

Kutatomunkank soran a gyakorlatban gyakran el6fordulo, a szakirodalom alapjan igéretes
gyulladascsokkentd hatédsu, illetve mikrobioldgiai kisérleteinkben antibakterialis hatast
illéolajok gyulladascsokkentd hatasanak vizsgalatat terveztik in vivo modszerek
alkalmazéséaval a kovetkezdk szerint:

o Kozforgalombdl szarmazd illoéolajok kémiai Osszetételének meghatarozasa

gazkromatografids vizsgalattal.

e Az inhalalt illoolajok hatasanak in vivo vizsgalata, illetve hatasmechanizmusuk
tanulmanyozasa endotoxinnal (lipopoliszacharid, LPS) kivaltott akut 1éguti gyulladas
allatmodelljében. A 1égzésfunkcids mérések mellett az allatokbol gyiijtott tiiddmintak
szOvettani vizsgalatat, mieloperoxidaz-aktivitas (MPO-aktivitas) és gyulladasos

citokinek mennyiségének mérését is célul tiiztiik ki.

Munkédmat a PTE GYTK Farmakognéziai Intézet PhD-hallgatdjaként végeztem Dr.
Horvath Gyorgyi vezetése mellett. A vizsgalt illoolajok gazkromatografids vizsgalatat a
Semmelweis Egyetem Farmakogndziai Intézetével egylittmiikodve végeztiik. Az allatkisérletes
modellekkel torténd méréseket és az ehhez kapcsolddo teszteket Prof. Dr. Helyes Zsuzsanna,
Dr. Csekd Kata és Dr. Kemény Agnes tamogatisaval a PTE AOK Farmakolégiai és
Farmakoterapiai Intézettel kozosen valosithattuk meg. A szovettani kiértékeléshez a PTE AOK

Pathologiai Intézet munkatarsai is segitséget nyujtottak.



2. lrodalmi attekintés

2.1. Az illoolajok altalanos jellemzése
Az illoolajok a novények madasodlagos anyagcseretermékei, kiilonbozdé vegyiiletek

folyékony, lipofil keverékei, melyek szobahémérsékleten — a zsiros olajokkal ellentétben —
maradék nélkiil elparolognak. Illatuk és iziik jellegzetes. Komponenseik tobbnyire mono- és
szeszkviterpének, illetve fenilpropan-szarmazékok; funkcids csoport szerint pedig lehetnek
alkoholok, aldehidek, ketonok, észterek, éterek, peroxidok vagy fenolok. Az illbolajok
Osszetétele meglehetdsen valtozatos, tartalmazhatnak akar tobb mint 300 kiilonboz6
komponenst is [Tisserand és Young 2014]. A komponensek mindségét, mennyiségét és aranyat
szamos tényezd befolydsolhatja, ilyen példaul a névény faja, a kivonasra hasznalt névényi rész,
a kivonas moddja, valamint a kivonas paraméterei is. Tovabbi befolyasold tényezd lehet a
termoéteriilet éghajlata, az id6jaras, a talaj paraméterei és a novény fenofazisa a gyijtés
idépontjaban [Masotti et al. 2003, Angioni et al. 2006, Barathné Simko 2014]. Eppen ezért a
kutatds sordn rendkiviil fontos az illdolaj-0sszetétel vizsgalata minden egyes gytijtés/sarzs
esetében.

Az illdolajok a ndvényekben kiilonboz6 szekrécios sejtekben, jaratokban halmozodnak
fel. Kivonasuk leggyakoribb modja az egyes novényi részekbol — pl. gyokér, szar, kéreg, riigy,
levél, virdg, terméshéj, mag — torténd desztillacid, ami tobb évezredes hagyomanyokra tekint
vissza. Kiilondsen a héérzékeny komponensek esetében viszont elterjedt még a sajtolas/préselés
(pl. a citrusfélék esetében), a szerves oldoszeres kivonas (mint akar az enfleurage/pomadés
eljaras), a szuperkritikus fluid extrakcio (altalaban szén-dioxiddal), illetve az ultrahanggal vagy
mikrohullammal kombinalt kivonasi eljarasok [Sell 2006].

Jellegzetes illatuk, aromajuk és bioldgiai hatasaik miatt felhasznalasuk mar tobb tertileten
— kozmetikai és élelmiszeripar, élelmiszer-tartdsitas, novénykortan, orvosi mikrobiologia,
aromaterapia — elterjedt, antimikrobas hatasukat az antibiotikum-rezisztens baktérium- ¢és
gombatoOrzsek terjedése miatt elétérbe keriild kutatdsok soran tobb esetben igazoltak. Szamos
komponensiiknek bizonyitottak antioxidans és gyulladascsokkentd hatasat, atjutnak a vér-agy
gaton, illetve kivald biohasznosulasuk miatt kdnnyen alkalmazhatok inhalaldssal, boron
keresztiil és — megfeleld formulalassal — oralis adagoléssal, ezért agymiikddési zavarok, rakos
megbetegedések, szivbetegségek ¢és az immunrendszer hanyatldsdnak megelézésében is
igéretesek lehetnek. [Aruoma 1998, Burt et al. 2004, Kamatou és Viljoen 2010, Faleiro és
Miguel 2013, Baser és Buchbauer 2015, Tariq et al. 2019, Winska et al. 2019, Mihai et al. 2020,



Mutlu-Ingok et al. 2020, Alvarez-Martinez et al. 2021, Basavegowda és Back 2021, Dawood
et al. 2021, Elian et al 2022]



2.2. llléolajok a léguti megbetegedések kezelésében
A hozzavetdlegesen 3000 ismert illoolajtermelé ndvény koziil az aromaterapia koriilbeliil

400-at hasznal, bar ezek koziil megkozelitéleg csak 100-at rendszeresen [Tisserand és Young
2014]. A jelenleg hivatalos nyolcadik Magyar Gyogyszerkonyvben (illetve a megfelel6 Europai
Gyogyszerkonyv kiadasban) ezzel szemben minddssze 32 illdolaj-monografia szerepel, bar a
szamuk minden kiadassal n6, az Europai Gyogyszerkonyv 11. kiaddsdban mar 47 mindségi
vizsgalatokat is tartalmazé monografia talalhaté [Ph.Hg.VIII, Ph.Eur.11]. Az Eurdpai
Gyogyszerligynokség honlapjan még kevesebb, mindosszesen 16 illdolaj-monografia szerepel
indikacioval, dozissal, mellékhatasokkal és kontraindikacidokkal, ezek koziil 2 hasznalatat nem
ajanljak komoly mellékhatasok miatt [EMA 1]. Magyarorszagon 11 illéolaj szerepel az
¢lelmiszerekbe, étrendkiegészitokbe nem javasolt ndvények kozott (pl. tujon, szabinén, sztirol,
szafrol tartalmuk hepatotoxikus, karcinogén, egyéb toxikus hatasaik miatt) [OGYEI 1]; és 20
kiilonb6z6 illoolaj engedélyezett magisztralis gyogyszerek készitéséhez [OGYEI 2].

Léguti megbetegedésekkel kapcsolatos indikaciot az Eurdpai Gyogyszerligynokség 5

illéolaj monografidjaban emlit, minden esetben tradicionalis alapon [EMA 1]:

e anizs illdolaja megfazassal 0sszefliggd kohdgés enyhitésére,

e borsmenta illéolaja kohogésben és megfazasban szenveddk tlineteinek
csokkentésére,

e eukaliptusz illoolaja megfazassal Osszefiiggd kohogés enyhitésére,

e ¢deskomény illdolaja megfazassal Osszetiiggd kohogés enyhitésére,

o kakukkfii illoolaja megfazassal Osszefliggd kohogés esetében koptetdként, ill.
megfazassal 6sszefliggd kohogésre.

A magyar orvosi-gyogyszerészi gyakorlatban hivatalos Szabvanyos vénymintak
(Formulae Normales VIIL.) gytijteményében 8 illoolajat vagy illdolaj-komponenst tartalmazo
készitmény talalhato 1égzérendszeri megbetegedések kezelésére, az illdolaj-tartalmil névények
egyéb készitményei (&nizstermés és édeskoménytermés — expectorans megfazassal jard
kohogés esetén; kamillavirag — megfazas tiineteinek kezelése; Elixirium thymi compositum —
expectorans, antitussivum, carminativum, antisepticum, stomachicum, a tracheobronchialis
rendszer gyulladasos folyamatai, produktiv kohogés esetén) mellett:

e anizs — antiszeptikus hatast, gyulladascsokkento,

e borsmenta — antiszeptikus hatasu, gyulladascsokkentd,

e crdei feny0 — enyhén izgatja a 1égutak nyalkahartyajat, nyakoldé hatasu,

e eukaliptusz — antiszeptikus és expectorans hatasu,

e kamfor — (kamforfa illdolaj-komponense) antiphlogisticum, helyi érzéstelenito,

10



e mentol (mentafajok illoolaj-komponense) — hiisit6 érzést okoz, melyet analgetikus
hatas kovet,
e timol (kakukkfi illoolaj-komponense) — expectorans, antisepticum,
o terpin (feny6félék illoolaj-komponense) — bronchusszekréciot fokozo expectorans
hatassal
a kovetkez6 gyogyszerformakban: csepp, elixir, forrazat, fézet, inhalacids olaj és illdolaj,
mellkasbedorzsolo, orrkendcs, teakeverék, por, razokeverék, szuszpenzié [Fo.No.VIII].

A legtobb léguti megbetegedés esetén hasznalhato illdolajnak koptetd, szekretolitikus,
szekretomotorikus, bronchomukotrop hatast tulajdonitanak, kozvetlentil stimulaljak a horgdk
nyaktermelését, igy a nyak viszkozitasanak csokkenésével segitik elé az triilését, illetve
serkentik a 1égzérendszer cilidris motilitasat, ezért hurutos kohogés és orrdugulas esetén
ajanlhatok [Csupor 2003]. Pontos hatasukat klinikai vizsgalatokkal azonban egyelére kevésbhé
bizonyitottdk, ¢és a lezajlott vizsgalatok tobbsége inkabb illoolaja(ka)t, illdolaj-
komponens(eke)t is tartalmazd Osszetett készitményekkel, termékkel tortént. Ugyanakkor
eredményesnek tlinik:

e a standardizalt Myrtol® (Gelomyrtol®, {6 illoolaj-komponensei: 1,8-cineol, d-
limonén, a-pinén) akut bronchitiszben [Matthys et al. 2000, Gillissen et al. 2013],

e a Vick’s VapoRub® (kamfor, terpentin tengerparti fenyobdl, mentol,
eukaliptuszolaj) kronikus 1éguti obstrukcioban [Hasani et al. 2003],

e a borsmenta illdolaj disszeminalt és infiltrativ tiidétuberkuldzis kiegészitd

e az Artemisia abrotanum illoolaja és kivonata allergias rhinitis megel6zésében ¢€s
kezelésében [Remberg et al. 2004],

o a kakukkfli és a kankalin gyokérkivonat eldirt kombinéacidja akut bronchitisben
[Gruenwald 2006, Kemmerich 2007, Ludwig 2016],

e az Eucalyptus citriodora, E. globulus, Mentha piperita, Origanum syriacum és
Rosmarinus officinalis illoolajait tartalmazoé spray 1éguti fert6zés tiineteinek (pl.
torokfajas, rekedtség, kohogés) kezelésében [Ben-Arye et al. 2011],

e a 1.8-cineollal (eukaliptol, az ecukaliptusz illdolajanak f6 alkotdeleme) akut
rhinosinusitisben [Kehrl et al. 2004] és asztmaban [Worth és Dethlefsen 2012]

e a kakukkfliszirup horghurutos kohogésben [ESCOP 2003],

e az anizs kivonata polipok nélkiili kronikus rhinosinusitisben [Vazifehkah et al.
2016],
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e a Zataria multiflora 6nmagaban ¢és Althaea officinalis kombinaci6javal is akut
kohogésben [Mahboubi 2018],

e a Tussivin® (Zataria multiflora és édeskomény illoolaja) akut kohogés
kezelésében [Mahboubi 2018],

e a Puressentiel® (rebarbara, muskatli, Eucalyptus radiata és niauli olaja) allergias
rhinitis esetében [Caimmi et al. 2021],

e a Teramune Bronchus® (fenyd, eukaliptusz, ravensara, ciprus, izsép, kakukkfi,
zsalya, kapor, rozmaring, babér illéolaja) a tiid0 egészségének javitdsaban
[Hawkins et al. 2022].

Mindezeken tal a kiillonbozé illdolajokat tartalmazo szajvizek, szajpermetek hatasat
virdlis fert6zések megeldzésében is vizsgaljak, esetenként biztatdo eredménnyel [Verma et al.
2021]. Ez a hatas természetesen a SARS-CoV-2 jarvannyal kapcsolatban is szoba kertilt az
illoolajok egyéb, a fertdzés és a poszt-COVID-19 megeldzésében és kezelésében lehetséges
alkalmazasi modjai mellett [Burton et al. 2020, Whitcroft és Hummel 2020, Wang és Yang
2021, Torres Neto et al. 2021, Hawkins et al. 2022].

Metaanalizisek ¢és szisztematikus review-k konklazidja szerint egyes illoolajok
gyulladasgatlo, antioxidans, mucolitikus és immunszabalyozo6 hatasmechanizmusokkal a 1éguti
COVID-19 (pl. dyspepsia, hanyinger és hanyas tiinetekre), szorongas vagy fejfajas adjuvans
kezelésére, torokfajasban, COVID-19 utan szaglaskarosodasban szenvedd betegeknél a szaglas
helyreallitasara jo eredménnyel alkalmazhatok, és komoly mellékhatést az adott vizsgalatokban
nem okoztak. Ennek ellenére — foként a lakossag korében — elterjedt hasznalatukra, illetve a
benniik rejlé lehetdségekre tekintettel tovabbi jo mindségili, nagyobb elemszamu, hosszabb
vizsgalati idOtartamtl kutatasokbdl szarmazé adatokra van sziikség ahhoz, hogy rutinszeriien
ajanlhatoak legyenek, és 1j termékek fejlesztéséhez is biztosabb alapot nyujthassanak. [Jin és
Chin 2019, Her et al. 2022, Li et al. 2022]
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2.3. Az illoolajok lehetséges hatasmechanizmusa gyulladasban
Az eddigi eredmények szerint a gyulladadscsokkentd hatast illoolajok, illoolaj-

komponensek a kovetkez6 utakon keresztiil gatoljak a gyulladast (1. abra):

e csokkentik egyes pro-inflammatoérikus citokinek, példaul a tumor nekrézis faktor
alfa (TNF-a), interleukin-1 béta (IL-1B), IL-6, IL-8 és Th17 (IL-17) MRNS- vagy
fehérjeexpressziojat, és/vagy novelik egyes anti-inflammatorikus citokinek,
példaul az IL-10, Thl (IFN-y, IL-2, IL-12) ¢és Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-13)
MRNS- és fehérjeexpresszidjat [Gandhi et al. 2020, Zhao et al. 2023], amelyek pl.
az nuklearis faktor-kappa B (NF-kB) és mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK)
utvonalban vesznek részt [Zuo et al. 2020],

e gatoljak a ciklooxigenaz (COX) és lipoxigenaz (LOX) aktivitast az arachidonsav
metabolikus utvonalaban, és csokkentik az arachidonsav metabolitok (kiilondsen
a prosztaglandin E2 — PGE2) termel6dését, igy enyhitik a gyulladasos valasz
romlasat,

o gatoljak az indukélhaté nitrogén-monoxid szintdz (INOS) és tirozindz
expressziojat, vagy eltavolitjdk a felesleges reaktiv oxigén gyokoket, hogy
enyhitsék a szabad gyokok okozta karosodast,

e cnyhitik a szoveti 6démat és eldsegitik a gyulladas altal okozott sebek gyogyulasat,
valamint

e ioncsatornakon hatnak vagy mas immunvalaszokat befolyasolnak [Zhao et al.
2023].

Az illoolajok Osszetevdi példaul a légutakban elhelyezkedd tranziens receptor potencial
(TRP) ioncsatornakkal is kolcsonhatasba 1éphetnek, amelyek szerepét szamos léguti
megbetegedésben feltételezik [Tisserand és Young 2014]. A TRP vanilloid-1 (TRPV1)
valamint TRP ankyrin-1 (TRPA1) ioncsatornaknak a kapszaicin-szenzitiv afferens
idegvégzddéseken, limfocitdkon, makrofagokon és a 1éghti alveolaris és bronchalis
epitélsejteken  torténd  expressziojuk révén szamos szenzoros-immun-interakcioban
meghatarozo szerepiik van. Ezen receptorok aktivalasaban szamos novényi eredetli anyag részt
vehet, tobbek kozott a borsmentaban, fahéjban, mustarban, fokhagymaban, tormaban,
gyombérben és erds paprikaban eléforduldé komponensek, de az endogén gyulladasos
medidtorok, €s a reaktiv oxigén gyokok is (2. dbra). A hatdsmechanizmus hétterében tehat
valoszintisitheté az olajok TRPV1 vagy TRPA1 ioncsatornakon keresztiil kifejtett hatasa is.
Ennek pontositasara azonban tovabbi vizsgalatokra van sziikség [Banner et al. 2011, Koivisto

et al. 2022, Stinson et al. 2023].
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1. abra: Az illdolajokhoz ¢és bioaktiv komponenseikhez kapcsolodo kiilonféle jelatviteli
utvonalak szisztematikus abrazolasa gyulladas esetén. [Zhao et al. 2023]
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2. abra: A kohogésben és a 1éguti tulérzékenységben szerepet jatszo potencialis TRP-
csatornak, és az 6ket stimulald kémiai, mechanikai és fizikai ingerek. [Stinson et al. 2023]
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2.4. A léguti gyulladas

A légutak gyulladasos folyamatait altalaban patogének vagy toxinok, szennyezd vagy
irritalo anyagok, allergének okozzak [Lumb és Thomas 2020]. A Toll-like receptorok (TLR)
ismerik fel a korokozok molekularis mintazatat (pattern recognition), és aktivaljak a
gyulladasos sejteket, példaul a NF-kB utvonalon, a névekedési faktorok, kemokinek, gyulladast
eldsegito citokinek (pl.: IL-8 és TNF-a) termel6dését, hogy az aktivalt sejtek fagocitalhassak a
korokozokat a sériilt régidban (resolution) és megkezdhessék a sériilt hamsejtek helyreallitasat
(tissue remodeling) [Tripathi és Aggarwal 2006]. Az IL-8 a neutrofil granulocitak besziirddését
segiti el6, a TNF-a pedig fokozza az endothelsejt-adhéziés molekulak expresszidjat a
tiidokapillarisokbol [Grommes és Soehnlein 2011]. Ezen kiviil szamos ismert gyulladasos
célfehérje csatlakozhat a 1éghti gyulladashoz kiilonboz6 ingerekre valaszul, mint példaul a
matrix metalloproteinaz-9 (MMP-9), az intercellularis adhéziés molekula-1 (ICAM-1), az
érsejt-adhézios molekula-1 (VCAM-1), a ciklooxigenaz-2 (COX-2) és a citoszol foszfolipaz
A2 (cPLAZ2) is [Lee és Yang 2013]. A 3. abra az altalanos gyulladasos jelatviteli utvonalakat

mutatja be, kiemelve a gyulladasos mediatorok szerepét a léguti betegségekben.
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3. abra: Gyulladas altalanos mechanizmusa 1éguti betegségekben. [Aghasafari et al. 2019]
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A gyulladasos folyamatok nemcsak a légutak akut vagy kronikus gyulladasos
betegségeiben (pl.: laringitisz, kronikus bronchitisz, akut és kronikus bronchiolitisz stb.),
hanem — akar kiilonb6z6 gyulladasos valaszokkal/folyamatokkal (4. abra) — olyan Gsszetett
kronikus megbetegedésekben is szerepet jatszanak, mint példaul az asztma egyes formai, a
cisztas fibrozis, a bronchopulmonalis diszplazia, és a COPD [Tiddens et al. 2000, Aghasafari
et al. 2019, Lumb és Thomas 2020].
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4. abra: Gyulladas mechanizmusa A: COPD-ben, B: asztmaban, C: cisztas fibrozisban, E:
idoskorban [Aghasafari et al. 2019]

Bar a gyulladds maga a szervezet természetes védekezd mechanizmusa, amely
eltavolithatja a karos ingereket, példaul a korokozokat, irritalo anyagokat és a sériilt sejteket, és
elinditja a gydgyulési folyamatot, a kronikus/hosszabb ideig fennallo, tilzott gyulladas a tiido
esetében is maradandd, vagy akar életet veszélyezteté elvaltozasokhoz vezethet. Epp ezért a
gyulladas és a gyulladascsokkentd hatas kozotti finom egyenstly elengedhetetlen a tiidd
homeosztazisahoz, igy a gyulladdsos mechanizmusok atfogd megértése is kulcsfontossagu

[Moldoveanu et al. 2009, Aghasafari et al. 2019, Lumb és Thomas 2020].
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2.5. A léguti gyulladas in vivo modelljei
A 1égti gyulladassal jar6 megbetegedések megfelelé kezelésének kidolgozasahoz nagy

segitséget nyujthatnak a kiilonbdzd — megbizhaté és jol reprodukalhaté — allatkisérletes
modellek. A gyulladas és a kisérletekbe bevont tesztanyagok mechanizmusanak megértéséhez
a specifikus betegségmodellek (ovalbumin vagy egyes — hazipor (pl. atka, csétany), névényi
stb. — antigének altal kivaltott asztma és allergias tiidégyulladas modellek [Helyes és Hajna
2012, Kianmeher et al. 2016]; kronikus cigarettafiisttel vagy elasztazokkal, LPS-sel, szervetlen
porral eldidézett COPD modellek [Ghorani et al. 2017] stb.) mellett néhany

mechanizmusmodell is rendelkezésre all.

2.5.1. Az akut légiti gyulladas mechanizmusmodelljei
A nem-allergias 1éghti gyulladasok allatmodelljeiben leggyakrabban hasznalt

gyulladaskelt6 anyag az endotoxin (LPS), bar vannak egyéb kémiai anyagok (pl. levegében
lebeg6 makrorészecskék, szén nanorészecskék, kadmium, 6zon) is, amelyek egy-egy specifikus
mechanizmus (pl. matrix metalloproteinaz aktivitasa, léguti hamsejtek oxidativ stressze,
nyalkasejtek metaplaziaja) vizsgalatara alkalmasak [Helyes és Hajna 2012]. Az endotoxin-
indukalta tiidégyulladds mechanizmusmodell az akut léguti gyulladdsos megbetegedések
esetén hasznalhat6, reprodukalhat6 allatmodell.

Az endotoxinok a Gram-negativ baktériumok sejtfalanak alkotoelemei, amelyek a
baktérium pusztulasaval felszabadulnak, igy az egész kornyezetben jelen vannak — pl. a hazi
porban, csapvizben, tejben —, és az emlGsokre nézve toxikusak. Kémiailag lipopoliszacharidok
(LPS-ek), melyek egy O-specifikus oldallancbél (O-antigén), egy oligoszacharid magbdl (R-
mag), és egy specifikus foszfolipidbdl (lipid A) allnak [Rietschel et al. 1994].

Az 5. dbra foglalja 6ssze az LPS altal kivaltott tiidogyulladas komplex mechanizmusat és
az abban szerepet jatszo neuro-immun interakciokat.

A LPS a keringésbe jutva egy akut fazist fehérjetranszporterhez, az LPS-kotd fehérjéhez
(LPS-binding protein) kapcsolodik, majd a monocitak és makrofagok Toll-like receptor 4
(TLR4) CD14 glikoprotein komplexéhez kotédve sejtaktivaciot idéz eld. A sejtek gyulladasos
citokineket (TNF-o, IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y) kezdenek termelni és bejuttatni az
alveolaris térbe. Ez az adhézidos molekulak fokozott expresszidjat, illetve — intranazalis,
indukalja. A beszlirddoétt neutrofilek oxigén szabadgyokok, proteazok, citokinek és kemokinek
felszabaditasa révén szovetkarosoddst okoznak, ami vonzza és stimuldlja a mononuklearis
sejteket és a limfocitakat. Mindezek a gyulladdsos és immunsejtek szdmos egyéb gyulladasos

mediatort (pl. leukotriének, prosztaglandinok, bradikinin) szabaditanak fel, amelyek
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kozvetleniil aktivalhatjak a légutak szenzoros idegvégzddéseit (pl. kapszaicin-érzékeny
afferenseket), vagy hamkarosodast okozhatnak, ami az érzdidegek expozicidjat eredményezi.
Az ennek hatasara felszabadulo neuropeptidek, neurogén gyulladasos mediatorok — kapszaicin-
érzékeny érzoideg esetében pl. P anyag (SP), a neurokinin-A (NKA) és a kalcitonin gén-rokon
peptid (CGRP) — magukon a periférias idegvégzddéseken, ill. a vaszkularis és bronchialis
epitélium, valamint a gyulladasos sejtek receptorain hatva is befolyasolhatjak a gyulladas
folyamatat. [Helyes és Hajna 2012]

A légutaknak strti a kapszaicin-érzékeny beidegzése, és az ezeken talalhato TRP
ioncsatornak — pl. TRPAL, TRPV1 és melasztatin-2 (TRPM2) — szerepét is leirtak mar
gyulladasos 1éguti betegségekben [Helyes és Hajna 2012, Zholos 2015, Stinson et al. 2023].

Az LPS altal kivaltott egyéb hatasok kozé tartozik a remodeling okozta léguti
alaprezisztencia novekedése, a fokozott nyaktermelés és érpermeabilitas, valamint a horgék
fokozott reakcidja az inhalalt muszkarinreceptor agonistakra (pl. metakolin, karbakol). Az LPS
ezen hatasait csokkentik a gliikokortikoidok, példaul a dexametazon, de a citokintermelést a

p38 mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) gatlasa is csokkenti. [Helyes és Hajna 2012]
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5. abra: LPS hatdsmechanizmusa. [Helyes és Hajna 2012]

2.5.2. A léguti gyulladas modelljeiben vizsgalt illoolajok
Az illoolajok, illéolaj-komponensek vizsgalata mar nem szokatlan a Iégutakkal

kapcsolatos betegség- — pl. a-pinén (komponens pl. a feny6 illoolajaban) OVA-indukalta
allergias rhinitis egérmodelljében [Nam et al. 2014]; timol (komponens pl. a kakukkfii

illéolajaban) [Zhou et al. 2014], Croton zehntneri illdolaja [Serra et al. 2019], inhalalt menton
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(komponens pl. a borsosmenta illdolajaban) [Su és Lin 2022], és farnezol (komponens pl. a
rozsa illoolajaban) [Ku és Lin 2016] OVA-indukalta asztma egérmodelljében — ¢és
mechanizmusmodellekben, bar a szamuk még nem tal magas.

Az LPS-sel kivaltott akut tiidogyulladas modelljét valamivel gyakrabban alkalmazzak
allatkisérletes vizsgalatokban. Kisérleti allatfajként eléfordul a patkdny — intraperitonealis
Pistacia integerrima [Shirole et al. 2014] és intragasztrikus Chimonanthus nitens [Wan et al.
2021] illoolajanak vizsgalata —, de az egértorzsek joval népszeriibbek. Ami még fontos
kiilonbség lehet az egyes kisérletek kozott, az az illdolaj, illdolaj-komponens adminisztracios
modja. A leggyakoribb modszer az intraperitonealis injekcid valamilyen oldat formajaban
[Magalhaes et al. 2010, Bigliani et al. 2012, Huo et al. 2013, Kang et al. 2013, Chen et al. 2014,
Shen et al. 2015, Ho et al. 2017, Jiang et al. 2017] vagy a tapba kevert, esetleg szondas beadas
tobbnyire oldat, esetleg emulzi6 vagy nanokapszula formajaban [Magalhaes et al. 2019, Chen
et al. 2017, D'Almeida et al. 2017]. Sajnos el6fordul, hogy a beadasi méd nem egyértelmii a
kisérleti leirasokban [Zhang et al. 2018, Bittencourt-Mernak et al. 2021]. A szakirodalom
attekintése soran csupan egy cikket talaltam, melyben inhalacios technikat alkalmaztak ebben

a modellben, 10 Amomum faj illdolajanak vizsgalatara [Zhao et al. 2022].

1. tablazat: Illoolajok és illdolaj-komponensek hatasanak vizsgalata LPS-indukalta
tiildégyulladas egérmodelljében

Ill6olaj-komponens | Illoolaj Beadasi méd = Forras

Schinus areira i.p. [Bigliani et al. 2012]
anetol pl. édeskbmény | i.p. [Kang et al. 2013]
citral pl. citronella 1.p. [Shen et al. 2015]
eugenol pl. szegfiiszeg i.p. [Magalhaes et al. 2010]
geraniol pl. citronella i.p. [Jiang et al. 2017]
linalool pl. levendula i.p. [Huo et al. 2013]
p-cimén pl. kakukkfii i.p. [Chen et al. 2014]
zerumbon pl. gyombér I.p. [Ho et al. 2017]
a-bizabolol pl. kamilla p.o. [D'Almeida et al. 2017]
[-pacsulén pl. pacsuli p.o. [Chen et al. 2017]
eugenol pl. szegfliszeg p.o. [Magalhaes et al. 2019]
eugenol pl. szegfiiszeg ? [Bittencourt-Mernak et al. 2021]
transz-anetol pl. édeskomény | ? [Zhang et al. 2018]

Amomum sp. inhalécio [Zhao et al. 2022]
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2.6. A vizsgalatokba bevont illoolajok rovid jellemzése
[1160laj Kutatocsoportunk a PTE KK Orvosi Mikrobioldgiai és Immunitastani Intézetével

kooperacioban antibakterialis vizsgalatokat végez kiillonb6zé — a gyakorlatban népszerti —
illéolajokkal 1éguti fertézésekben gyakran eléforduld baktériumtorzsek (pl. Staphylococcus
aureus, meticillin-rezisztens S. aureus (MRSA), Pseudomonas aeruginosa) ellen, kiilonos
tekintettel az antibiotikum-rezisztenciara. A vizsgalt illdolajok koziil a kakukkfii, eukaliptusz,
fahéj, citronella és szegfiiszeg in vitro baktericid, az erdei fenyd és borsmenta pedig
bakteriosztatikus hatasunak bizonyult [Acs et al. 2016, Balazs et al. 2019], ezért ezek koziil
valogattuk be az igéretes gyulladascsokkentd hatassal is rendelkezé illdolajokat az in vivo
kisérletekbe. Ezen kiviil bevontuk a kakukkfiih6z hasonld kémiai 6sszetételli és felhasznalast
Zataria multiflora (shirazi kakukkf{i) irani gyogynovény illdolajat is, feltételezve, hogy a
kakukkfii illoolajahoz hasonld hatast mutat majd.

A tovéabbiakban a kisérleteinkbe kivalasztott illoolajok rovid jellemzése kdvetkezik.

2.6.1. Ceyloni citronellaolaj (tovabbiakban: citronellaolaj)
Anyanévénye a pazsitfiifélék (Poaceae) csaladjaba tartozo nardus vagy ceyloni citronella,

Cymbopogon nardus (L.) Rendle. A citronella az azsiai konyha kedvelt fiiszerndvénye, a
kozmetikai ipar is haszndlja, rovarirtd szerek (féleg sziinyogriasztok) elterjedt Gsszetevdje, €s
a dragabb orvosi citromfii (Melissa officinalis L. — Lamiaceae) illoolaj hamisitasara is
hasznaljak. A Cymbopogon nemzetség tobb fajabol is nyernek ki illéolajat vizgdz-
desztillacioval. A ceyloni-tipust citronellaolaj monoterpénekbdl all, jellemzd komponensei:
citronellal, geraniol, citronellol, limonén, citronellil-acetat, geranil-acetat és neral [Bremness
2007, Hénsel és Sticher 2007, Csupor és Szendrei 2012].

Tradicionalis alkalmazas szerint foként gasztrointesztinalis rendellenességek,
izomfajdalmak, neuralgia, meghiilés és idegi zavarok, kimeriiltség kezelésére szant kombinalt
készitményekben hasznaljak [Csupor és Szendrei 2012, Tibenda et al. 2022], de ma mar
vizsgaljak anti-protozoalis, antibakterialis, gyulladascsokkentd, rakellenes, anti-nociceptiv és
rovardlo hatasat is [Tibenda et al. 2022].

In vitro parazitaellenes és antimikotikus hatasat is igazoltak [Muhd Haffiz et al. 2013,
Kpoviessi et al. 2014, De Toledo et al. 2016]. Egy magas citraltartalmu (citral: geranial és neral
izomerek keveréke) citronella-illoolaj pedig csokkentette a gyulladast human bérsejteken [Han
¢s Parker 2017].

In vivo a diabéteszhez tarsult kronikus sebek egérmodelljében antimikotikus és

gyulladascsokkentd hatasat irtak le [Kandimalla et al. 2016].
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2.6.2. Ceyloni fahéjkéregolaj (tovabbiakban: fahéjolaj)
Anyanévénye a babérfélék (Lauraceae) csaladjaba tartozo ceyloni fahéjfa, Cinnamomum

zeylanicum Nees (syn. C. verum J.S. Presl.). A fahéj a legrégebbi fiiszernovények egyike, az
egyiptomi balzsamozas kelléke, a romai és gorog kultaraban fiiszer és illatszer volt. A
kozépkorban a német orvoslasban mar homlokiireg-gyulladas, megfazas és natha kezelésére is
hasznaltdk, napjainkban gyogy- ¢és fliszernovényként, illetve élelmiszer- €és kozmetikai
alapanyagként is széleskortien hasznaljak. Az Europai Gyogyszerkonyvben is hivatalos ceyloni
fahéjfa kéreg olaja (Cinnamomi zeylanici corticis aetheroleum) a fiatal agakrol lefejtett és az
elsddleges kéregtdl, valamint a pararétegtdl megtisztitott, szaritott kéreg vizgoz-
desztillaciojaval nyerheto tiszta, vildgossarga, idvel vordses szintire valtozé folyadék. Az olaj
f6 Osszetevoje a transz-fahéjaldehid, mellette fahéjsav, f-kariofillén, linalool, orto-metoxi-
fahéjaldehid és szamos minor komponens megtalalhatd. [E/S/C/O/P 2003, Ph.Hg.VIIl. 2004,
Bremness 2007, Csupor és Szendrei 2012, Tisserand és Young 2014, EMA 2]

Tradiciondlisan enyhe gorcsds gasztrointesztinalis panaszok, felfivodas és puffadas,
¢tvagytalansag €és hasmenés tiineti kezelésére alkalmas, eldfordul megfazas, kohogés
enyhitésére. Az azsiai népgyogyaszatban cukorbetegség, impotencia, frigiditas, szemgyulladas,
fogfajas és reuma esetén is hasznaljadk. Antimikrobidlis, antidiabetikus, gyulladdascsokkentd,
rakellenes és neuroprotektiv hatasat vizsgaljak széleskortien. [E/S/C/O/P 2003, Csupor és
Szendrei 2012, Wang et al. 2020, Sharifi-Rad et al. 2021, Singh et al. 2021, EMA 2]

A fahéjolaj in vitro vizsgalatokban hatasosnak bizonyult szdmos baktérium, illetve
gombafaj ellen; gyulladascsokkenté hatasat is igazoltak szintén in vitro, gatolja a COX-
aktivitast és a prosztaglandin-képzddést [E/S/C/O/P 2003, Csupor és Szendrei 2012].

Egerekben vizsgaltdk a vizes kivonat gyulladdscsokkentd hatasat, oralisan adva
csokkentette a szérum TNF-a és IL-6 gyulladasos mediatorok szintjét [Hong et al. 2012], a
fahéjaldehid csokkentette a mieloperoxidaz-aktivitast és gatolta az iNOS, COX-2 és NF-xB

utvonalakat karragén indukalta 6démaban [Liao et al. 2012].

2.6.3. Erdei fenyéolaj (tovabbiakban: fenydolaj)
Anyanévénye a feny6félék (Pinaceae) csaladjaba tartozo erdei feny6, Pinus sylvestris L.

Az Eurdpai Gyogyszerkdnyvben az erdei fenyd tiileveleibdl és dgvégeibdl vizgdzdesztillalassal
nyert Pini sylvestris aetheroleum szerepel. FO 0sszetevdi az a- €s f-pinén. A népi gyogyaszat
horghurut, felsd 1éguti megbetegedések, illetve kiilséleg reumas és iziileti fajdalmak esetén
alkalmazza a fenydolajat. Antiszeptikus, koptetd és vérbdséget fokozo hatdsa ismert.

[Ph.Hg.VIIIL. 2004, Csupor és Szendrei 2012]
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Az erdei feny6 nem tartozik a legaktivabban kutatott Pinus fajok kozé, gyogyaszati
szempontbol illdolajanak egyeldre inkabb az antimikrobialis és rakellenes hatasara fokuszalnak
[Motiejunaite és Peciulyte 2004, Hoai et al. 2015], mig f6 Osszetevoi a feltételezett
antikoagulans, daganatellenes, antimikrobialis, malariaellenes, antioxidans,
gyulladascsokkentd, fajdalomcsillapitd, gyomorvédd, szorongasoldo, citoprotektiv, gorcsoldo
¢és neuroprotektiv tulajdonsagaik révén is bekeriiltek a szakirodalomba [Salehi et al. 2019]. Az
a- pinén gyulladascsokkentd hatasat egér peritonealis makrofag sejtjeiben [Kim et al. 2015] és
human kondrocitakban [Rufino et al. 2014] vizsgaltak.

In vivo a sebgydgyulast eldsegitd szerepérdl vannak adatok [Siintar et al. 2012].

2.6.4. Kakukkfiiolaj
Anyandvénye az ajakosok (Lamiaceae) csaladjaba tartozo kerti kakukkfii, Thymus

vulgaris L. Tll6olaja viragzo hajtasaibol allithato elé vizgéz-desztillacioval, mely — a spanyol
kakukkfiivel egyiitt — az Eurdpai Gyogyszerkonyvben is hivatalos Thymi aetheroleum néven.
Az illoolaj erdteljes, jellegzetes illata, szintelen, sarga vagy sotét vordsesbarna folyadék.
FOkomponensei a timol és a karvakrol, bar szamos kemotipusa ismert, melyek a
fokomponensekben, komponensek aranyaiban is kiilonbozhetnek. [Ph.Hg.VI1I1. 2004, Hazzit et
al. 2009, Csupor és Szendrei 2012, Barathné Simko 2014, Patil et al. 2021, EMA 3]
Kisérleteinkben a timolos kemotipust hasznaltuk.

Etnofarmakoldgiai felhasznalasai kozott szerepel a fert6zésellenes, kardioprotektiv,
gyomorvédd, gyulladascsokkentd és immunmodulalé hatés is, egyéb 1égati panaszok mellett a
kakukkfii illdolaja leginkabb koptetoként valo alkalmazasa miatt terjedt el, horghurut és
megfazas esetén inhalalas formajaban [Raut és Karuppayil 2014, Patil et al. 2021].

Szamos in vitro és néhany in vivo vizsgalatban is alatamasztottak mar a kakukkfi
illoolajanak és a timolnak gyulladascsokkentd hatasat [Salehi et al. 2018, Lorenzo et al. 2019,
Patil et al. 2021, Hammoudi Halat et al. 2022].

2.6.5. Szegfiiszegolaj
Anyanévénye a mirtuszfélék (Myrtaceae) csaladjaba tartozo szegfiiszeg, Syzygium

aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry (syn. Caryophillus aromaticus L.). A szegfliszeg
fiiszerként valo alkalmazasa igen népszer(i, emellett a likéripar és kozmetikai ipar is
felhasznalja. Tiszta, sarga szinti illoolajat a virag bimbojabdl allitjak eld vizgdzdesztillacidval.
Az illdolaj fékomponense az eugenol, amelyet akar 70-90%-ban is tartalmazhat. Az Eurdpai
Gyogyszerkonyvben Caryophylli floris aetheroleum néven szerepel. [Ph.Hg.V1I1. 2004, Csupor
¢és Szendrei 2012, EMA 4]
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A szegfiiszeg leginkabb szaj- és torokfert6tlenitésre alkalmas, valamint fogfajas
enyhitésére is javasoljak [Jagadeesh et al. 2011, EMA 4].

Antimikrobialis hatasa jelentds, ezen tal fajdalomcsillapitd, érzéstelenitd, anti-nociceptiv,
antioxidans, rakellenes, antiszeptikus, antidepresszans, simaizomgorcs-oldo,  ¢és
gyulladascsokkentd hatasait vizsgaljak, melyeket foként az eugenollal hoznak 6sszefliggésbe
[Barboza et al. 2018, Batiha et al. 2020, Haro-Gonzalez et al. 2021, Nisar et al. 2021,
Taleuzzaman et al. 2021, Ulanowska és Olas 2021].

2.6.6. Shirazi kakukkfiiolaj
Anyandvénye az ajakosok (Lamiaceae) csaladjaba tartozo Zataria multiflora Boiss,

shirazi kakukkfii. Ez a Délkelet-Azsidban honos ndvény a kakukkfiire emlékeztetd illata és
felhasznalasu fliszer- és gyogyndvény, melynek szélhajto, serkentd, izzasztd, vizelethajto,
érzéstelenitd, gorcsoldd, fajdalomcsillapitd és koptetd hatdst tulajdonitanak. Illdolajanak {6
Osszetevoi a kakukkfithoz hasonléan a timol és a karvakrol. [Sajed et al. 2012, Boskabady és
Mhtaj 2014]

[ll6olajanak  leginkabb  antimikrobidlis,  antioxidans, = immunmoduladlé  és
gyulladascsokkentd hatdsat vizsgaljak, tobbek kozott kohogeés és 1éguti allergias problémak
esetén [Khazdair et al. 2018, Mahboubi et al. 2018, Ghorani et al. 2022].
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3. Kisérleti modellek, vizsgalati médszerek

3.1. A kisérleti modell
Kisérleteinkben az endotoxin-indukalta tiidégyulladas mechanizmusmodellt hasznaltuk.
Minden vegyszert a Sigma-Aldrich Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztiink be.

3.1.1. Illéolajok
Kisérleteink soran az allatok inhalaltatasara kozforgalomban beszerezhetd (Aromax Zrt.)

citronellaolajat (anyandvény: Cymbopogon nardus, gyartasi szam: E8912/1309),
e fah¢jolajat (anyandvény: Cinnamomum zeylanicum, gyartasi szam: H4991/1511),
e fenydolajat (anyanovény: Pinus sylvestris, gyartasi szam: 69543/1509),
e kakukkfiiolajat (anyandvény: Thymus vulgaris, gyartasi szam: H3981/1509),
e szegfiiszegolajat (anyandvény: Eugenia caryophyllata, syn. Syzygium
aromaticum, gyartasi szam: J3481/1609) hasznaltunk.

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

A shirazi kakukkfiiolajat (anyanovény: Zataria multiflora) a ndvényi minta
desztillaciojaval nyertiik:

A Zataria multiflora csomagolt, szaritott novényi anyagat (leveleit) 2018 tavaszan
gyljtotték Shirazban (Iran), és Younes Ghasemi professzor (Gyogyszerészeti Iskola, Shiraz
Orvostudomanyi Egyetem) azonositotta. Az illdolajat vizgézdesztillacioval nyertiik 2018-ban
a Magyar Gyogyszerkonyvben talalhaté kakukkfliolaj desztillaciojanak leirasa szerint
[Ph.Hg.VII]. Egy desztillacidhoz 40,0 g apritott (szemcseméret <0,8 mm, V. szita) szaritott
levelet haszndltunk fel. Osszesen harom desztillacios eljarast végeztiink el, az egyes
desztillaciok idOtartama 3 ora volt. Az illoolaj-tartalmat volumetrikus modszerrel mértiik, és a
ndvényi anyagra vonatkoztatott tomegszazalékban fejeztiik ki: a szaritott Zataria multiflora

2,5% illoolajat tartalmazott.

3.1.2. Allatok
A projektben felndtt (10-18 hetes) ndstény egereket hasznaltunk fel. A him egerekben

nagyobb valoszintiséggel alakul ki sulyos LPS-indukalta tiiddgyulladas, 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 C57BI/6,
TRPA1 vadtipusu (wild type), TRPA1 génkiiitott (knockout), TRPV1 knockout, TRPV1/Al
knockout egértorzseket vontunk be a kisérletbe. Az egerek életkor és tomeg szerinti megoszlasa

minden csoportban hasonld volt, hogy elkeriiljiik az ezekkel 6sszefiiggd kiilonbségeket.
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Az egereket a PTE AOK Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet allathazaiban tartottuk
325*170 *140 mme-es ketrecekben, 24-25°C-on, 12 6ras sotét-vilagos ciklus mellett. Standard
ragcsalotapot és ivovizet szabadon fogyaszthattak.

Az europai (2010/63/EU iranyelv) és magyar (40/2013., II. 14.) szabalyozasnak
megfeleld és a Nemzetkozi Fajdalomkutatd Szovetség (IASP) ajanldsai szerint 0sszeallitott
kisérleti protokollokat a Pécsi Tudomanyegyetem allatkisérletekkel foglalkozo Etikai
Bizottsaga engedélyezte (BA02/2000-26/2018).

3.1.3. Kisérleti protokoll
Kisérleteink soran az egereket négy, egyenként 8-10 elemszamu csoportba 0sztottuk:

e PBS-PO: intratrachealis 60 ul PBS kontroll; inhalalt paraffinolaj kontroll
e LPS-PO: intratrachealis 60 pl LPS / PBS; inhalalt paraffinolaj kontroll

e PBS-IO: intratrachealis 60 pul PBS kontroll; inhalalt illoolaj

e LPS-IO: intratrachedalis 60 ul LPS / PBS; inhalalt ill6olaj

Két csoport haromszor (0., 4. és 24. 6raban) 30 percig a vizsgalt illdolajat kapta szaraz
inhalaltatdssal, ketté kontrollként paraffinolajat. Az inhalaltatashoz egy 33,5 x 19 x 12 cm-es
zart dobozba helyeztiik az allatokat. A szaraz inhalalas modellezéséhez 2 csepp ill6olajat
cseppentettiik a doboz tetejének belsé feléhez rogzitett 8 cm atmérdju szlirépapirkorongra. A
maximalis ill6olaj-koncentracio a légtérben 6,55 pl/l-re kalkulalhato.

Két csoport (intraperitonialis 100 mg/kg ketamin és 5 mg/kg xilazin) altatasban,
egerenként 60 ul LPS-t (167 pg/ml, steril PBS-ben oldva), a két masik csoport kontrollként 60
ul oldoszert, PBS-t kapott intratrachedlisan. Az LPS-t a PTE AOK Orvosi Mikrobiologiai és
Immunitastani Intézetében izolaltak Escherichia coli (083 szerotipus) baktériumtenyészetbol.
Az intratrachealis LPS adminisztracioval az intranazalis adasnal is lokalizaltabb akut alsoléguti
gyulladast idézhetiink eld, bar igy is el6fordulhatnak a szisztémas gyulladas tiinetei, mint
példaul laz, szedacid, csokkent étvagy ¢és stlycsokkenés [Chen et al. 2010, Helyes és Hajna
2012].

Az LPS, illetve a tiszta PBS beadasa utan 24 6raval mértiik a 1€ghti paramétereket non-
invaziv teljes test pletizmograffal, majd a terminacid kovetkezett intraperitonealis ketamin-
xilazin anesztéziaval. A tiidéket kimetszettiik, a baloldali tiidélebenyt 6%-0s formaldehidbe
helyeztiikk szovettani feldolgozas céljabol. A jobboldalit két darabba vagtuk, folyékony
nitrogénnel lefagyasztottuk, és -80°C-on taroltuk tovabbi (MPO és citokin) vizsgalatok céljabol.

A protokollt a 6. dbra szemlélteti.
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6. abra: Kisérleti protokoll. [Amir Reza Ashraf]
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3.2. Vizsgalati médszerek

3.2.1. Az illéolajok osszetételének analizise
Az illdolajok Osszetételének elemzésére leggyakrabban hasznalt modszer a

tomegspektrométer (MS) és a langionizacios detektor (FID). Elébbit altalaban kvalitativ,
utobbit kvantitativ mérésekhez preferaljak. Mi a vizsgalatunkhoz szilard f4zist mikroextrakcios
(SPME) mintavételi gazkromatografids (GC) eljarast hasznaltunk egykvadrupolus
tomegspektrométerrel (GC-MS) és langionizacios detektorral (GC-FID).

Statikus géztéranalizis szilard fazisu mikroextrakciéval (SHS-SPME): A mintakat 20
ml-es, szilikon/PTFE szeptummal lezart headspace (HS) tivegben vizsgaltuk. A minta statikus
goztéranalizise szilardfazisu mikroextrakcioval (sHS-SPME) tortént, CTC Combi PAL (CTC
Analytics AG, Zwingen, Switzerland) tipusi automata mintavevd alkalmazasaval. A minta 5
perces 40°C-on végzett inkubdldsa utdn a 65 pm filmvastagsdgna StableFlex
polidimetilsziloxan/karboxen/divinil-benzol (CAR/PDMS/DVB) SPME szalat (Supelco,
Bellefonte, PA, USA) a minta gézterébe juttattuk, az extrakciot 20 percig végeztiik 40°C-on,
majd a gazkromatograf injektoraba vittiik, ahol a deszorbcid 250°C-on tortént, 1 percig. Az
injektalds split médban tortént, 1:50 split ardnnyal. Végiil a szalat nagy tisztasagl nitrogén
gézban 250°C-on 15 percig tisztitottuk és kondicionaltuk.

Gazkromatografia és tomegspektrometria (GC-MS, GC-FID): A direkt folyadék
injektalas soran 1 pl etanolban oldott illoolajat (10ul/ml) juttattunk a késziilékbe. Az injektalés
250°C-on tortént, split modban, 1:50 split ardnnyal. Az analizist Agilent 6890N/5973N GC-
MSD (Santa Clara, CA, USA) késziilékkel, Supelco SLB-5MS kapillaris kolonnan (30 m x 250
pum x 0.25 um, GC-MS), és J&W (Agilent) DB-5MS kapillaris kolonnan (25 m x 250 pm %
0,25 pm; GC-FID) végeztiik. A kolonna homérséklete egy 3 perces izoterm szakasz utan 60-
250°C—ra emelkedett 8°C/perc sebességgel, a végsé hdmérsékletet 1 percig tartottuk. A vivégaz
nagy tisztasagu, 6,0 hélium, az aramlasi sebesség 1,0 ml/perc (37 cm/s) volt, constant flow
modban.

A tomegspektrometrids detektalds quadrupole tomegszelektiv detektorral (MSD)
elektronionizacidos moédban (70 eV), teljes scan modban (41-500 amu, 3,2 scan/s) tortént.

A langionizacios detektor (FID) hdmérséklete 300°C, volt, a hélium (He) aram 30ml/perc,
a szintetikus levegd aram 400,0 ml/perc volt. Makeup gazként nitrogént hasznaltunk constant
flow modban, 25 ml/perc dramlasi sebességgel.

Az adatokat MSD ChemStation D.02.00.275 software (Agilent) segitségével értékeltiik

ki. A komponensek azonositasa sordn a retencids adatokat és tomegspektrumokat standardok
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¢s a NIST 2.0 konyvtar adataival hasonlitottuk 0Ossze, a szazalékos értékelést
teriiletnormalizacidval végeztiik.
3.2.2. Légzésfunkcio mérése
A légzésfunkcidés paramétereket teljestest pletizmograffal (Buxco FEurope Ltd,
Winchester, UK) mértiik 24 oraval az LPS beadasa utan éber, szabadon mozgo allatokon (7.
abra). A Penh méréséhez az alapvonalat 50 pl fiziologias sooldat porlasztasa kdzben vettiik fel.
A bronchokonstrikcidt 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:
o frekvencia (f),
o légzési térfogat (TV),
e percventillacié (MV),
e relaxacios id6 (RT),
e belégzési idd (Ti),
o kilégzésiido (Te),

e maximalis belégzési aramlas (PIF),

e maximalis kilégzési aramlas (PEF), 7 abra: A
e Penh (Enhanced Pause). pletizmograf kamréja.

A Penh egy kalkulalt paraméter, a szoftver az alabbi képlet alapjan szdmolja:

kilégzési id0 / relaxacids id6 - 1
max. kilégzési aramlas / max. belégzési aramlas

Ez az érték korreldl az elterjedt invaziv technikaval lélegeztetett allaton mért léguti

hiperreaktivitassal [Helyes et al. 2009].

3.2.3. Szovettani értékelés
A 6 %-os pufferolt formalinban fixalt, paraffinba dgyazott tiidémintakbol mikrotommal 5-

7 um vastagsagu metszeteket készitettiink, majd hematoxilin-eozin (HE), valamint a
nyaktermel6 sejtek lathatova tételéhez perjodsav-Schiff (PAS) festést végeztiink. Az elkésziilt
metszeteket fénymikroszkdppal szemikvantitativ pontrendszer alapjan értékeltiik patologus
kolléga segitségével. Minden tiidomintabol 3 mélységbdl készitettlink metszeteket, €s ezeket

atlagoltuk.
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A kovetkezO paraméterek keriiltek pontozasra:
e perivaszkularis 6déma (0-3) (8. abra A),
e perivaszkularis/peribronchialis granulocita infiltracio (0-3) (8. abra B),
e nyaktermel6 kehelysejtek (goblet-sejtek) hiperplaziaja (0-2) (8. abra C) és
e alveolaris makrofag infiltracio (0-2) (8. abra D) [Zeldin et al. 2001].
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8. abra: A szovettani értékelés soran pontozott paraméterek.
A: perivaszkuldris 6déma, B: perivaszkularis/peribronchialis granulocita infiltracio,
C: nyaktermel6 kehelysejtek (goblet sejtek) hiperplazidja, D: alveolaris makrofag infiltracio

3.2.4. Mieloperoxidaz- aktivités meghatérozésa

crer

mieloperoxidaz (MPO) enzim aktivitasa, ennek meghatarozasahoz a -80°C-ra fagyasztott
tidomintakat hasznaltuk fel. A felengedett és lemért, de folyamatosan jégen tartott, foszfat
pufferben homogenizalt mintakbol centrifugalas utan letapadt pellet tartalmazza az MPO-t. Ezt
az lledéket HTAB-os pufferoldattal (0,5%-0s hexadecyl-trimetilammonium-bromid
foszfatpufferben) homogenizalva, majd centrifugalas utan a tiszta feliilluszot gyijtve kaptuk
meg a mérhetd, megfelelden eldkészitett €s tisztitott mintakat. A mintak mieloperoxidaz-
aktivitasat tetrametilbenzidin-dihidroklorid (TMB, foszfatos citratos pufferben oldva) reagens
¢s hidrogén-peroxid segitségével mértiik spektrofotometrias modszerrel, plate-reader
(Labsystems) alkalmazasaval 620 nm-es hullamhosszon (9. abra), két mérési ponttal, 5 perc
eltéréssel. Standardként human leukocitakbol szarmazo MPO-t (Sigma ,,MPO from human
leukocytes™) hasznaltunk.

A szintelen tetrametil-benzidin protondonorként vesz részt a reakcidban, amely sorén elsd
1épésben kék (cstics 370 és 652 nm-en), majd a masodik oxidacié sordn sarga (csucs 450 nm-

en) szin{i termék képzodik [Josephy et al. 1982].
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9. abra: 96 cellas lemez (plate) egy MPO-mérés végén.

A két parhuzamos mérés optikai denzitas atlagaival szdmolva, a két mérési ponton mért
értékek kiillonbségét, vagyis az optikai denzitas valtozasat (ndvekedését) dsszevetve a standard
mintabol szamolt kalibracios gorbével, megkaptuk az [egység MPO/ml] értékeket. A higitas és

a szovetsulyok segitségével szdmoltuk ki az egy grammra juto MPO-aktivitast.

3.2.5. Gyulladasos citokinek meghatarozasa
A -80°C-ra fagyasztott tiidészovetmintak 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 dket. Homogenizalas és centrifugélés
utan a tiszta feliilluszot gytijtve kaptuk meg a mérhetd, megfelelden elokészitett €s 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 kovetkez6 citokinek/kemokinek
fehérjekoncentracidinak meghatarozasahoz:

o interleukin-1béta (IL-1p);

¢ interleukin-6 (IL-6);

e kemokin (C-X-C motif) ligandum-1 (CXCLI1), mas néven keratinocita

kemoattraktans (KC);
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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 nekrozis faktor alfa (TNF-a).

A hat analitot egyidejiileg detektaltuk egy 96 cellas lemezen. Minden mintat higitatlanul,
vakon és két parhuzamossal teszteltiink. A hasznalati utasitas alapjan a hat antitesttel bevont
gyongypopulacio keverékét adtuk a lemezhez 25 pl/cella mennyiségben a standardokkal és a
kontrollokkal egyiitt a kijelolt cellakba. Egy €jszakéan at 4°C-on végzett inkubalast kovetden a
lemezt haromszor mostuk kézi magneses lemez segitségével. Mosas utan cellanként 25 pl
detektalo antitest oldatot adtunk hozza, ¢és 60 percig szobahOmérsékleten inkubaltuk 500
fordulat/perc razatassal. A kdvetkez6 mosasi 1épések utan 25 pl/cella sztreptavidin-fikoeritrin
(SAPE) oldatot adtunk hozza, és 30 percig szobahdmérsékleten, rdzatva inkubaltuk.
Haromszori mosas utan 150 pl/cella drive puffert adtunk a lemezhez, ¢és az assay-t Luminex
MagPix (Merck Hungary Kft., Budapest, Magyarorszig) késziiléken olvastuk le. Otvéltozos
regresszios gorbét hasznaltunk az 6sszes analit standard gorbéinek szerkesztéséhez Belysa 1.1
szoftverrel, a gyongyok 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. Az abrakon — a

szOvettani értékelést (box-plot, abraalairasban részletezve) kivéve — az atlag + az atlag standard
hibajat abrazoltuk (mean + SEM). A 1éguti paraméterckre, az MPO-aktivitasra és a
citokinszintekre egy-, illetve két-utas varianciaanalizist (ANOVA) végeztiink Bonferroni,
illetve Tukey poszt teszttel. A hisztopatoldgiai pontozas statisztikai elemzését Kruskal-Wallis
analizissel, Dunn teszttel végeztik. Minden esetben a p<0,05 értéket fogadtuk el

szignifikansnak.
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4. Eredmények

4.1. A vizsgalt illéolajok kémiai Osszetétele
Az illoolajokban el6forduld komponensek gazkromatografids analizis segitségével

megallapitott szdzalékos ardnyait az 2. tablazat tartalmazza. A szdzad szazaléknal kisebb

mennyiségben eléforduld dsszetevok nem kertiltek feltiintetésre.

2. tablazat: A vizsgalt illdolajok 6sszetétele (SPME-GC-MS)

Shirazi
Citronellaolaj  %|Fahéjolaj %|Fenydolaj % |Kakukkfiiolaj  %|Szegfiiszegolaj % |kakukkfiolaj %
citronellal 30,2|fah¢jaldehid 74.0|a -pinén 39.4|timol 46,3 |eugenol 88.6[timol 53,6
geraniol 25,3|fahéj-acetat  5.3|limonén 14,3|p -cimol 22.1|f -kariofillén 8.6|karvakrol 30,9
citronellol 13,6|linalool 3.8/ -pinén 11,0{1,8-cineol 9.8|a -humulén 2.2|p -cimol 438
f -kubebén 6,9|eugenol 2.7|a -terpineol 8.8|linalool 5.1 kariofillén-oxid 0,54 -kariofillén 1,7
limonén 3.5|anethol 2.3|f -kariofillén 8.4|karvakrol 32 y -terpinén 1.6
p -elemén 2 .9[1.8-cineol 2.1|6 -3-karén 7.0| 8 -kariofillén 2.5 kariofillén-oxid 1.5
geranil-acetat 2.6|f -kariofillén 1,7|bornil-acetat 3.4|a -terpinén 22 spathulenol 14
elemol 2.4|a -terpineol  1,5|fenkon 1.1|f -pinén 1.4 terpinén-4-ol 0.8
citronellil-acetat  2.3|limonén 1.4|kamfén 0.8|borneol 1,0 aromadendrén 0.8
eudesmol 2.3|p -cimol 1.2|a -humulén 0.8|kamfén 0.9 o -pinén 0.6
geranial 2.2|a -pinén 0,5|kariofillén-oxid 0.7|a -pinén 09 linalool 04
neral 1.0 longiferén 0,5 |terpinén-4-ol 0.6 ledén 0.4
f -cadinen 1.0 y -terpinén 03 o -terpinén 03

A citronellaolajban legnagyobb mennyiségben citronellal (36,2%), geraniol (25,3%) és

citronellol (13,6%) voltak a fékomponensek. A fahéjolaj fékomponensének a varakozasoknak

megfelelden a fahéjaldehid (74,0%), mig a szegfliszegolajnak az eugenol (88,6%) bizonyult. A

fenydolaj fobb Gsszetevoi az a-pinén (39,4%), a limonén (14,3%) és a f-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 kakukkfilben a p-cimol (22,1%), a shirazi

kakukkfliolajban viszont a karvakrol (30,9%) volt még jelen nagyobb mennyiségben.
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4.2. A vizsgalt illéolajok inhalaciéjanak hatasa

4.2.1. A vizsgalt illoolajok hatasa a 1égzésfunkcidos paraméterekre
A teljestest pletizmograf szamos 1égzésfunkcios paraméter regisztraciojara alkalmas,

eredményeinket az 10. abra tartalmazza.
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10. abra: Légzésfunkcios eredmények. A citronellaolaj (CO), fahéjolaj (FO), feny6olaj (EO),
kakukkfiiolaj (KO), szegfliszegolaj (SO) és shirazi kakukkfiiolaj (ZO) hatasa a 1égzésfunkcios
paraméterekre a paraffinolajos (PO) negativ kontrollhoz viszonyitva PBS (kontroll — vilagos

kitoltés) vagy LPS (gyulladt — sotét kitoltés) kezelés utan.
(n = 6-10/csoport, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 vs. az adott olajat inhalalt PBS-sel kezelt
csoport; #p<0,05, ##p<0,01, #H##p<0,001, ##H#p<0,0001 vs. LPS+PO-val kezelt csoport; ©<0,05 vs. PBS+PO-
val kezelt csoport)

Az LPS-kezelés jelentdsen csokkentette a 1égzés frekvenciajat, a percventillaciot és a
relaxacids 1d6t, ellenben novelte a 1égzési térfogatot, a belégzési és kilégzési iddt, valamint a
kilégzési csiicsaramlast 24 oraval a beadds utdn, mikdzben nem valtoztatta meg a belégzési
csticsaramlast. A 1éguti hiperreaktivitassal korrelalé Penh az LPS-sel kezelt egerekben mar a
kiindulasi méréskor jelentdsen megnétt, és tovabb sulyosbodott a karbakol-inhalacio altal

kivaltott bronchokonstrikcié hatasara (10. abra A-1).
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A fahéj (FO), feny6- (EO), kakukkfii (KO) és szegfiiszegolaj (SO) belélegzése is
szignifikansan csokkentette a karbakollal kivaltott talérzékenységet az LPS-sel kezelt
egerekben a negativ kontrollként hasznalt paraffinolajos (PO) kezeléshez képest, mig a
citronella- (CO) és shirazi kakukkfiiolaj (ZO) tovabb emelte, vagyis rontott a Penh értékein —
az alapvonalnal a citronella (CO) esetében ez a valtozas szignifikans is lett (10. abra I).

A citronella- (CO), a feny6- (EO) és a shirazi kakukkfiiolaj (ZO) szignifikansan
csOkkentette a 1égzési térfogatot a paraffinolajjal (PO) kezelt LPS-t kap6 csoporthoz képest. A
tobbi 1égzési paramétert tekintve viszont bar egyes illdolajok modositottak bizonyos értékeket,

ezek a valtoztatasok mar nem voltak szignifikansak (10. dbra A-H).

Az illbolajok inhalalasa a PBS-t kapd kontrollcsoportban csupan egyetlen esetben
befolyasoltak szignifikansan a 1égzésfunkciot: a szegfiiszegolaj (SO) a relaxacios idot (10. abra
D). Ez az egyetlen illoolaj, és az egyetlen paraméter a vizsgalataink folyaman, ahol az illoolaj-

inhalacio szignifikansan befolyasolta a nem gyulladt kontrollcsoportot.
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4.2.2. A vizsgalt illéolajok hatasa a szovettani paraméterekre
A 11. és 12. dbra néhany szemléltetd képet tartalmaz az elkészitett tidometszetekrdl, a

13. abran pedig a szemikvantitativ hisztopatologiai pontozas eredményei lathatok. Kehelysejtek
Osszesen csak két esetben, a paraffinolajjal és citronellaolajjal kezelt LPS-es csoportok egy-egy
tagjanak metszetén jelentek meg, emiatt nem szerepeltettiik 6ket kiilon diagrammon.

\ Sk
RO
0

' kakukkfiiolaj

fahéjolaj

citronellaolaj

11. abra: Szovettani elvaltozasok a tiidoben. Reprezentativ képek egerek PBS-sel (nem
gyulladt) és LPS-kezelt (gyulladt) tiidéparenchymajarol kakukkfii- (KO), fahéj- (FO) és
citronellaolaj (CO) inhalacidja utan a kontroll paraffinolajjal (PO) 6sszehasonlitva.

(A) PBS- és PO-kezelés, (B) LPS- és PO-kezelés, (C) PBS- és KO-kezelés, (D) LPS- és KO-
kezelés, (E) PBS- és FO-kezelés, (F) LPS- és FO-kezelés, (G) PBS- és CO-kezelés, valamint
(H) LPS- és CO-kezelés utan.

a: alveolus, b: bronchiolus, v: ér, e: 6déma
(Hematoxilin-eozin festés, 200-szoros nagyitas)
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12. abra: Szovettani elvaltozasok a tiidében. Reprezentativ korszovettani képek egerek PBS-
sel (nem gyulladt) és LPS-kezelt (gyulladt) tiidéparenchymajarol erdeifeny6 (EO) és
szegfiiszegolaj (SO) inhalacidja utan a kontroll paraffinolajjal (PO) 6sszehasonlitva.

(A) PBS- és PO-kezelés, (B) LPS- és PO-kezelés, (C) PBS- és EO-kezelés, (D) LPS- és EO-

kezelés, (E) PBS- és SO-kezelés és (F) LPS- és SO-kezelés utan.
a: alveolus, b: bronchiolus, v: ér, e: 6déma
(Hematoxilin-eozin festés, 100-szoros nagyitas)
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13. abra: Szemikvantitativ hisztopathologiai pontozas eredményei. A citronellaolaj (CO),
fahéjolaj (FO), fenydolaj (EO), kakukkfiiolaj (KO) és szegfiiszegolaj (SO) hatdsa a szdvettani
paraméterekre a paraffinolajos (PO) negativ kontrollhoz viszonyitva PBS (kontroll — vilagos

kitoltés) vagy LPS (gyulladt — sotét kitoltés) kezelés utan. A (A) perivaszkularis és
peribronchialis 6démanak, (B) neutrofil granulocitdk felhalmoz6dasanak, (C) makrofagoknak
¢s (D) tiiddszovettani elvaltozasok Osszpontszamanak szemikvantitativ értékelése a mediant, a

felsd/also kvartilist €s a maximum/minimum értékeket mutatoé box plot diagrammon.
(n = 6-10/csoport, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001 vs. az adott olajat inhalalt PBS-sel kezelt csoport)

Az LPS beadésa neutrofil granulocita és makrofag infiltraciét valtott ki, amely jelentds
perivaszkularis és peribronchialis 6déma kialakulasaval jart (11. és 12. abra A-B, 13. abra), és
egyetlen metszeten kehelysejt hiperplaziaval.

Az inhalalt illoolajok 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- (CO), feny6- (EO) és
szegfliszegolaj (SO) esetében —, de lathatd valtozasok eléfordultak. Az LPS altal kivaltott
jelentés 6démaképzodést megakadalyozta a kakukkfii- (KO), feny6- (EO) és szegfliszegolaj
(SO), ezekben a csoportokban mar nem novekedett szignifikansan a megfelel6 PBS-sel kezelt
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kontrollokhoz képest. Ugyanez elmondhatd a perivaszkularis és peribronchialis granulocita
infiltracio esetében a szegfiiszegolajrol (SO), a makrofag akkumulacional pedig a fahéjolajrol
(FO). A szovettani elvaltozasok Osszpontszamanak szignifikans novekedését a fahéj- (FO),
kakukkfii- (KO) és szegfiiszegolaj (SO) is hatékonyan megakadalyozta. A citronellaolaj (CO)
nem befolyasolta a pontozott hisztopatologiai elvaltozasok mértékét (13. abra), viszont mar a
kontrollcsoportban (a PBS-sel kezelt csoportban) is tobb esetben bevérzéseket, illetve
limfocitak megjelenését okozta (11. abra G), az LPS-sel kezelt csoportjaban pedig enyhe
kehelysejt-hiperplaziat figyeltiink meg a metszeteken, illetve a granulocitas gyulladas mellett
fokozott limfocitabearamlast és alveolaris destrukciot (11. abra H). A shirazi kakukkfiiolaj

esetében sajnos nem tortént szovettani értékelés (laborkoltozés miatt a mintak elvesztek).
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4.2.3. A vizsgalt illoolajok hatasa a mieloperoxidaz-aktivitasra
A mieloperoxiddz-enzimaktivitds mérésének eredményeit a 14. abra szemlélteti.
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14. abra: Tiidéhomogenizatumok mieloperoxidaz-aktivitasa. A citronellaolaj (CO), fahéjolaj
(FO), feny6olaj (EO), kakukkfiiolaj (KO), szegfiiszegolaj (SO) és a shirazi kakukkfiiolaj (ZO)
hatasa az enzimaktivitasra a paraffinolajos (PO) negativ kontrollhoz viszonyitva PBS

(kontroll — vilagos kit6ltés) vagy LPS (gyulladt — sotét kitoltés) kezelés utan.
(n = 6-10/csoport, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 vs. az adott olajat inhalalt PBS-sel kezelt csoport;
#p<0,05, ###p<0,001, ####p<0,0001 vs. LPS+PO-val kezelt csoport)

Az LPS hatasara a hisztopatologiai eredményeknek megfeleléen megemelkedett a —
granulocita €¢s makrofag aktivitassal korrelaldo — mieloperoxidaz-aktivitas.

Ezt a megemelkedett értéket meglepd modon egyediil a kakukkfiiolaj (KO) csokkentette
szignifikansan. A fahéj- (FO) és a shirazi kakukkfiiolaj (ZO) inhalacidja nem befolyasolta,
azonban a citronella- (CO), feny6- (FO) és szegfiiszegolaj (SO) hatasara is szignifikansan
tovabb emelkedett.
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4.2.4. A vizsgalt illoolajok hatasa a citokinexpressziora
Az 15. abran a mért citokin/kemokinszintek lathatok.
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15. abra: Tiidéhomogenizatumok citokinszintjei. A fenydolaj (EO), kakukkfiiolaj (KO),
szegfiiszegolaj (SO) és shirazi kakukkfiiolaj (ZO) hatasa a citokinszintekre a paraffinolajos
(PO) negativ kontrollhoz viszonyitva PBS (kontroll — vilagos kitoltés) vagy LPS (gyulladt —

sotét kitoltés) kezelés utan.
(n = 5-8/csoport, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 vs. az adott olajat inhalalt PBS-sel kezelt
csoport; #p<0,05, ####p<0,0001 vs. LPS+PO-val kezelt csoport)
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LPS hatasara kialakuld gyulladasban minden vizsgalt citokin, illetve kemokin szintje
szignifikansan megemelkedett (15. abra).

Az inhalalt illdolajok koziil a fenydolaj (EO) szignifikansan sulyosbitotta az LPS-
indukalta interleukin-1béta (IL-1B) (15. abra A), mig a kakukkfiiolaj (KO) a makrofag
gyulladasos fehérje-2 szintjét (MIP-2) (15. abra E). A fahéjolaj esetében sajnos nem tortént

citokinszint mérés (laborkoltézés miatt a mintdk elvesztek).
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4.3. A kakukkfiiolaj inhalaciojanak hatasa TRPA1/V1, TRPAL knockout egerekben
Kovetkezd 1épésként a legnagyobb gyulladascsokkentd potenciallal rendelkezd illoolajat,

a kakukkfiiolajat valasztottuk ki tovabbi vizsgalatokra. A TRPAL és TRPV1 génhidnyos egerek
hasznalataval igyekeztiink megallapitani, vajon van-e szerepe a hatasban a két ioncsatorna
koziil legalabb az egyiknek. A tovabbiakban a

e TRPAL/NV1** (WT, vadtipus) és a TRPA1/V1~’ (KO, knockout), illetve a

e TRPAL1** (WT, vadtipus) és a TRPA1”" (KO, knockout)
torzsekben mért eredmények abrait — a jobb Osszehasonlithatosag miatt vizsgalt
paraméterenként egymas mellé rendelve — szerepeltetem.
4.3.1. A kakukkfiiolaj hatasa knockout egerek légzésfunkciés paramétereire

A kovetkezd éabran a kakukkfiiolaj hatdsa lathaté a légzésfunkcidra a kiilonbozd

egértorzsek esetében, bal oldalt a TRPAL1/V1 dupla knockout, jobb oldalt a szimpla TRPA1
knockout eredmények szerepelnek. Utobbi esetben a pletizmograf késziilék nem vart
meghibasodasa miatt sajnos csupan csoportonként egy-egy allat paramétereit sikeriilt
regisztralnunk. Ezekb6l a szimpla TRPAL knockout 1égzésfunkcios eredményekbdl
természetesen messzemend kovetkeztetéseket levonni nem lehet, viszont szemléltetésként és a

kovetkezetességre valo torekvés miatt szerepelnek a dolgozatban.
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16. abra: A kakukkfliolaj (KO) hatasa a 1égzésfunkcids paraméterekre a paraffinolajos (PO)
negativ kontrollhoz viszonyitva PBS (kontroll — vilagos kit6ltés) vagy LPS (gyulladt — sotét
kitoltés) kezelés utan (A-1) TRPAL/V1H* (wild type, vadtipus) és TRPA1/V17 (knockout,
génkiiitott), illetve (J-R) TRPALY* (wild type, vadtipus) és TRPA1” (knockout, génkiiitott)

egerek esetén.

(A-1: n = 6-8/csoport, J-R: n=1/csoport), *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 vs. az adott olajat
inhalalt PBS-sel kezelt csoport; #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,0001 vs. LPS+PO-val kezelt csoport; §§p<0,01,
§§8§p<0,0001 vs. azonosan kezelt vadtipusu csoport)
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Az LPS-kivaltotta akut tiidogyulladas jelentdsen csokkentette a 1égzési frekvenciat és a
percventillaciot, valamint megnovelte a be- és kilégzési id6t mind az A1/V1 vadtipust, mind
az A1/V1 knockout egerekben. A 1égzési térfogat, a relaxacios idd, a maximalis be- és kilégzési
aramlas nem mutatott szignifikans valtozast. A karbakollal kivaltott koncentraciofiiggd
bronchuskontrakciot a Penh-értékek szemléltetik, és ez is szignifikansan novekedett az LPS
karbakol porlasztasa esetében, az A1/V1 vadtipusu és az A1/V1 knockout csoportok esetében
hasonld mértékben (16. abra A-1). Az Al csoportok esetében a csoportonkénti 1-es elemszam
miatt a 1égzésfunkcios eredményekkel sajnos nem lehet szamolni, viszont ebben az egy-egy
esetben az LPS hatasara csupan a be- és kilégzési idénél latszédnak hasonlo valtozasok, mint
az A1/V1 csoportoknal. A Penh értékek kevésbé emelkedtek meg az A1 vadtipusu csoportban,
az Al knockout egerekben pedig még kevésbé (16. abra J-R).

A kakukkfliolaj (KO) inhalaltatdsa nem befolyasolta szignifikdnsan az LPS altal kivaltott
valtozasokat, kivéve a Penh értékeit: az A1/V1 vadtipusu egerekben szignifikansan javitotta, az
Al/V1 génhianyos egyedekben ezzel ellentétben szignifikdnsan rontotta a 1éguti
hiperreaktivitast karbakol mellett (16. abra I), ami utalhat arra, hogy a kakukkfiiolaj (KO)
hatasat a TRPA1 és/vagy a TRPV1 kozvetiti, vagyis a génhianyos egerekben védé szerepe nem

tud érvényesiilni.
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4.3.2. A kakukkfiiolaj hatasa knockout egerek szovettani paramétereire
A kovetkezO két dbran a kakukkfiiolaj hatdsa lathaté a szdvettani paraméterekre a

kiilonbozd génkészletli egerek esetében. A 17. abra néhany szemléltetd képet tartalmaz a
tiidometszetekrdl, a 18. abran pedig szemikvantitativ hisztopatologiai pontozas eredményei
szerepelnek, bal oldalt a dupla TRPA1/V1 knockout, jobb oldalt a szimpla TRPA1 knockout

egerek esetében.

‘\ paraffinolaj

(5 kakukkfliolaj

eprezentativ korszovettani kép
TRPA1/V17 egerek PBS-sel (nem gyulladt, kontroll) és LPS-kezelt (gyulladt)
tiildéparenchymad;jarol kakukkfiiolaj (KO) inhaldci6ja utdn a kontroll paraftinolajjal (PO)
Osszehasonlitva. (A) PBS- és PO-kezelés, (B) LPS- és PO-kezelés, (C) PBS- és KO-kezelés,
(D) LPS- és KO-kezelés utan.
a: alveolus, b: bronchiolus, v: ér, e: 6déma
(Hematoxilin-eozin festés, 100-szoros nagyitas)
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18. abra: Szemikvantitativ hisztopaoldgiai pontozas eredményei a mediant, a fels6/also
kvartilist és a maximum/minimum értékeket mutatd box plot diagrammokon. A kakukkfiiolaj
(KO) hatasa a szovettani paraméterekre a paraffinolajos (PO) negativ kontrollhoz viszonyitva

PBS (kontroll — vilagos kitoltés) vagy LPS (gyulladt — sotét kitoltés) kezelés utan (A-1)

TRPA1/V1** (wild type, vadtipus) és TRPA1/V17 (knockout, génkiiitstt), illetve (J-R)

TRPA1*"* (wild type, vadtipus) és TRPA 17 (knockout, génkiiitott) egerek esetén.
(A-l: n = 6-10/csoport, J-R: n=4-5/csoport), *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. az adott olajat inhalalt PBS-sel
kezelt csoport)
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A szOvettani vizsgalat és a szemikvantitativ pontozas eredményei szerint, az LPS beadasa
perivaszkularis 6déma kialakuldsat idézte el diffiz granulocita infiltracioval, valamint
az Al/V1 vadtipusu, mind az A1/V1 génhianyos egerekben (18. abra A-D), illetve egy-egy
metszeten a kehelysejtek hiperplaziaja is megfigyelhet6 volt. Hasonlo eredményt mutattak az
Al csoportok is LPS hatasara, bar az A1 knockout mar a PBS-sel kezelt kontrollcsoportban is
kissé emelkedett paramétereket produkalt (18. abra E-H).

A kakukkfiiolaj (KO) inhalacioja sem a perivaszkularis 6démaban, sem a perivaszkularis
¢s peribronchialis gyulladasban vagy a makrofagok szaméaban nem okozott szignifikans
valtozast, viszont enyhébb korszovettani képet eredményezett, amely a A1/V1 vadtipushoz
képest kevésbé volt hangsulyos az A1/V1 knockout esetében (18. abra D). Ugyanez lathato az
Al-es csoportokban is, bar az A1 knockout csoport eredményei nagy egyedi valtozatossagot
mutatnak, és a kakukkfii a PBS-es kontrollcsoportban is megemelte az értékeket (18. abra E-
H).
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4.3.3. A kakukkfiiolaj hatasa knockout egerek mieloperoxidaz-aktivitasara
A kovetkezd abran a kakukkfliolaj hatasa lathatd a mieloperoxiddz enzimaktivitasara a

kiilonbozo egértorzsek esetében, bal oldalt a TRPAL/V1 dupla knockout, jobb oldalt a szimpla
TRPAL knockout eredmények szerepelnek.
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19. abra: Tiidéhomogenizatumok mieloperoxiddz-aktivitasa. A kakukkfiiolaj (KO) hatasa az
enzimaktivitasra a paraffinolajos (PO) negativ kontrollhoz viszonyitva PBS (kontroll —
vilagos kitoltés) vagy LPS (gyulladt — sotét kitoltés) kezelés utan (A-1) TRPAL/V1* (wild
type, vadtipus) és TRPA1/V17 (knockout, génkiiitétt), illetve (J-R) TRPAL** (wild type,
vadtipus) és TRPA1” (knockout, génkiiitstt) egerek esetén.

(A-I: n = 7-8/csoport, J-R: n=4-5/csoport), *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001 vs. az adott olajat inhalalt PBS-sel
kezelt csoport; #p<0,05 vs. LPS+PO-val kezelt csoport)

Az LPS az A1/V1 és az Al csoportok esetében is mind a vadtipust, mind a génhianyos
egerekben masszivan megnovelte a mieloperoxidaz aktivitasat (19. abra).

A kakukkfi (KO) az A1/V1 vadtipusu egerek esetében megakadalyozta az LPS altal
kivaltott emelkedést, am az A1/V1 génhianyos egerekben mar nem fejtette ki ezt a jotékony
hatast (19. abra A). Az Al csoportok esetében a vadtipusban nem befolyasolta az LPS-hatast,

viszont a génkiiitott egerekben szignifikansan tovabb rontott az LPS éltal mar megemelt érté¢ken
(19. ébra B).
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4.3.4. A kakukkfiiolaj hatasa knockout egerek citokinexpressziojara
A kovetkez6 abran a kakukkfiiolaj hatésa lathatd az egyes citokinek szintjére a kiilonb6zo

egértorzsek esetében, bal oldalt a TRP A1/V1 dupla knockout, jobb oldalt a szimpla TRPA1
knockout eredmények szerepelnek.
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20. abra: Tiidéhomogenizatumok citokinszintjei. A kakukkfiiolaj (KO) hat4sa a
citokinszintekre a paraffinolajos (PO) negativ kontrollhoz viszonyitva PBS (kontroll — vilagos
kitoltés) vagy LPS (gyulladt — sotét kitoltés) kezelés utan (A-1) TRPAL/V1Y* (wild type,
vadtipus) és TRPA1/V17 (knockout, génkiiitott), illetve (J-R) TRPAL* (wild type, vadtipus)
és TRPA1™ (knockout, génkiiitott) egerek esetén.

(A-l: n = 3-8/csoport, J-R: n=4-5/csoport), *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 vs. az adott olajat
inhalalt PBS-sel kezelt csoport; §p<0,05 vs. azonosan kezelt vadtipust csoport)
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Az LPS-kezelés mind a hat vizsgalt gyulladasos citokin, illetve kemokin szintjét
megemelte mindegyik paraffinolajos kontrollcsoportban, de ez a valtozas csak az interleukin-
Ibéta (IL-1P), a keratinocita kemoattraktans (KC) és a makrofag gyulladasos fehérje-2 (MIP-
2) esetében volt szignifikans (20. abra A-L).

Az A1/V1 csoportok esetében a kakukkfiiolaj (KO) a keratinocita kemoattraktanson (KC)
kiviil minden mért érték szintjét tovabb emelte az A1/V1 vad csoportban, és ez a hatas még
inkabb megfigyelhetd az A1/V1 génhianyos csoportban. Ezek koziil az interleukin-6 (IL-6) és
a makrofag gyulladasos fehérje-2 (MIP-2) szintjét is szignifikansan jobban stlyosbitotta az
A1/V1 génhianyos egerekben, mint az A1/V1 vadtipusban (20. abra A-F). Az Al csoportokban
a kakukkf(i (KO) inhalalasa nem okozott jelentds kiilonbségeket (20. abra G-L).
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5. DiszKkusszio

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy az LPS altal kivaltott akut tiidégyulladas
egérmodellje megfeleld modell az illéolaj-inhalacié hatasanak vizsgalatara akut 1éguti
gyulladasban.

Az intratrachealis LPS beaddsa az akut léguti gyulladasban varhatd jellegzetes
gyulladasos valaszt valtotta ki, amely hiperreaktivitassal, makrofag- és neutrofil granulocita
felhalmozodassal, valamint MPO-aktivitas €s a vizsgalt gyulladasos citokinek emelkedésével

jar.

Kisérletiinkben a citronellaolaj (fékomponens: citronellal és geraniol) inhalacidja
rontotta a léguti hiperreaktivitast és az MPO-aktivitast.
aktivaciojat [Abe et al. 2003], az 6démaképz6dést és a szovettani valtozasokat, valamint a
gyulladaskelt6 citokinek szintjét [Shen et al. 2015]. A citral gyulladasgatlo tulajdonsagat az is
alatamasztja, hogy képes csokkenteni az LPS altal kivaltott COX-2 expressziot human
makrofag U937 sejtvonalban [Katsukawa et al. 2010]. Mig egy masik makrofagokkal végzett
in vitro vizsgalatban az alacsony dézisu (5-10 pg/cella) citronellaolajos elékezelés jelentésen
megnovelte az IL-6 és IL-1B termelGdést; és csak nagy dozisban (100 pg/cella) volt képes
gatolni az LPS hatdsat. Az olaj f0 Osszetevdje, a citrdl azonban hatékonyan csokkentette a
citokinszintet mind elkezelésként, mind az LPS beadasa utan. Ezek az eredmények a
citronellaolaj citral komponensének gyulladascsokkentd hatasat hangstlyozzak [Bachiega és
Sforcin 2011]. A mi vizsgalatunkban hasznalt citronellaolaj alacsony citralszintet (neral +
geranial, 3,2%) tartalmazott, ami magyarazatot adhat arra, hogy eredményeink nem tamasztjak
alad a korabbi pozitiv megallapitasokat. Azonban a vizsgdlatunkban hasznalt, {6 komponensként
citronellalt és geraniolt tartalmaz6 Cymbopogon nardus olajarol sokkal kevesebb adat all
rendelkezésre.

A Citrus maxima (syn. Citrus grandis, citronellalt és citronellolt tartalmaz) illoolajarol és
a citronellalrol is leirtak, hogy gatoljak az 5-LOX aktivitasat [Tsai et al. 2017]. A geraniol —a
tanulmanyunkban hasznalt citronellaolajunk masik f6 komponense — csokkentette az MPO-
aktivitast és a gyulladaskeltd citokinek termelddését in vivo egy LPS altal kivaltott akut
tiidégyulladas modellben [Jiang et al. 2017]. Ezen kiviil a geraniol dramaian csdkkentette a
TLR-4 expresszidjat, és megakadalyozta az NF-«kB aktivaciot [Jiang et al. 2017]. Ezeknek

ellentmond6 eredményeink feltehetéen az illoolaj eltérd Osszetételéb6l adodhatnak. A
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vizsgalatunkban hasznalt Cymbopogon nardus illoolaj egy minor komponensérél, a limonénrol
azonban leirtak, hogy horgdszikiiletet valt ki egerekben [Larsen et al. 2000], ami

megmagyarazhatja az illoolaj altal kivaltott fokozott tlérzékenységet.

A fenyéolaj (fokomponens: a-pinén) inhalacioja csokkentette a gyulladasos 1éguti
hiperreaktivitast az LPS altal kivaltott akut tiidogyulladds modelljében, és a szemikvantitativ
szovettani pontszamok alapjan az LPS altal kivaltott jellegzetes gyulladasos elvaltozasokat is
(nem szignifikansra) csokkentette. Ezekkel a funkcionalis és morfologiai eredményekkel
ellentétben jelentésen sulyosbitotta az MPO-aktivitast és tobb pro-inflammatorikus citokin
szintjét megnovelte.

Az erdei fenyd illdolajanak in vivo gyulladasra gyakorolt hatasat bemutato vizsgalatot az
irodalmi attekintés sordn (a kézirat elkésziiltéig) egyaltalan nem taldltunk. Az eredményeink
viszont részben Osszhangban vannak azokkal a korabbi eredményekkel, amelyeket mas
fenyofajok illoolajaval, illetve illdolaj-Osszetevoivel végeztek.

Az a-pinén in vitro a MAPK és az NF-kB ttvonalak szuppresszidjaval gatolta az 1L-6,
TNF-a és NO termelést egérbdl izolalt LPS-aktivalt peritonealis makrofagokban [Kim et al.
2015]. A Pinus heldreichii (10,57% a-pinén), a P. peuce (36,79% a-pinén) és a P. mugo
(21,34% o-pinén) illoolajok csokkentették az IL-6 felszabadulast LPS-aktivalt RAW 264.7 egér
monocita/makrofag sejtvonalban, de csak magasabb koncentracioban (0,01-0,05%), az
alacsonyabb koncentracio (0,002-0,005%) nem modositotta vagy ndvelte a szekréciot
[Basholli-Salihu et al. 2017], ami koncentracio-fiigg6 hatasra utal. A P. pinaster illoolaj (62%
a-pinén) ekdzben nem gatolta az LPS altal kivaltott TNF-a és CCL2 termelést human monocita
sejtvonalon (THP-1, leukémias betegbdl szarmazo) [Miguel et al. 2020].

Az oralisan beadott tengeri fenyé (Pinus pinaster Ait) illéolaj (13,5% a-pinén
tartalommal) nem mutatott gyulladascsokkenté hatast a karragénnel kivaltott talp-6démas
egérmodellben [Tiimen et al. 2018]. A per os Myrtol — illéolajok standardizalt keveréke, amely
elsésorban cineolt, limonént és (Pinus fajokbol szarmazod) a-pinént tartalmaz — gatolta az LPS
altal kivaltott neutrofil akkumulaciot, a TNF-a és IL-6 koncentraciot egérmodellben, viszont —
eredményeinknek megfelelden — ndvelte az MPO-aktivitast 6 6rdval az LPS beadéasa utan [Yu
et al. 2016]. Ezek a részben ellentmondd adatok feltehetéen az illoolaj eltéré kémiai
Osszetételébol és/vagy a vizsgalat eltérd idotartamabol fakadhatnak. Egy klinikai vizsgalatban
a Myrtol javitotta a mukociliaris clearance-t kronikus obstruktiv tiidébetegségben szenvedd
betegeknél, de nem befolyasolta a 1égzésfunkciokat [Dorow et al. 1987]. A feny6olaj {6
Osszetevdje, az a-pinén csdkkentette a TNF-a, IL-1pB, IL-6, az ICAM ¢és a MIP-2 szintjét,
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valamint az eozinofil és hizosejt-infiltraciot az orrnyalkahartyaban ovalbuminnal kivaltott
allergias rhinitis egérmodelljében [Nam et al. 2014]. Ezzel szemben egy human vizsgalatban
az a-pinén révid tavu expozicidja nem valtott ki akut tiidéfunkcids valtozasokat, de magasabb
koncentracidban enyhe irritaciot okozott [Falk et al. 1990]. A magas (35%) 6-3-karén tartalmt
terpentin belélegzése pedig egészséges férfiak esetében a torokban és a 1égutakban kellemetlen

érzést okozott, és a 1égti ellenallast is megndvelte [Filipsson 1996].

A fahéjolaj (fékomponens: fahéjaldehid) inhalacidja kisérleteinkben csokkentette a
gyulladasos 1éguti hiperreaktivitast és a hisztopatoldgiai valtozasokat az endotoxin 4altal
kivaltott tiidogyulladas egérmodelljében.

A fahéjaldehid gyulladascsokkentd hatasarol boséges szakirodalom all rendelkezésre, bar
ezekben nem vizsgaltak a funkcionalis paramétereket. Leirtak, hogy a fahéjaldehid gatolja az
LPS altal stimulalt makrofagok IL-1PB és TNF-a termelését in vitro [Kim et al. 2010], valamint
in vivo szisztémas gyulladasos reakcid esetén [Mendes et al. 2016]. A Rimulus fahéj vagy
Guizhi illoolaj (75,26% fahéjaldehid) szintén csokkentette az IL-1p, IL-18, IL-5, IF-y, MCP-1,
CSF-1 és MIP-1P szintjét a szérumban, a neutrofil sejtszdmot és a nitrogén-oxidtermelés a

tiidében intraperitonealis LPS-beadas utan [Rao et al. 2018].

A kakukkfiiolaj (fékomponens: timol és p-cimén) inhalacidja csokkentette a gyulladasos
1éguti hiperreaktivitast, a hisztopatologiai valtozasokat és az MPO aktivitasat, viszont novelte
egyes pro-inflammatorikus citokinek szintjét a tiidéhomogenizatumban.

Ezeket az eredményeket tobbnyire alatamasztjak azok a korabbi adatok, amelyek a
kiilonb6z6 6sszetétell kakukkfii illoolajok gyulladascsokkentd potencialjat mutatjak be 1éguti
gyullad4sos modellekben. A kakukkfii- és borostyankivonatok szignifikdnsan csokkentették a
leukocita infiltraciot egy hasonlo, LPS altal kivaltott akut tiidégyulladas patkanymodelljében
[Seibel et al. 2015]. Egy ovalbumin-indukalta kronikus asztma egérmodellben a timol jelentds

crer

crer

hiperreaktivitast és a tiido hisztopatologiai elvaltozasait is [Zhou et al. 2014]. Karragénnel
kivaltott mellhartyagyulladas patkdnymodelljében a kakukkfiiolaj (fékomponens: karvakrol) és
a karvakrol csokkentette a leukocita migraciot, mig a timol dnmagaban nem okozott ilyen
valtozast. Viszont mind a timolnak, mind a karvakrolnak is er6s odémaellenes hatdsa volt

[Fachini-Queiroz et al. 2012]. A kakukkfiiolaj a mi eredményeink szerint is szignifikdnsan

crer
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vizsgalt kakukkfiiolaj eltéré Osszetételével magyarazhatd, az altalunk alkalmazott minddssze
3,2% karvakrolt tartalmazott. A p-cimén gyulladascsokkentd hatasara is vannak mar adatok,
amelyek szerint szignifikansan enyhitette az LPS altal kivaltott akut tidégyulladast, 6démat, a
TNF-a, IL-1 és IL-6 termel6dését [Chen et al. 2014, Zhong et al. 2013].

A szegfiiszegolaj (fékomponens: eugenol) inhalacioja csokkentette a gyulladasos 1éguti
hiperreaktivitast, és kisebb mértékben a szdvettani elvéltozasokat is. A funkciondlis és
morfologiai eredményekkel ellentétben viszont jelentGsen stlyosbitotta az MPO-aktivitast és
szamos gyulladasos citokin szintjét is megemelte.

A szegfliszeg esetében fontos megjegyezni, hogy a legtobb rendelkezésre allo adat a {6
Osszetevore, az eugenolra, vagy a vizes kivonatra dsszpontosit, nem a novény illdolajara.

A szegfliszegolaj nem befolyasolta a fagocitozist, szignifikdnsan nodvelte az iNOS
expresszigjat, viszont csokkentette az IL-6 termelést LPS-aktivalt RAW 264.7 sejtekben [Lang
et al. 2019].

A szegfiiszeg 1.p. vizes kivonata szignifikansan csokkentette a MMP-2 és -9 aktivitasat,
a neutrofilek szamat és a fehérje besziirédést a bronchoalveolaris mosofolyadékba (BALF) egy
LPS-indukalt gyulladasos egérmodellben. Ezen kiviil forbol-mirisztat-acetattal stimulalt human
neutrofilekben koncentracio-fiiggen csokkentette az MPO aktivitasat [Chniguir et al. 2019].
Ugyancsak a vizes kivonat csokkentette a karragénnel kivaltott talpddémat és a maj szukcinat-
dehidrogenaz és xantin-oxidaz aktivitasat patkanyban [Ahmad et al. 2012].

Az eugenol az egyik legalaposabban tanulmanyozott illoolaj-komponens a gyulladassal
kapcsolatban [Chainy et al. 2000, Kim et al. 2003, Raghavenra et al. 2006, Chniguir et al. 2019].
Az eugenol nem befolyasolta az LPS altal kivaltott 1égzési valtozasokat, de csokkentette a
tiidéodémat, a gyulladasos sejteket, valamint az IL-6 és IL-1P szintjét a bronchoalveolaris
Egy maésik tanulmanyban az i1.p. eugenol csokkentette az LPS altal kivaltott tiidogyulladast,
javitotta a tiidéfunkciot, valamint jelentdsen csokkentette a neutrofilek €s makrofagok szamat
¢s a TNF-a szintet [Magalhdes et al 2010]. Egy masik kisérletben az eugenol gatolta a
tiiddmechanikaban bekovetkezd valtozasokat, a tiidogyulladast és a dizelrészecskék altal
kivaltott alveolaris Osszeesést [Zin et al. 2012]. Az utdbbi két tanulmany adataival ellentétben
az eugenol okozhat kiilonb6z6 karos reakciokat emberben, beleértve a borirritaciot, gyulladast,

fekélyképzodést, bérgyulladast vagy lassu gyogyulast [Fuentes et al. 2021].
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A shirazi kakukkfiiolaj (fékomponens: timol és karvakrol) inhal4cidja enyhén tovabb
rontott az LPS altal megnovelt 1éguti hiperreaktivitason, viszont sem erre, sem az MPO-
aktivitasra vagy a vizsgalt citokinek szintjére nem gyakorolt szignifikans hatast.

A shirazi kakukkfiiolaj, a timol és a karvakrol szignifikdnsan csokkentette az iNOS ¢és
NADH-oxidaz aktivitasat LPS-stimulalt egér makrofagokban, mig a p-cimén nem mutatott
antioxidans aktivitast [Kavoosi et al. 2012].

A Zataria multiflora p.o. vizes-alkoholos kivonata csokkentette az IL-8 szérumszintjét,
az osszfehérvérsejt- és az eozinofilszamot a vérben, ill. a legmagasabb vizsgalt koncentracioban
(1,6 mg/ml) csokkentette a neutrofil- és novelte a limfocitaszamot [Boskabady és Gholami
Mhtaj 2014], (a vizes-alkoholos kivonat és a karvakrol OGnmagaban) javitotta a trachea
valaszkészségét és az emfizémat [Gholami Mahtaj et al. 2015] COPD tengeri malac
modelljében. Valamint javitotta a trachea valaszkészségét, Osszfehérje, foszfolipaz-A2 és
hisztamin szérumszintjét ovalbumin altal kivaltott asztma tengerimalac modelljében
[Boskabady et al. 2014]. A vizes-alkoholos kivonatot randomizalt kettOsvak klinikai
vizsgalatban is tanulmanyoztak. Az egyikben a mustargaznak kitett betegekben csokkentette az
IL-2, IL-6, IL-8, illetve megemelte az IL-10 és IFN-y szérumszintjét és a maximali kilégzési
¢s emelte az IL-10 és IFN-y szérumszintet [ Alavinezhad et al. 2022].

A novény illoolajaval kapcsolatban nem all til sok adat a rendelkezésre, viszont a névény
vizes kivonatanak, valamint az illéolaj Osszetevéinek, a timol és a karvakrol — lasd:
kakukkfiiolaj —, biztaté irodalmi adatai alapjan feltételezett gyulladascsokkentd hatast nem

sikeriilt megerdsitentink.

Mint az az irodalmi adatok, illetve a sajat eredményeink (féként a kakukkfii- és a shirazi
kakukkfii esetében) is mutatjak, a komplex illéolajok alkalmazasa esetén az Osszetétel
jelentésen befolyasolhatja a bioldgiai hatast, és az illdolajok valamennyi komponense
kolcsonhatasba 1éphet egymassal, ezért korant sem elég a fokomponensek hatasanak ismerete.

Példaul az 1,8-cineolnak (minor komponens a fahéj- és kaukkfiiolajban) van bizonyos
horgdtagitod hatasa tengerimalacokban és patkanyokban [Bastos et al. 2009, Nascimento et al.
2009], gyulladascsokkentd hatasat és mukolitikus hatasat raadasul human vizsgalatoban is
igazoltak [Juergens et al. 2003]. A linalool (minor komponens a fahéj-, a kakukkfii- és a shirazi
kakukkfiiolajban) pedig az altalunk alkalmazott hasonld modellben csokkentette a

korszovettani valtozasokat €s a citokintermelést [Huo et al. 2012]. Szamos ill6olaj-komponens
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viszont épp a kedvezdtlen hatdsairdl ismert. Minden OsszetevO, €s az Osszetevok kozti

kolesonhatasok, egyiitthatasok mind hozzéjarulhatnak a hatadshoz.

Figyelembe véve szamos illoolaj-komponens, mint példaul a timol, a fahéjaldehid, a
karvakrol és a linalool jol dokumentalt agonista hatdsait a TRP ioncsatorna csaldd tagjaira
[Ohkawara et al. 2010, Premkumar 2014, Mihara és Shibamoto 2015], ezeknek a vegyiileteknek
a hatésait potencidlisan a TRPV1 vagy TRPA1 ioncsatorndk kozvetithetik. A TRPAI1 ¢és a
TRPV1 expresszalodik és gyakran egyiitt lokalizalodik a tiid6t striin beidegzd kapszaicin-
érzékeny peptiderg afferenseken [Nassenstein et al. 2008], valamint a horgé simaizomsejtjein,
a bronchalis és alveolaris epitélsejteken, a limfocitakon és a makrofagokon is [McGarvey et al.
2014, Nassini et al. 2012, Bertin et al. 2017, Kun et al. 2017]. Gyulladasban betoltott szerepiikre
szamos bizonyiték utal, példaul az LPS altal kivaltott fajdalom és akut vaszkularis reakciok, a
neurogén gyulladas elsésorban a nociceptiv szenzoros neuronok TRPA1 aktivaciojan keresztiil
alakul ki [Meseguer et al. 2014, Hajna et al. 2020]. A tiid6é szenzoros neuronjain egyiitt
expresszalodo TRPA1 és TRPV1 gyakran egymassal kdlcsonhatasban befolyasoljak a 1éguti
gyulladasos folyamatokat [Lee et al. 2015], és mindkett6 esetében vannak adatok arrdl, hogy —
tobbek kozott gyulladdsgatld és simaizom-relaxédns neuropeptidek felszabaditasa révén —
védelmet nyujtanak az LPS altal kivaltott akut tiidokarosodas modelljében az LPS hatéasaival
szemben, a léguti hiperszenzitivitas kivédésében [Elekes et al. 2007, Helyes et al. 2007, Nassini
et al. 2012, Hajna et al. 2020, Stinson et al. 2023]. Ezért tartottuk célszeriinek a rendelkezésre
allo TRPA1/V1, illetve biztaté eredmény esetén TRPA1 génkilitott egerekben megismételni a
kisérletet a legigéretesebb illoolajjal a hatdismechanizmus felderitése végett.

Mind a l1égzésfunkcios, mind az MPO-aktivitas esetében azt talaltuk, hogy a kakukkfii
védo hatasa megsziinik, ha az LPS-es gyulladast TRPA1/V1 knockout egerekben valtjuk ki, és
a legtobb mért pro-inflammatorikus citokin esetében is magasabb szinteket mértiink a kettds
knockout csoportban. A TRPAL knockout egerek esetében nem figyeltiink meg egyértelmii
tendenciat a kakukkfii hatasaban. Mindez arra utal, hogy a kakukkfi illoolajanak hatasa —
legalabbis részben — TRP-csatornakon keresztiil valosulhat meg, feltételezhetéen a TRPV1
kozvetitésével. Ennek bizonyitasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Ahogy sok mas illdolaj-komponensrdl, ugy a kakukkfiiolaj tobb Osszetevdjérdl is
igazoltadk mar, hogy aktivalnak bizonyos TRP-csatornakat, példaul a timol, 1,8-cineol,
karvakrol TRPAL-et, a karvakrol a TRPV4-et, a timol, az 1,8-cineol (eukaliptol) és a linalool a
TRP melasztatin-8-at (TRPMS8) [Xu et al. 2006, Lee et al. 2008, Ortar et al. 2012, Mihara és
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Shibamoto 2015, Caceres et al. 2017, Naziroglu 2020, Wang et al. 2020, Becker et al. 2021],

viszont a miénkhez hasonlo in vivo vizsgalatot egyel6re nem talaltunk a szakirodalomban.
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6. Uj eredmények osszefoglalasa, konkluzié

Napjainkban az ill6olajok, illdolaj-tartalmt készitmények, mint a gydgyszeres terapia
lehetséges kiegészitdi, illetve egyes esetekben 6nalld terapids szerként is egyre népszeriibbek a
lakossag korében. Az illéolajokat elsdsorban parologtatdssal belélegezve enyhe 1éguti
megbetegedések, megfazas tlineteinek enyhitésére ajanljak. Illékonysaguknak kdszonhetden
konnyen eljutnak a légutakba, ¢és komplex Osszetételiik miatt tobb tamadasponton
(antibakterialis, koptetd, kohogéscsillapité és gyulladascsokkentd) is hathatnak. Fontos
azonban kiemelni, hogy az illoolajok alkalmazasa jelenleg elsdsorban a tradicionalis hasznalat,
népi gyodgyaszat ismeretein alapszik, ezért nem minden esetben rendelkeziink pontos
ismeretekkel hatasuk, illetve lehetséges mellékhatasaik (pl. allergia, bronchusgorces)
tekintetében. Epp ezért a komponenseik meghatarozasa és 6nallo vizsgalata mellett maguknak
az illdolajoknak a vizsgalata is elengedhetetlen. Az evidencia-alapt gyogyitas érdekében tehat
célul tiiztiik ki a gyakorlatban is elterjedt, a szakirodalom alapjan igéretes illdolajok in vivo
gyulladdscsokkentd hatasanak vizsgalatat. Az illolajok kémiai dsszetételét gazkromatografias
modszerrel hatdroztuk meg, a gyulladast befolyasold hatasukat LPS-sel kivaltott akut 1éguti
gyulladas egérmodelljében vizsgaltuk.

A 3. és 4. tablazatban Osszefoglalt eredményeink alapjan az LPS altal kivaltott akut
tiidégyulladas egérmodell megfeleld modell az illdolaj-inhaldcié hatdsanak vizsgalatara. A
ceyloni citronella citronellal és geraniol tulsulyt illoolajanak hasznalata szamos gyulladasos
paraméterre kedvezdtlen hatdsinak bizonyult, igy kerlilendd lehet a léguti gyulladéssal jaro
megbetegedések esetén. A shirazi kakukkfliolaj bar nem gyakorolt szignifikdns hatast a
gyulladasra, valamivel rontott a léguti valaszkészségen, igy gyulladdsos léguti
megbetegedésekben ovatossaggal hasznalando. A fenydolajra és a szegfliszegolajra jellemzo,
hogy javitjak a légutak miikodését, viszont fokoznak bizonyos gyulladasos paramétereket.
Ezért arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ezek az illdolajok elénydsek lehetnek bizonyos
funkcionalis 1égzési rendellenességek esetén, de Ovatosan kell alkalmazni 6ket gyulladassal jard
léguti allapotok esetén. A fahéjolaj, illetve a timol és p-cimén talsulya kakukkfiiolaj a
valoszintisithetd, hogy a kakukkfliolaj hatdsa a TRPV1 ioncsatornakhoz kapcsolodik —,
azonban biztonsagos gyogyaszati felhasznalasukat illetéen természetesen tovabbi vizsgalatok
szlikségesek.

Azt is fontos megemliteni, hogy az in vivo allatmodellekbdl szarmazo eredmények nem

extrapolalhatoak kozvetleniil az emberre, de igy is értékes adatokkal szolgalnak. Az illoolajok,
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illetve komponenseik hatékony tagjai lehetnek a 1égati megbetegedések adjuvans kezelésének

akar onmagukban, bar még igéretesebb lehet a f6 €s minor komponenseik kodzti kdlcsonhatasok,

a hozzajuk kapcsolodo 1) gyogyszercélpontok, mint a TRP ioncsatornak szerepének tovabbi

kutatasa egyedi Osszetételll, hatékonyabb készitmények fejlesztéséhez.

Uj eredményeink:

A citronellaolaj (fékomponens: citronellal és geraniol) inhalacidja rontja a léguti
hiperreaktivitaist és az MPO-aktivitast endotoxinnal kivaltott tiidégyulladas
egérmodelljében.

A fahéjolaj (fokomponens: fahéjaldehid) inhalacidja csokkenti a gyulladasos léguti
hiperreaktivitdst és a hisztopatologiai valtozasokat az endotoxin 4&ltal kivaltott
tiildégyulladés egérmodellben.

Munkank az els6 olyan vizsgalat, amely bemutatja a feny6olaj in vivo gyulladasra
gyakorolt hatasat. A fenydéolaj (fokomponens: a-pinén) inhalacidja csokkenti a
gyulladasos 1éguti hiperreaktivitast és a szovettani elvaltozasokat, ellenben jelentdsen
stlyosbitja az MPO-aktivitast és tobb gyulladasos citokin szintjét is megnoveli az LPS
altal kivaltott akut tiidégyulladas modelljében.

A kakukkfiiolaj (fékomponens: timol és p-cimén) inhalacioja csokkenti a gyulladasos
léguti hiperreaktivitast, a hisztopatologiai valtozasokat és az MPO-aktivitast, viszont
enyhén megemeli egyes citokinek szintjét az endotoxin altal kivaltott tiidégyulladas
egérmodellben.

A szegfiiszegolaj (fokomponens: eugenol) inhalacidja csokkenti a gyulladasos 1éguti
hiperreaktivitast és a szovettani elvaltozasokat, ellenben jelentdsen stilyosbitja az MPO-
aktivitast és tobb gyulladasos citokin szintjét is megnoveli az LPS 4ltal kivaltott akut
tiidégyulladés modelljében.

A shirazi kakukkfiiolaj (fékomponens: timol és karvakrol) inhal4ci6ja enyhén tovabb
rontott az LPS altal megnovelt 1éguti hiperreaktivitason, viszont sem erre, sem az MPO-
aktivitdsra vagy a vizsgalt citokinek szintjére nem gyakorolt szignifikdns hatast
endotoxin altal kivaltott tiidégyulladas egérmodellben.

A Kkisérleti koriilményeink kozott a citronella-, fahéj-, feny6-, kakukkfii- és shirazi
kakukkfiiolaj sem okozott szignifikans hatast a légzésfunkciora, a szOvettani
paraméterekre, az MPO-aktivitasra vagy a mért citokinek szintjére PBS kontrollal kezelt,

egészséges allatokban.
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e El6szor vizsgaltuk a kakukkfiiolaj in vivo hatasmechanizmusat TRP knockout egerek
LPS-el kivaltott tiidégyulladas modelljében. A kakukkfiiolaj védé hatasa ebben a

modellben feltehetéen — legalabb részben — TRPV1-csatorna kozvetitésével valosul meg.

3. tablazat: C57Bl/6 vadtipusu egerekkel végzett kisérleteinkbdl szarmazé 1) eredményeink
tablazatos formaban Gsszegezve
(7 : LPS hatasat tovabb rontotta, | : LPS hatasat csokkentette, — : nincs egyértelmii hatas)

Paraméter citronella- | fahéj- | fenyd- | kakukkfii- | szegfiiszeg- | shirazi
olaj olaj olaj olaj olaj kakukkfii-
olaj
Léguti Penh
8 (I AN Ll Ll 1
paraméterek
perivaszkularis
14 - - | | | nincs adat
0déma
perivaszkulasris/
eribronchialis - - - - I i
Hisztopatolégia P nincs adat
gyulladas
krofagok .
faktofago - l - - - nincs adat
- (574 .
Osszpontszam _ 1 _ ! ! nincs adat
MPO aktivitas (N - T Ll [ -
IL-1B _ nincs 1 _ _ _
Citokinszintek adat
MIP-2 _ nincs _ T -
adat
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4. tablazat: A knockout egerekkel végzett kisérleteinkbdl szarmazo Gj eredményeink
tablazatos formaban Gsszegezve
(7 : LPS hatasat tovabb rontotta, | : LPS hatasat csokkentette, — : nincs egyértelmii hatas)

Paraméter kakukkfiiolaj
TRPAL/NV1** | TRPALNV1F TRPAL** TRPAL™*
(vadtipus) (knockout) (vadtipus) (knockout)
Léguti Penh . .
Ll ™" nincs adat nincs adat
paraméterek
perivaszkularis
s l - ! -
6déma
perivaszkulasris/
Hisztopatolégia | peribronchialis - - ! -
gyulladas
makrofagok - - ! -
Osszpontszam l - ! -
MPO aktivitas ! ) - "
IL-6 ) (i - -
Citokinszintek
MIP-2 1 1" — _
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Abstract: Thyme (TO), cinnamon (CO), and Ceylon type lemongrass (LO) essential oils (EOs) are
commonly used for inhalation. However, their effects and mechanisms on inflammatory processes
are not well-documented, and the number of in vivo data that would be important to determine
their potential benefits or risks is low. Therefore, we analyzed the chemical composition and
investigated the activity of TO, CO, and LO on airway functions and inflammatory parameters
in an acute pneumonitis mouse model. The components of commercially available EOs were
measured by gas chromatography-mass spectrometry. Airway inflammation was induced by
intratracheal endotoxin administration in mice. EOs were inhaled during the experiments. Airway
function and hyperresponsiveness were determined by unrestrained whole-body plethysmography
on conscious animals. Myeloperoxidase (MPO) activity was measured by spectrophotometry from
lung tissue homogenates, from which semiquantitative histopathological scores were assessed.
The main components of TO, CO, and LO were thymol, cinnamaldehyde, and citronellal, respectively.
We provide here the first evidence that TO and CO reduce inflammatory airway hyperresponsiveness
and certain cellular inflammatory parameters, so they can potentially be considered as adjuvant
treatments in respiratory inflammatory conditions. In contrast, Ceylon type LO inhalation might
have an irritant effect (e.g., increased airway hyperresponsiveness and MPO activity) on the inflamed
airways, and therefore should be avoided.

Keywords: thyme; lemongrass; cinnamon; essential oil; endotoxin; airway inflammation; mouse
model; airway hyperresponsiveness; myeloperoxidase activity; perivascular edema
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1. Introduction

Essential oils (EOs) are made up of secondary metabolites by plants. They are liquid mixtures
of various compounds (such as terpenoids and phenylpropane derivates) that evaporate at room
temperature. Their most common extraction method is distillation. Due to their characteristic aroma
and biological effects, EOs are commonly used for different purposes in the fields of aromatherapy,
food preservation, plant pathology and medical microbiology. The application of EOs is increasing
among patients as a single or adjuvant treatment for respiratory diseases and inflammations based on
traditional use and empirical evidence.

Inflammatory lung diseases affect a large population at every age worldwide, and they also
appear on the list of the top 10 causes of death [1]. These diseases are associated with acute or chronic
inflammation and deteriorate the patients’ quality of life.

The advantages of EOs are that they can easily reach the respiratory tract via inhalation due to
their volatility, and because of their complex composition they can exert multiple actions through
the modification of lipoxygenase, cyclooxygenase and inducible nitric oxide synthase function as
well as the inhibition of the inflammatory mediator production [2,3]. Recent studies have proved the
anti-inflammatory effects of eucalyptus and lavender EOs, 1,8-cineole (eucalyptol), and menthol [2,4-6].

Thyme (TO), cinnamon (CO) and lemongrass (LO) EOs are commonly used via inhalation.
Their components have been shown to reduce inflammatory cytokine production and some
inflammatory parameters [7-15]. However, the results of previous studies are poorly comparable
and not conclusive, because the studies used EOs of different sources, purity and compositions,
mainly certain isolated components are studied, moreover, the experimental paradigms, investigated
parameters and the outcomes greatly differ from each other. Furthermore, there are only few in vivo
data and airway function results are even more scarcely available, which would be important to
determine their potential clinical benefits and risks, particularly under inflammatory conditions.

TO is extracted from the fresh flowering aerial parts of Thymus vulgaris L. (Lamiaceae) and other
Thymus species via steam distillation. Thymus vulgaris has several chemotypes containing different
main components such as thymol, carvacrol, linalool, and geraniol. The most prevalent use of TO is by
inhalation as an expectorant in bronchitis and common cold [16,17].

We used the EO of Cinnamomum verum J.S. Presl. (Lauraceae) as CO, isolated by steam distillation
from the bark of the shoots with trans-cinnamaldehyde, as the main component. In medieval times,
CO was used against frontal sinusitis and common cold, but nowadays, it is more commonly used for
the treatment of gastrointestinal problems [18].

LO is obtained by steam distillation from the fresh or partially dried aerial parts of Cymbopogon
species. We used the EO of Cymbopogon nardus (L.) Rendle (Poaceae, Ceylon type). Characteristic
components are citronellal, geraniol, citronellol, limonene, citronellyl acetate, geranyl acetate and neral.
The treatment of common cold is among the traditional uses of LO [19,20].

The endotoxin (lipopolysaccharide: LPS)-induced acute airway inflammation mouse model is the
most commonly used, well-reproducible mechanism model for the study of EOs in acute respiratory
inflammation [10,13,15,21]. LPS is a compound of the Gram-negative bacterial cell wall that causes
interstitial pneumonitis and acute respiratory obstruction with a well-defined mechanism by activating
Toll-like receptor-4 on macrophages, resulting in the release of several inflammatory mediators and
consequent neutrophil activation after intranasal or intratracheal administration [22].

Here, we analyzed the chemical composition of TO, CO and LO, and investigated their effects on
airway functions and inflammatory parameters in the endotoxin-induced acute pneumonitis mouse
model, which is a characterized pathophysiological mechanism model relevant to several conditions of
human lung inflammation.
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2. Results

2.1. Chemical Analysis of EOs

Chemical analysis of EOs was conducted using gas chromatography with a flame-ionization
detector (GC-FID) and GC-MS. The main components of TO were thymol (46.3%) and p-cymene
(22.1%); cinnamaldehyde was the main component (74.0%) in CO; whereas citronellal (36.2%) and
geraniol (25.3%) were present in the highest concentrations in LO (Table 1). Other significant identified
compounds included 1,8-cineole (9.8%), linalool (5.1%), and carvacrol (3.2%) in TO; cinnamy] acetate
(5.3%) and linalool (3.9%) in CO; and citronellol (13.6%), limonene (3.6%) in LO.

Table 1. The chemical composition of the investigated essential oils in percentage from 3 parallel
measurements (main components in bold).

Compound tR Thyme Cinnamon Lemongrass
(min) (%) (%) (%)
a-Pinene 5.8 0.9 0.9 -
Camphene 6.1 0.9 - -
p—Myrcene 6.3 0.7 -
p—Pinene 6.7 1.4 0.5 -
a—Terpinene 7.0 22 - -
0-Cymene 7.0 0.3
p-Cymene 7.4 22.1 1.2 -
Limonene 7.5 - 1.4 3.6
1,8-Cineole 7.9 9.8 2.1 -
y-Terpinene 8.6 0.3 - -
Linalool 10.2 5.1 39 -
Citronellal 10.4 - - 36.2
Terpinen-4-ol 11.7 0.6 - -
a-Terpineole 11.8 0.2 1.6 -
Citronellol 11.9 - - 13.6
Camphore 12.1 0.5 - -
Neral 12.2 - - 1.0
Geraniol 12.4 - - 25.3
Borneol 12.4 1.5 - -
Geranial 12.8 - - 22
Cinnamaldehyde 12.9 - 74.0 -
Anethol 13.1 - 4.5 -
Thymol 13.2 46.3 - -
Carvacrol 13.3 32 - -
Citronellyl acetate 14.1 - - 2.3
Eugenol 14.2 - 2.7 -
Geranyl acetate 14.5 - - 2.6
B-Elemene 14.7 0.4 - 2.9
p-Caryophyllene 15.4 2.5 1.7 -
a-Humulene 15.6 0.5 - -
B-Cubebene 15.7 - - 2.9
Cinnamyl acetate 15.8 - 53 -
a-Muurolene 16.6 - - 1.6
p-Cadinene 16.9 - - 3.2
Elemol 17.4 - - 24
Caryophyllene oxide 18.0 0.5 - -
Eudesmol 18.3 - - 2.3
Total 99.5 99.8 99.8

2.2. Respiratory Functions

LPS treatment significantly reduced the frequency, minute ventilation and relaxation time
and increased tidal volume, time of inspiration and expiration, as well as peak expiratory
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flow 24 h after administration, whereas it did not alter peak inspiratory flow (Figure 1A-H,
Figures S1 and S2). Penh correlating with airway hyperresponsiveness was remarkably increased
already at baseline measurement and was further aggravated upon carbachol inhalation-induced
bronchoconstriction in LPS-treated mice. CO and TO inhalation significantly reduced the
carbachol-induced hyperresponsiveness in LPS-treated mice compared to paraffin oil (PO) inhalation
used as a negative control, whereas LO significantly deteriorated baseline Penh (Figure 11 and Figure S1).
Regarding the other basal respiratory parameters, tidal volume was significantly reduced by LO
compared to the PO-treated LPS-administered group, but this seemingly ameliorating effect could be
the result of the lowest frequency and minute ventilation measured in all groups.
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Figure 1. Effects of thyme (TO), cinnamon (CO) and lemongrass (LO) essential oils on (A) breathing
frequency, (B) tidal volume, (C) minute ventilation, (D) time of inspiration, (E) time of expiration,
(F) peak inspiratory flow, (G) peak expiratory flow, (H) relaxation time and (I) Penh compared to the
negative control paraffin oil (PO), after lipopolysaccharide (LPS - black columns)/phosphate-buffered
saline (PBS - white columns) treatment. (n = 8-10/group, # p < 0.05, ## p < 0.005, ### p < 0.0005,
#H## p < 0.0001 vs. respective PBS-treated group, *p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.0005, **** p < 0.0001 vs.
LPS-PO-treated mice).

2.3. Lung Histopathological Evaluation

LPS administration induced a massive inflammatory infiltration in the lung composed of neutrophil
granulocytes and macrophages associated with a remarkable perivascular and peribronchial edema
formation (Figure 2). LPS-induced edema formation was decreased by TO, which was not significantly
increased compared to its respective phosphate-buffered saline (PBS)-treated control. Regarding
macrophage infiltration and total score, neither TO nor CO were significantly increased compared to
their PBS-treated controls. LO did not influence the extent of histopathological alterations (Figure 3),
although we found mild goblet cell hyperplasia, similarly to the LPS-treated group, and focal
lymphocyte follicles after LO inhalation (data not shown).
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Figure 2. Histopathological alterations in the lung. Representative pictures of lung parenchyma after
(A) PBS and PO treatment, (B) LPS and PO treatment, (C) PBS and TO treatment, (D) LPS and TO
treatment, (E) PBS and CO treatment, (F) LPS and CO treatment, (G) PBS and LO treatment, and (H) LPS
and LO treatment. (Hematoxylin—eosin staining, 200 X magnification; a: alveolus, b: bronchiole,

v: vessel, ed: edema).
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Figure 3. Semiquantitative evaluation of (A) perivascular and peribronchial edema, (B) accumulation
of neutrophil granulocytes, (C) macrophages and (D) total score of lung histopathological alterations
(n = 8-10/group, # p < 0.05, ## p < 0.005, #### p < 0.000 vs. respective PBS-treated group) are
demonstrated in box plots showing the median, upper/lower quartile, and maximum/minimum values.

2.4. Myeloperoxidase (MPO) Activity
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macrophages—significantly increased after LPS treatment in the lung homogenates in accordance with
the histopathological findings. TO decreased but, surprisingly, LO inhalation further increased enzyme
activity in the LPS-treated animals, while CO had no significant effect on this parameter (Figure 4).
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3. Discussion

We provide here the first evidence that TO (with thymol and p-cymene as main compounds)
and CO (with cinnamaldehyde as main component) inhalation decrease inflammatory airway
hyperresponsiveness and histopathological alterations in the endotoxin-induced pneumonitis mouse
model. Furthermore, TO, but not CO, decreases MPO activity, as a parameter of inflammatory cell
activation as well. In contrast, LO (with citronellal and geraniol as main components) aggravates
airway responsiveness and MPO activity.

These findings are supported by earlier data showing the anti-inflammatory potential of TO with
different compositions in other airway inflammation models. Thyme and ivy extracts significantly
reversed leukocyte infiltration in a similar LPS-induced acute lung inflammation rat model [23]. In an
ovalbumin-induced chronic asthma mouse model thymol exerted a significant anti-inflammatory effect
by inhibiting inflammatory cell accumulation and reducing pro-inflammatory cytokine concentrations,
as well as ameliorating airway hyperresponsiveness and histopathological alterations in the lungs [12].
In a carrageenan-induced pleurisy rat model TO (with carvacrol as main component) and carvacrol,
but not thymol reduced leukocyte migration. However, both thymol and carvacrol had a potent
anti-edema effect [9]. We also found that TO significantly reduced edema formation, but not
inflammatory cell infiltration. This virtually contradictory result could be explained by the different
composition of TO used in our study with thymol and p-cymene as main components and only
3.2% carvacrol content. Recent data demonstrated the anti-inflammatory effect of p-cymene as
well, significantly alleviating LPS-induced acute lung inflammation, edema, TNF-«, IL-18 and IL-6
production [10,11].

There is abundant literature on the anti-inflammatory effect of cinnamaldehyde, the main
component of CO, but these studies did not investigate functional parameters. It has been described
that cinnamaldehyde inhibits the IL-15 and TNF-a production of macrophages stimulated by LPS
in vitro [7], as well as in systemic inflammatory response syndrome in vivo [14]. The EO of Rimulus
cinnamon or Guizhi (75.26% cinnamaldehyde) also decreased IL-1f, IL-18, IL-5, IF-y, MCP-1, CSF-1 and
MIP-1p in the serum, neutrophil cell count and nitric oxide production in the lung after intraperitoneal
LPS administration [24].

LO with citral as main constituent has been described to suppress neutrophil adhesion and
activation [25], edema formation and histopathological changes, as well as pro-inflammatory cytokine
levels [13]. The anti-inflammatory property of citral is also supported by its ability to suppress
LPS-induced cyclooxygenase-2 expression in the human macrophage-like U937 cell line [26]. In another
in vitro study with macrophages LO pre-treatment in low doses significantly elevated IL-6 and IL-1f
production; moreover, LO was only able to inhibit LPS effect in high doses. However, its main
component, citral, effectively reduced cytokine levels both in pre-treatment and after LPS activation.
These findings highlight the anti-inflammatory effect of the citral component of LO [8]. LO used in this
study contained low levels of citral (neral + geranial), which can explain our results not supporting
these earlier findings. However, much fewer data are available regarding the Cymbopogon nardus
oil used in our study with citronellal and geraniol as main components. The EO of Citrus maxima
(syn. Citrus grandis, contains citronellal and citronellol) and citronellal have been described to inhibit
5-lipoxygenase activity [27]. Geraniol, the other main component of LO used in our study, reduced
MPO activity and pro-inflammatory cytokines production in vivo in an LPS-evoked acute lung injury
model [15]. Moreover, geraniol dramatically reduced the expression of Toll-like receptor 4 and
prevented nuclear factor-xB activation [15]. Our contradictory findings might also be due to the
different EO composition. Limonene, for instance, a minor component in Cymbopogon nardus was used
in our study and has been described to induce bronchoconstriction in mice [28], which could explain
the increased hyperresponsiveness elicited by our EO.

Therefore, when using the complex EOs instead of the individual components, the composition
can significantly influence their biological effects and all components can interact with each other.
For instance, 1,8-cineol, the minor TO and CO component, has some bronchodilator effects in
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guinea-pigs and rats [29,30], which can contribute to the improvement of respiratory parameters.
The anti-inflammatory effect (steroid-sparing effect) and mucolytic potential of 1,8-cineol have also been
proven in humans [31]. Myrtol, a standardized mixture of EOs containing cineole, limonene (minor
components of CO and LO) and a-pinene (minor component of TO and CO) inhibited LPS-induced
neutrophil accumulation, TNF-a, IL-6 and MPO activity increase in mice [32]. Furthermore, linalool,
the minor component of TO and CO, attenuated histopathological changes and cytokine production in
a similar model [21].

Airway inflammation is commonly accompanied by bacterial infections, therefore, the antibacterial
and antifungal effects of EOs can also be beneficial in these conditions, particularly considering the
spread of multiresistant bacteria and fungi [33-37]. We previously demonstrated the bactericidal effects
of the vapor phase of TO, CO and LO, similarly to clove and eucalyptus EOs; as well as the bacteriostatic
properties of Scots pine and peppermint EO against bacteria most common in respiratory infections
including Staphylococcus aureus, methicillin-resistant S. aureus (MRSA) and Pseudomonas aeruginosa [38].

Despite the fact that our results provide useful information regarding the potential benefits
and risks of EO inhalation in airway inflammation, a limitation of our experimental design is that
we could not measure the exact EO concentration in the inhalation box but could only calculate its
maximum value.

Considering the well-documented agonistic effects of thymol, cinnamaldehyde, carvacrol and
linalool on members of the Transient Receptor Potential (TRP) ion channel family [39,40], the effects of
these compounds might potentially be mediated by the Vanilloid 1 (TRPV1) or Ankyrin 1 (TRPA1) ion
channels. TRPA1 and TRPV1 are expressed and often co-localized on the capsaicin-sensitive peptidergic
afferents densely innervating the lung [41], as well as on pulmonary epithelial cells lymphocytes and
bronchial smooth muscle cells [42,43]. TRPA1 and TRPV1 have been reported to be protective against
the LPS-induced acute lung injury model [44—46]. The potential interactions of these essential oil
components with the TRP ion channels in the LPS-induced acute lung injury model might open future
drug developmental perspectives worth investigating.

4. Materials and Methods

4.1. EO Samples and the Gas Chromatographic Analysis of Their Composition

Cinnamon bark (Cinnamomum zeylanicum Nees. syn. Cinnamomum verum J].Presl),
thyme (Thymus vulgaris L.), and lemongrass (Cymbopogon nardus (L.) Rendle) essential oils were
bought from Aromax Ltd. (Budapest, Hungary). Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS,
Agilent 6890 N/5973 N GC-MSD, Santa Clara, CA, USA) was used to analyze the chemical composition
of the EO samples. The percentage composition of the EOs was evaluated with a flame ionization
detector (FID). Compounds were identified based on retention times and spectral data of standard
compounds, and the NIST 05 mass spectral library was also applied as previously described [38,47].

4.2. Animals

In the animal experiments, 10-18 week old female C57BL/6] mice [22] were used weighing
20.8 £ 0.26 g (Mean + SEM) at the beginning of the experiment (Table S1). In order to avoid age-related
differences, the age distribution of the mice was similar in each group. They were bred and kept in the
Laboratory Animal House of the Department of Pharmacology and Pharmacotherapy at the University
of Pécs. Optimal parameters were provided for all the animals (e.g., 325 x 170 x 140 mm cages, 12 h
light/dark cycle, 24-25 °C, mouse chow, water).

During the experiments, the following regulations were taken into account: European legislation
(Directive 2010/63/EU) and Hungarian Government regulation (40/2013., II. 14.) on the protection of
animals used for scientific purposes, and the recommendations of the International Association for the
Study of Pain. The study design was approved by the Ethics Committee on Animal Research of the
University of Pécs (license No.: BA02/2000-26/2018, 21 June 2018).
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4.3. Induction of Acute Airway Inflammation and Groups of Animals

Animals received Escherichia coli (serotype: 083) LPS intratracheal (i.t.) (100 pg LPS dissolved
in 60 pL phosphate-buffered saline (PBS)) to induce acute airway inflammation. The endotoxin was
isolated and purified in the Department of Microbiology, University of Pécs. During the administration
of LPS, the animals were put under ketamine (100 mg/kg i.p.) and xylazine (5 mg/kg i.p.) anesthesia.
Control mice received the same volume of sterile PBS [25]. Animals were treated with EO inhalation 1 h
prior to and 4 and 23 h following LPS/PBS administration. Paraffin oil (PO) was used as negative control.
Two oil drops (0.05 mL) were applied to a filter paper taped to the top of a box (33.5 x 19 x 12 cm)
where mice were placed during the 30-min-long inhalation periods. The maximum concentration of
the EOs was calculated as 6.55 pL/L. Mice were randomized into eight groups: (1) the control group
treated with PBS i.t. and PO inhalation, (2) mice treated with LPS i.t. and PO inhalation, (3) PBS i.t.
and TO inhalation, (4) LPSi.t. and TO inhalation, (5) PBS i.t. and CO inhalation, (6) LPS i.t. and CO
inhalation, (7) PBS i.t. and LO inhalation, and (8) LPS i.t. and LO inhalation (n = 8-10/group).

4.4. Pulmonary Function Measurement

Respiratory functions were determined by unrestrained whole-body plethysmography (WBP)
(PLY3211, Buxco Europe Ltd., Winchester, UK) in conscious and spontaneously breathing animals 24 h
after PBS/LPS administration [48]. Baseline measurements were registered for 5 min with aerosolized
saline to determine the respiratory parameters, such as breathing frequency, tidal volume, minute
ventilation, time of inspiration and expiration, peak inspiratory and expiratory flow, and relaxation
time after 2 min of acclimation period. Enhanced pause (Penh), a calculated parameter ((expiratory
time/relaxation time)/(max. expiratory flow/max. inspiratory flow)) correlating with airway
hyperresponsiveness [48] was measured for 15-15 min after bronchoconstriction evoked by increasing
concentrations (11 and 22 mm) of aerosolized carbachol (carbamyl choline; Sigma, St. Louis, MO,
USA; dissolved in saline, 50 L per mouse). Airway function parameters were registered every 10 s
and averaged by the BioSystem XA Software for Windows (Buxco Research Systems, Wilmington,
NC, USA).

4.5. Histopathological Assessment and Semiquantitative Scoring

Mice were anaesthetized, and their lungs were harvested after airway function measurements.
Left lungs were fixed in 4% formaldehyde, embedded in paraffin, sectioned with a microtome
(5-7 um), and stained with hematoxylin-eosin, as well as periodic acid-Schiff reaction for the
visualization of the mucus-producing goblet cells. Inflammatory alterations were assessed by an
expert pathologist in a blinded manner with semiquantitative histopathological scoring. Scoring
parameters included the extent of perivascular edema (0-3), perivascular/peribronchial neutrophil
accumulation (0-3), infiltration of activated macrophages/mononuclear cells in the alveolar spaces
(0-2), and goblet cell hyperplasia of the bronchioles (0-2), as previously described [49,50]. A total
inflammatory score was also assessed ranging between 0 and 10 by adding the subscores of the
individual histopathological parameters.

4.6. Spectrophotometric Measurement of Myeloperoxidase (MPO) Activity

The activity of MPO enzyme correlates with the inflammatory infiltration of neutrophils and
macrophages and this biochemical marker refers to the inflammation. Spectrophotometric measurement
was made from the lung homogenates using H,O,-3,3’,5,5'-tetramethylbenzidine (TMB/H,0,), and the
MPO activity was compared to a human standard MPO preparation as described earlier [48].
All reagents were obtained from Sigma-Aldrich Ltd. (St. Louis, MO, USA).



Molecules 2020, 25, 3553 11 of 14

4.7. Statistical Analysis of Data

Respiratory parameters and MPO activity are expressed as mean + SEM and analyzed with
one-way ANOVA followed by Tukey post-test. Penh was analyzed with two-way ANOVA followed
by Tukey post-test. Composite histopathological inflammatory score values were evaluated by
Kruskal-Wallis analysis followed by Dunn’s post-test. In all cases, p < 0.05 was accepted as significant.
Statistical analysis was performed in GraphPad Prism v6 software.

5. Conclusions

We conclude that the LPS-induced acute lung inflammation mouse model is an appropriate
mechanism model to investigate the effect of EO inhalation. TO and CO can be considered as potential
adjuvant treatment in airway inflammation, but the Ceylon type of LO use should be avoided.

Supplementary Materials: The Supplementary Materials are available online. Figure S1: Percentage changes of
respiratory parameters measured by unrestrained whole body plethysmography, Figure S2: Tidal volume and
minute ventilation normalized to body weight, Table S1: Body weights of the mice.
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Abstract: Scots pine (SO) and clove (CO) essential oils (EOs) are commonly used by inhalation, and
their main components are shown to reduce inflammatory mediator production. The aim of our
research was to investigate the chemical composition of commercially available SO and CO by gas
chromatography—mass spectrometry and study their effects on airway functions and inflammation in
an acute pneumonitis mouse model. Inflammation was evoked by intratracheal endotoxin and EOs
were inhaled three times during the 24 h experimental period. Respiratory function was analyzed by
unrestrained whole-body plethysmography, lung inflammation by semiquantitative histopathological
scoring, myeloperoxidase (MPO) activity and cytokine measurements. «-Pinene (39.4%) was the
main component in SO, and eugenol (88.6%) in CO. Both SO and CO significantly reduced airway
hyperresponsiveness, and prevented peak expiratory flow, tidal volume increases and perivascular
edema formation. Meanwhile, inflammatory cell infiltration was not remarkably affected. In contrast,
MPO activity and several inflammatory cytokines (IL-13, KC, MCP-1, MIP-2, TNF-«) were aggravated
by both EOs. This is the first evidence that SO and CO inhalation improve airway function, but
enhance certain inflammatory parameters. These results suggest that these EOs should be used with
caution in cases of inflammation-associated respiratory diseases.

Keywords: clove; Scots pine; essential oil; endotoxin; airway inflammation; mouse model; airway
hyperresponsiveness; myeloperoxidase activity; perivascular edema; cytokine

1. Introduction

Essential oils (EOs) are volatile liquids containing mainly terpenoids (mono-, sesqui-
and diterpenes) and phenylpropane derivatives, which completely evaporate at room tem-
perature. They can be extracted by distillation from various plant parts and are becoming
more and more popular in different fields, e.g., aromatherapy, food preservation, plant
pathology and medical microbiology. Inflammatory lung diseases are among the leading
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causes of death worldwide [1] and they can substantially deteriorate patients” quality of
life. Due to the volatile character of EOs, they can enter the respiratory tract via inhalation.
Therefore, patients willingly apply EOs as a single or adjuvant treatment for respiratory
diseases and inflammations based on traditional use and empirical evidence. Another
favorable characteristic of EOs is that by containing several components they can exert
pleiotropic effects through a broad range of targets, such as lipoxygenase, cyclooxygenase
and inducible nitric oxide synthase, as well as different receptors, transporters and ion
channels [2,3]. The anti-inflammatory effects of eucalyptus, lavender, thyme and cinnamon
EOs, 1,8-cineole (eucalyptol), and menthol in the airways have already been proved by our
research group [4], as well as others [2,5-7].

Scots pine (SO) and clove (CO) EOs are among the most popular oils and are commonly
used via inhalation. Their main components, x-pinene and eugenol, have been shown
to reduce inflammatory cytokine production and some inflammatory parameters [8-12].
However, these previous in vitro results describe the effect of only one EO component and
focus only on certain selected inflammatory parameters; therefore, they are not conclusive
and difficult to compare. There are only few in vivo data available, especially on airway
function analysis, data which would be important to determine their potential clinical
benefits and risks, particularly under inflammatory conditions.

SO is obtained by steam distillation of the fresh needles (leaves) and twigs of Pi-
nus sylvestris L. (Pinaceae). The traditional uses of SO include treating respiratory infections
based on its antibacterial, anti-inflammatory, expectorant and analgesic potentials [13]. CO
is obtained by the same method from the dried flower buds of Syzygium aromaticum (L.) Mer-
ill et L. M. Perry (Myrtaceae). According to the European Medicines Agency monograph
on clove oil, it is a traditional herbal medicinal product for the symptomatic treatment of
oral cavity or pharyngeal minor inflammations and for the temporary relief of toothache
due to cavity [14,15]. We selected these two EOs based on their frequent use and presence
in different traditional herbal medicinal products administered by inhalation.

The endotoxin (lipopolysaccharide: LPS)-induced acute airway inflammation mouse
model is the most frequently applied, well-reproducible mechanism model for the study of
EOs in acute respiratory inflammation [4,16-19]. LPS is a component of the Gram-negative
bacterial cell wall, which induces interstitial pneumonitis and acute respiratory obstruction
by a well-defined Toll-like receptor-4 activation on macrophages, resulting in the release of
several inflammatory mediators and consequent neutrophil activation [20].

In our experiments, we aimed to analyze the chemical composition of SO and CO, and
perform a complex investigation on their effects related to airway functions and a range of
inflammatory parameters in the endotoxin-induced acute pneumonitis mouse model.

2. Results
2.1. Chemical Analysis of EOs

The chemical composition of commercially available SO and CO EOs was measured
by gas chromatography with a flame-ionization detector (GC-FID) and mass spectrometry
(GC-MS). The main components in SO and CO were a-pinene (39.4%) and eugenol (88.6%),
respectively (Table 1). In SO, limonene (14.3%), B-pinene (11.0%), a-terpineol (8.8%), B-
caryophyllene (8.4%), 6-3-carene (7.0%), bornyl acetate (3.4%), and fenchone (1.1%) were
also present, while in CO, B-caryophyllene (8.6%), and a-humulene (2.2%) were present in
higher concentrations.
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Table 1. The chemical composition of the investigated essential oils in percentage from 3 parallel
measurements (RI: retention index).

Compound RI Scots Pine (%) Clove (%)
a-Pinene 959 39.4 -
Camphene 977 0.8 -
Fenchone 982 1.1 -
B-Pinene 1005 11.0 -
5-3-Carene 1036 7.0 -
Limonene 1055 14.3 -
a-Terpineol 1216 8.8 -
Bornyl acetate 1300 3.4 -
Eugenol 1372 - 88.6
Longifolene 1429 0.5 -
B-Caryophyllene 1435 8.4 8.6
a-Humulene 1471 0.8 22
Caryophyllene oxide 1594 0.7 0.5
Total 96.2 99.9

2.2. Respiratory Functions

LPS treatment significantly reduced breathing frequency and minute ventilation, and
increased tidal volume, time of inspiration and expiration, and peak expiratory flow 24 h
after administration. Meanwhile, it did not alter peak inspiratory flow and relaxation time
(Figure 1a-h). Both EOs significantly alleviated carbachol-induced airway hyperresponsive-
ness and inhibited LPS-induced peak expiratory flow increase (Figure 1h,i). SO inhalation
also significantly reduced tidal volume (Figure 1b) compared to the LPS-PO-treated group,
but had no other observable effect on other airway parameters.

Tidal volume
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Figure 1. Effects of Scots pine (SO) and clove (CO) essential oils on (a) breathing frequency, (b) tidal
volume, (c) minute ventilation, (d) relaxation time, (e) time of inspiration, (f) time of expiration,
(g) peak inspiratory flow, (h) peak expiratory flow and (i) Penh compared to the negative control
paraffin oil (PO), after lipopolysaccharide (LPS-black columns)/phosphate-buffered saline (PBS-white
columns) treatment (n = 6-8/group, * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.0005, **** p < 0.0001 vs. respective
PBS-treated group, # p < 0.05, ## p < 0.005, ##H# p < 0.0005 vs. LPS-PO-treated mice; two-way ANOVA
followed by Tukey post-test).

2.3. Lung Histopathological Evaluation

LPS administration induced neutrophil granulocyte and macrophage infiltration asso-
ciated with a remarkable perivascular and peribronchial edema formation (Figures 2 and 3).
Neither SO nor CO significantly altered any LPS-induced histopathological parameters,
partially due to the great interindividual variation of the semiquantitative score values.
However, in contrast to the PO-treated controls, none of the observed inflammatory mark-
ers were significantly increased in the CO-treated group, and edema as well as macrophage
infiltration did not significantly elevate in the SO-treated group either, showing anti-
inflammatory actions of the investigated EOs (Figure 3).

2.4. LPS-Induced Lung Myeloperoxidase (MPO) Activity Was Aggravated by SO and CO
Inhalation

MPO production correlating with granulocyte and macrophage activity was measured
from the lung homogenates. LPS treatment significantly increased MPO activity, and
surprisingly both SO and CO treatments induced an approximately 2-fold further elevation
of this inflammatory parameter (Figure 4).

2.5. SO and CO Aggravated LPS-Evoked Inflammatory Cytokine Concentrations of the Lung

SO significantly aggravated LPS-induced interleukin-1beta (IL-1(3), keratinocyte
chemoattractant (KC), monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1), macrophage inflam-
matory protein 2 (MIP-2), and tumor necrosis factor alpha (TNF-co), while CO significantly
enhanced interleukin-1 (IL-6), and KC (Figure 5).
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Figure 2. Representative histopathological pictures of non-inflamed PBS-treated and LPS-treated
inflamed lung parenchyma of mice after Scots pine (SO) and clove oil (CO) inhalation in comparison
with the control paraffin oil (PO). (a) PBS and PO treatment, (b) LPS and PO treatment, (c) PBS and
SO treatment, (d) LPS and SO treatment, (e) PBS and CO treatment, and (f) LPS and CO treatment
(hematoxylin—eosin staining, 100x magnification; a: alveolus, b: bronchiole, v: vessel, e: edema).

Perivascular edema Perivascular/peribronchial
inflammation

*kk*%k D PBS *kKkk
0O LPS

2- 24
1- 1- é l
Uy {' 0- T —

PO SO CO PO SO (of0)
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Figure 3. Cont.
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Figure 3. Semiquantitative evaluation of (a) perivascular and peribronchial edema, (b) accumulation

of neutrophil granulocytes, (c) macrophages and (d) total score of lung histopathological alterations.

Individual data points (1 = 6-8 mice/treatment groups and 29 in the control groups) are demonstrated
with the medians and the SEM (* p < 0.05, **** p < 0.0001 vs. respective PBS-treated mice; Kruskal—
Wallis analysis followed by Dunn’s post-test).
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Figure 4. Myeloperoxidase (MPO) activity of the lung homogenates. Columns represent the
means £ SEM of n = 6-8 mice/group (**** p < 0.0001 vs. respective PBS-treated group, ### p < 0.0005,
##HH# p < 0.0001 vs. LPS-PO-treated mice; two-way ANOVA followed by Tukey post-test).
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Figure 5. Cytokine levels of the lung homogenates. Columns represent the means = SEM of
n = 6-8 mice/group (* p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.0005, **** p < 0.0001 vs. respective PBS-treated
group, #p <0.05, ## p < 0.005 vs. LPS-PO-treated mice; two-way ANOVA followed by Tukey

post-test).
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3. Discussion

Since the in vivo effects of SO and CO EOs are not convincingly demonstrated in the
literature, and the data are partially contradictory, we therefore focused on testing the
effect of these EOs in an endotoxin-induced acute pneumonitis mouse model. Our study
provides here the first evidence that both SO and CO (with a-pinene and eugenol as main
components, respectively) inhalation decrease inflammatory airway hyperresponsiveness
in the LPS-induced acute lung injury model. Neither EO induced histopathological changes
in the non-inflamed lung, but in the case of both treatments, LPS-induced characteristic
inflammatory alterations as shown by the semiquantitative scores were not significant.
Surprisingly, in contrast to these functional and morphological results, MPO activity and
several inflammatory cytokines were remarkably aggravated by both EOs.

The novelty of our work is emphasized by the fact that this is the first study demon-
strating the in vivo effects of SO on inflammation. Our findings are partially consistent
with previous results obtained with components of SO and EOs of other pine species.

Orally administered maritime pine (Pinus pinaster Ait) EO (with 13.5% o-pinene
content) did not show anti-inflammatory effects in the carrageenan-induced hind paw
edema mouse model [21].

Myrtol, a standardized mixture of EOs primarily containing cineole, limonene and
a-pinene (from Pinus species) administered orally, inhibited LPS-induced neutrophil ac-
cumulation, TNF-« and IL-6 concentrations, but, in agreement with our results, increased
MPO activity 6 h after LPS administration in the mouse [22]. These partially contradictory
data might be due to the different EO composition and the duration of the study. In a
clinical study, Myrtol improved mucociliary clearance in patients with chronic obstructive
pulmonary disease, but did not affect respiratory functions [23]. Short-term exposure of
a-pinene did not evoke acute lung function changes, but caused mild irritation in higher
concentrations [24]. However, the inhalation of turpentine with high (35%) 6-3-carene
content increased airway resistance, besides causing discomfort in the throat and airways
of healthy men [25].

a-Pinene, the main component of SO, decreased TNF-«, IL-1(3, IL-6, intercellular adhe-
sion molecule-1 (ICAM), and macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) levels, as well as
eosinophil and mast cell infiltration in the nasal mucosa in an ovalbumin-sensitized allergic
rhinitis mouse model [26]. It inhibited IL-6, TNF-oc and NO productions in LPS-activated
isolated mouse peritoneal macrophages by suppressing the mitogen-activated protein ki-
nases (MAPKs) and the nuclear factor-kappa B (NF-«kB) pathways [11]. EOs obtained from
P. heldreichii (x-pinene 10.57%), P. peuce (x-pinene 36.79%) and P. mugo (x-pinene 21.34%)
reduced IL-6 secretion from the LPS-activated RAW 264.7 mouse monocyte/macrophage-
like cell line only in higher concentrations, but did not modify or even increased secretion
in lower concentrations [27], suggesting clear concentration-dependent effects.

Meanwhile, P. pinaster EO (o-pinene 62%) did not inhibit LPS-indued TNF-« and
CCL2 production in human acute monocytic leukemia cells (THP-1) [28].

Regarding Syzygium aromaticum, it is important to note that most available data refer
to the aqueous extract but not the EO of the plant, or focused only on the main component,
eugenol. The aqueous extract of clove (i.p.) significantly reduced matrix metalloproteinase-
2 (MMP-2) and -9 activities, neutrophil count and protein leakage into bronchoalveolar
lavage fluid in an LPS-induced inflammation mouse model. Furthermore, it also decreased
MPO activity concentration-dependently in phorbol myristate acetate-stimulated human
neutrophils [29]. The same extract reduced carrageenan-induced hind paw edema and
liver succinate dehydrogenase and xanthine oxidase activities in the rat [30].

CO did not affect phagocytosis. It significantly increased the expression of inducible ni-
tric oxide synthase (iNOS), but reduced IL-6 production in LPS-activated RAW 264.7 cells [31].

Eugenol, the main component of CO, is the most thoroughly studied substance in rela-
tion to inflammation [8-10,12]. Eugenol did not affect LPS-induced respiratory changes, but
reduced lung edema, inflammatory cells, and IL-6 and IL-1f3 levels in the bronchoalveolar
lavage fluid, as well as inflammatory cell infiltration [32].
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In another study, i.p. eugenol reduced LPS-induced pulmonary inflammation, im-
proving lung function as well as significantly reducing neutrophil and macrophage counts
and TNF-« level [33]. Similar to this finding, eugenol inhibited changes in lung mechanics,
pulmonary inflammation, and alveolar collapse elicited by diesel particles [34]. In contrast
to these experimental data, eugenol may cause different adverse reactions in humans,
including skin irritation, inflammation, ulcer formation, dermatitis, or slow healing [35].

These controversial findings with both SO and CO are likely to be due to the different
compositions of the aqueous extracts and the EOs, the different effects of the main com-
ponents by themselves as compared to the complexes, the differences between the ways
of administration and concentration, and the mechanisms of the inflammatory processes.
Despite the fact that our results provide useful information regarding the potential benefits
and risks of EO inhalation in airway inflammation, a limitation of our experimental design
is that we could not measure the exact EO concentration in the inhalation box, but could
only calculate its maximum value.

4. Materials and Methods
4.1. EO Samples and the Gas Chromatographic Analysis of Their Composition

Scots pine (Pinus sylvestris L.) and clove (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L. M.
Perry syn. Eugenia caryophyllata Thunb.) EOs were bought from Aromax Ltd. (Budapest,
Hungary). To analyze the chemical composition of the EO samples, gas chromatography—
mass spectrometry (GC-MS, Agilent 6890 N /5973 N GC-MSD, Santa Clara, CA, USA)
was used. The percentage compositions of the EOs were evaluated by a flame ionization
detector (FID). Compounds were identified based on retention data and spectral data of
standard compounds, and the NIST 05 mass spectral library was also applied as previously
described [36,37].

4.2. Animals

In the animal experiments, 10-18-week-old female C57BL/6] mice [20] weighing
21.7 £ 0.30 g (mean = SEM) at the beginning of the experiment were used. The age
distribution of the mice was similar in each group to avoid age-related differences. They
were bred and kept in the Laboratory Animal House of the Department of Pharmacology
and Pharmacotherapy at the University of Pécs. Optimal parameters were provided for
all the animals (e.g., 325 x 170 x 140 mm cages, 12 h light/dark cycle, 24-25 °C, mouse
chow, water).

During the experiments, the following regulations were considered: European legisla-
tion (Directive 2010/63/EU) and Hungarian Government regulation (40/2013., II. 14.) on
the protection of animals used for scientific purposes, and the recommendations of the In-
ternational Association for the Study of Pain. The study design was approved by the Ethics
Committee on Animal Research of the University of Pécs (license No.: BA02/2000-26/2018,
21 June 2018).

4.3. Induction of Acute Airway Inflammation and Groups of Animals

Animals received 100 ug Escherichia coli (serotype: 083) LPS intratracheal (i.t.) dis-
solved in 60 puL phosphate-buffered saline (PBS) to induce acute airway inflammation. The
endotoxin was isolated and purified in the Department of Microbiology, University of
Pécs. The animals were put under ketamine (100 mg/kg i.p.; Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) and xylazine (5 mg/kg i.p.; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) anesthesia
during the administration of LPS. Control mice received the same volume of sterile PBS [38].
Animals were treated with 30 min EO inhalation 1 h prior to and 4 and 23 h following
LPS/PBS administration as previously described [4]. The negative control of the EOs was
paraffin oil (PO). The maximum concentration of the EOs was calculated as 6.55 pL/L.
Mice were randomized into six groups: (1) the control group treated with PBS i.t. and PO
inhalation, (2) mice treated with LPS i.t. and PO inhalation, (3) PBS i.t. and SO inhalation,
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(4) LPS i.t. and SO inhalation, (5) PBS i.t. and CO inhalation, (6) LPS i.t. and CO inhalation
(n = 6-8/group).

4.4. Pulmonary Function Measurement

Respiratory functions were determined in conscious and spontaneously breathing
animals by unrestrained whole-body plethysmography (WBP) (PLY3211, Buxco Europe
Ltd., Winchester, UK) 24 h after PBS/LPS administration [39]. Baseline measurements
were registered with aerosolized saline to determine the respiratory parameters, such as
breathing frequency, tidal volume, minute ventilation, relaxation time, time of inspiration
and expiration, peak inspiratory and expiratory flow. The enhanced pause (Penh; calculated
as: (expiratory time/relaxation time)/(max. expiratory flow/max. inspiratory flow))
correlating with airway hyperresponsiveness [39] was measured after carbachol (11 and
22 mm; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)-induced bronchoconstriction as previously
described [4]. Airway function parameters were registered and averaged by the BioSystem
XA Software for Windows (Buxco Research Systems, Wilmington, NC, USA).

4.5. Histopathological Assessment and Semiquantitative Scoring

After airway function measurements, the mice were anaesthetized, and their lungs
were harvested. Left lungs were fixed in 4% formaldehyde, embedded in paraffin, sec-
tioned with a microtome (5-7 pm), and stained with hematoxylin—eosin. Semiquantitative
histopathological scoring was performed by an expert pathologist in a blinded manner.
Perivascular edema (0-3), perivascular/peribronchial neutrophil accumulation (0-3), and
infiltration of macrophages/mononuclear cells in the alveolar spaces (0-2) were scored as
previously described [40,41]. The total inflammatory score was assessed (0-8) by adding
the subscores of the individual histopathological parameters.

4.6. Spectrophotometric Measurement of Myeloperoxidase (MPO) Activity

Lung inflammation was further characterized by MPO enzyme activity assessment
correlating with activated neutrophil and macrophage infiltration. Spectrophotomet-
ric measurement was performed from the right lung homogenates using H,0,-3,3,5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB/H;0;), and MPO activity was compared to a human standard
MPO preparation as described earlier [39]. All reagents were obtained from Sigma-Aldrich
Ltd. (St. Louis, MO, USA).

4.7. Measurement of Inflammatory Cytokine Concentration Using Luminex xMAP Technology

The excised and frozen lung tissue samples were thawed and weighed, then immedi-
ately placed in cold PBS containing 0.01% phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSEF, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA, P7626) protease inhibitor, and were homogenized on ice with
a Miccra D-9 Digitronic device (Art-moderne Laborteknik, Germany). Homogenates were
centrifuged for 20 min (4 °C, 4000 rpm) and clear supernatants were collected and stored at
—80 °C until the measurement. With a customized Milliplex Mouse Cytokin/Chemokine
Magnetic Bead Panel (MCYTOMAG-70K), Luminex Multiplex Inmunoassay was per-
formed to determine the protein concentrations of the following cytokines/chemokines:
interleukin-1beta (IL-1§3); interleukin-6 (IL-6); chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (CXCL1),
also called keratinocyte chemoattractant (KC); chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2),
also called monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1); chemokine (C-X-C motif) ligand
2 (CXCL2), also called macrophage inflammatory protein 2 (MIP-2); and tumor necrosis
factor alpha (TNF-o). The six analytes were detected simultaneously in a 96-well plate.
All samples were tested undiluted in a blind fashion and in duplicate. Based on the in-
structions, a mixture of the six antibody-coated bead population was added to the plate
at 25 uL./well together with standards and controls to the designated wells. Following
overnight incubation at 4 °C, the plate was washed three times using a handheld magnetic
plate. After washing, 25 uL/well of detection antibody solution was added and incubated
for 60 min at RT with shaking at 500 rpm. After subsequent washing steps, 25 uL./well of
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streptavidin-phycoerythrin (SAPE) solution was added and incubated for 30 min at RT
shaking at 500 rpm. After washing three times, 150 uL./well of drive buffer was added to
the plate and the assay was read on a MAGPIX Luminex (TermoFisher, Budapest, Hungary)
instrument. Five-PL regression curves were used to plot the standard curves for all analytes
by the Belysa 1.1 software (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) analyzing the bead median
fluorescence intensity. Results are given in pg/mL and were normalized to the total protein
concentration of the sample.

4.8. Statistical Analysis of Data

Statistical analysis was performed in GraphPad Prism v6 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). Unless noted otherwise, all data represent the mean + SEM. Respiratory
parameters and MPO activity were analysed with two-way ANOVA followed by Tukey
post-test. Composite histopathological inflammatory score values were evaluated by
Kruskal-Wallis analysis followed by Dunn’s post-test. In all cases, p < 0.05 was accepted
as significant.

5. Conclusions

This study provides the first evidence that SO and CO inhalation improve airway
function, but enhance certain inflammatory parameters. Therefore, we conclude that these
EOs could be beneficial for certain functional respiratory disorders, but should be used
with caution in cases of inflammation-associated airway conditions.
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