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GiRiS$ VE AMAG

Dermatit ve egzama c¢ogunlukla ayni anlamda kullanilan kasintili, kirmizi
dokuntu ile karakterize inflamatuvar cilt hastaligidir (1-3). Kontakt dermatit, en yaygin
dermatolojik hastaliklardan biridir ve deri ya da mukoza zarlarinda iltihaplanma ile
kendini gosteren bagisiklik tepkisidir (4). Kontakt dermatit irritan, alerjik ve protein

kontakt dermatit olmak tzere siniflandirilir (5).

irritan kontakt dermatit dogrudan kimyasal cilt hasarina bagli spesifik olmayan
bir cilt yaniti iken alerjik kontakt dermatit, alerjene bir kez duyarlandiktan sonra tekrar
tekrar maruziyetle ortaya c¢ikan hapten spesifik T hlcre yanitidir (6,7-11). Protein
kontakt dermatit ise genellikle mesleki ortamlarda proteinli bir alerjene karsi gelisen
dermatit tarudur (12,13).

Alerjik kontakt dermatit yasam kalitesini ciddi anlamda dusuren kizariklik,
eritem, 6dem, ciltte kalinlasma ve kasinti gibi belirtilere neden olur. Kasinti hissi
rahatsiz edicidir ve kasimak gecici olarak rahatlama saglasa da kasinti kasinma
dongulsune yol agar. Cogu zaman en etkili tedavi adimi maruziyeti engellemektir (7-
11,14,15). Genellikle c¢evre kosullari ve is ortami sebebiyle maruziyet

engellenemediginden ilagla tedavi yoluna gidilir.



Alerjik kontakt dermatit patofizyolojisine iligkin bilgiler esas olarak deney
hayvanlarinda olusturulan ve contact hipersensitivity (CHS) olarak adlandirilan
modellerden elde edilir (9,16,17). CHS, insan alerjik kontakt dermatitini iyi taklit eder
ve alerjik kontakt dermatit gcalismalari igin oldukga yararhdir (18).

Hidrojen sulfur (H2S) immun hicrelerin tamaminda sentezlenen ve kasintiya
neden olabilecek melanom ve sedef gibi birgok hastalikta rol aldigi gosterilen endojen
bir molekuldur (19,20). H2S'nin kasintiy1 azalttigini gosteren calismalar yapilmistir
(20,21). H2S’nin alerjik kontakt dermatit Uzerine etkisini inceleyen bir calismaya
rastlanmamistir. H2S ¢alismalari donorleri ile yapilir. H2S’nin T lenfosit ve diger immun
hucrelerin fonksiyonlarini etkiledigi bilinmektedir (22).

Bu verilerden yola ¢ikarak galismamizda;

hidrojen sulfur donéri sodyum stlfirin lokal ve sistemik uygulanmasinin AKD
belirtileri olan kasinti ve 6dem Uzerine olasi etkisini géstermek ve bu olasi etkinin hangi

inflamatuvar hicreler-sitokinler tzerinden oldugunu belirlemek amaglanmistir.



GENEL BILGILER

DERMATIT

Dermatit, epidermisin ve dermisin karakteristik klinik 6zellikler (ayni1 anda ortaya
¢clkan veya birbirinden evrimlesen; kasinti, eritem, papul, seropapul, vezikul, pul,
skuam, kabuk veya likenifikasyon) ve belirgin histolojik tablo (spongioz, akantoz,
parakeratoz, lenfositik ve granulositik infiltratlar) ile kendini gosteren bulasici olmayan
inflamasyonudur (1,2).

‘Egzama” ve “dermatit” terimleri arasindaki farklar hakkindaki tartismalar, kesin
bir sonuca varmadan, onlarca yildir devam etmektedir. Birgok kaynakta bu iki terim es
anlamli  olarak degerlendiriimektedir. Bu hastaliklarin  klinik  ozellikleri  ve
patomekanizmalari, herhangi bir kesin farklilasmaylr neredeyse imkansiz hale
getirecek olctide ortiismektedir (1-3).

Mevcut epidemiyolojik verilerin  bir araya getiriimesi ile olusturulan
siniflandirmada, dermatitler; atopik egzama, kontakt dermatit, seboreik dermatit,
asteatotik dermatit, staz dermatiti, nummular egzama, dishidrotik egzama (pomfoliks),

el dermatiti ve mesleki dermatit olarak siniflandirihr (1,3).



Kontakt Dermatit

Kontakt dermatit (KD), genellikle, bulagici olmayan immunolojik, kimyasal veya
fiziksel harici faktorler tarafindan induklenir (4). Bu yabanci maddeler ciltte ve/veya
mukoza zarlarinda bir bagisiklik tepkisine neden olur ve iltihaplanma ile sonuglanir (5).
Meslek hastaliklarinin énemli bir kismini olusturan kontakt dermatit, en yaygin
inflamatuvar dermatolojik hastaliklardandir (5,23).

Kontakt dermatite gevredeki cok sayida hassaslastirici ve tahrig edici fiziksel,
kimyasal ya da termal maddeler sebep olabilir (23).

Kontakt dermatit temelde, alerjik kontakt dermatit (AKD), irritan kontakt dermatit
(IKD) ve protein kontakt dermatit olarak tice ayrilir (1,5).

Protein kontakt dermatitin tam olarak mekanizmasi anlasilmamis olsa da
genellikle mesleki ortamlarda, proteinli bir alerjenle temastan sonra gorulen kasintih
kizarikhiklardir (12,13).

irritan kontakt dermatit, dogal bagisiklik sisteminin aktivasyonuna yol acan
dogrudan hucresel toksisiteden kaynaklanirken; AKD, hem dogal hem de kazaniimig

bagisiklik tepkilerini iceren tip IV gecikmig tip asiri duyarlihktan kaynaklanir (5).

irritan kontakt dermatit (IKD): Dogrudan kimyasal cilt hasarina bagli ve
inflamatuvar mediyatoérlerin salinmasiyla olusan spesifik olmayan bir cilt tepkisidir (6).
Irritan kontakt dermatitte dogal bagisiklik sistemi tetiklenir ve fiziksel/kimyasal dig
uyaranlara kargi inflamatuvar bir cilt tepkisi olusur. Alerjik kontakt dermatitten farkli
olarak 6nceden sensitizasyon (duyarlilasma) gerektirmez ve bu tir gugclu irritan bir
maddeye maruz kalan codu kisi benzer bir reaksiyon gosterir. IKD, tim kontakt
dermatit vakalarinin %80'ini olusturur ve gogunlukla sabun ve su gibi zayif tahris edici
maddelere kimulatif maruziyetten kaynaklanir (5,24,25).

iki tipte irritan kontakt dermatit gézlenir;

Akut irritan kontakt dermatit: Akut IKD, maruz kalan hemen hemen herkesin
gelistirebilecegi yeteri kadar ve yeterince tahris edici 6zellikteki madde ile maruziyetin
neden oldugu akut cilt hasarini ifade eder. Semptomlar ¢ok degiskendir, alerjik kontakt
dermatitten ayirt etmek gugtur ve siklikla yanlis teshis edilir. Yaygin kuru eritem ve
deskuamasyon akut irritan dermatite 6zgudur, ancak 6dem, vezikuller ve buller de

gérilebilir. Maruziyetin sonlandiriimasindan sonra, akut IKD hizla kaybolma



egilimindedir, ancak bazi durumlarda aylarca devam edebilir. Yaygin irritan maddeler
arasinda asit, alkali, amonyak, arsenik, kalsiyum silikat, gimento, temizlik maddeleri,
epoksi regine, formalin, kroton yagi, talas, gumus, kerosen, dimetilstlfoksit, kapsaisin,
laktik asit, nikel sulfat, potasyum dikromat, antralin, retinoik asit, yapiskan bantlar ve
cocuk bezleri bulunur. Ciltte yanma hissi ve hafif bir kasinti olur. Bazi kimyasallar,
gecikmis akut IKD olarak adlandirilan temastan 8 ila 24 saat sonra inflamasyona neden
olabilir, bu da hekimi alerjik kontakt dermatite ydnlendirebilir, ancak IKD'de siipheli

ajanlarla yama testi negatiftir (6,26).

Kronik irritan kontakt dermatit: Kiimilatif iKD olarak da adlandirilan kronik iKD,
6 haftadan uzun suren kronik egzamatdz lezyonlar ifade eder. Suya, deterjana,
kimyasal ¢ozuculere, tahrig edici yiyeceklere ve bilinen diger hafif ve orta derecede
tahris edici maddelere uzun stireli maruziyet sonrasinda gértlir. Ozellikle ellerde daha
sik goralur. Dokuntu kuru, pullu eritem ve genellikle kabarciklar olmadan ¢atlamis cilt
seklindedir. Sikhkla alerjik kontakt dermatit ile birlikte gorilduginden yama testi pozitif
sonug verebilir. Kronik IKD’ye yaygin olarak neden olan maddeler sabun, deterjan,
endustriyel temizlik maddeleri, yapigtirici, boya, meyve suyu, bitki suyu, oksitleyici ve
indirgeyici maddeler, hayvan vicut sivilari (ya da dokulari), bocek ilaci, ¢cimento, kireg

tasi, ahsap koruyucu, camasir suyu, asit ve alkali maddelerdir (6,26).

Alerjik kontakt dermatit: AKD, dunya capindaki en yaygin dermatolojik
hastaliklardan biridir. Kiginin yasam kalitesinin dismesine sebep olur ve Uretkenlik
kaybina yol acar (16). AKD, alerjenlere tekrar tekrar maruz kaldiktan sonra ortaya
¢ikan, hapten spesifik T hucrelerinin aracilik ettigi, kizariklk, eritem, kasinti, 6dem ve

ciltte kalinlagma ile karakterize yaygin inflamatuvar bir deri hastaligidir (7-11).

Epidemiyoloji: Alerjik kontakt dermatitin gorulme sikhg! yuksektir ve kadinlarda
daha sik gorulmektedir (10,27).

Belirli bir alerjene maruz kalan tum insanlar bu alerjene duyarli hale gelmez. Bir
alerjene karsi duyarli olan bireyler, bir bagkasina karsi duyarli olmaya daha yatkindir.
Bazi gruplarin, hem genetik egilimlerin hem de ¢evresel maruziyetin bir sonucu olarak,
AKD geligtirme riski daha yuksektir (27).



Hem alerjik hem de irritan kontakt dermatit, dunyadaki mesleki cilt
hastaliklarinin buyldk ¢ogunlugunu olusturur (9,27). Saf AKD prevalansini élgmek
zordur ¢lnki AKD ve IKD genellikle bir arada bulunur. Genglerde temas ile olusan
hassasiyetin prevalansi %15,2'dir. Yetigkinlerde bu ¢ok daha yuksektir ve %18,6'ya
ulasabilir ki bu yuksek oranin nedeni, yasin etkisinden ziyade kiumdulatif duyarlihk
olabilir (27).

Alerjik kontakt dermatit, mesleki deri hastaliklarinin 6nemli bir nedenidir ve
Amerika Birlegik Devletleri’nde igle ilgili tum saglk sikayetlerinin yaklagik %Z20'sini
olusturur. Tahminen 4 milyon kayip is gunu ile sonuglanir ve yillik yaklagik 400 milyon

ABD dolari tutarinda bir maliyeti vardir (9).

Etyopatogenez: Belirli bir alerjene maruz kalan tum insanlar duyarli hale
gelmez. AKD gelisiminde; genetik faktorler, primer duyarlanma ve tolerans gelisimi,
yas, cinsiyet ve irk gibi faktorlerin etkili oldugu belirlenmistir (27,28).

Alerjik kontakt dermatitli kisilerin ¢cocuklarinda, kardeglerinde ve aile Uyelerinde
AKD goriulme olasiligi fazladir, bu da genetik yatkinlik konusunu ortaya cikarmisgtir.
HLA-A3 ve HLA-B7 genleri bulunan Kkisilerin birlikteliginin AKD’ye yatkinligi
gOsterilmistir. Fakat genetik calismalar hala devam etmektedir (27,28).

Yaglilarda ve yenidoganlarda alerjen maddelerle temasin daha az olmasi
sebebiyle AKD daha az gorilur. Kadin ve erkek arasinda AKD gelismesi yalnizca
cinsiyete bagli olarak degismese de farkl cinslerin farkli maruziyetleri olmasi sebebiyle
cinsiyetler arasi farklihklar goérilir. Kadinlarin sabun, deterjan, kozmetik vb.
maddelerle maruziyeti daha fazla oldugundan goérilme sikhdi daha fazladir. Beyaz
irkta AKD gorulme orani daha yuksektir (10,11,27,28).

Derinin daha kalin oldugu avug ici ve ayak alti gibi bolgelerde AKD daha az
gorulurken; derinin ince oldugu goz kapaklari, skrotum ve aksilla gibi bolgelerde
gorulme sikhgi daha fazladir. Ayrica deri buttnliguinuin bozuldugu yerlerde AKD daha
sik karisimiza gikar. Immiin yetmezlige neden olan tiim hastaliklarda ve gebelik gibi
durumlarda AKD gelisme olasiligi azalir. Kortikosteroidler, siklosporin, azatioprin gibi
ilaglar AKD'yi baskilar. Yuksek 1si ve nem AKD’ye duyarlihdi artirir. Alerjenin
konsantrasyonu, tasiyicisi, temas sikligi, temas suresi ve penetrasyon gucu AKD
seyrinde etkilidir (28).



Patofizyoloji: Alerjen maddelerle ile daha 6nce duyarlanmis bireylerde ayni
alerjene tekrar maruziyet sonrasi 6zgin (hapten spesifik) T hicrelerinin aktivasyonu
ile ortaya ¢ikan gecikmig tip IV asiri duyarlilik reaksiyonudur (27,29).

Immiinolojik yanitin gelisimi icin haptenlerin, keratinositler ve Langerhans
hicreleri gibi epidermal hdcrelerin, T hulcrelerinin ve monositler, makrofajlar ve
noétrofiller gibi reaktif hiicrelerin bulunmasi temeldir (28).

Alerjik kontakt dermatit olusumuna yol agan alerjenler genellikle digsuk molekul
agirlikh (500-1000 dalton) haptenlerdir. Tek basina antijenik 6zellikte olmayan
haptenler epidermal hlicrelerin sitoplazmik membran proteinlerine baglanir ve antijenik
Ozellik kazanirlar (8,27,28). Potansiyel AKD sebebi olarak belirlenen hapten sayisi
3700’den fazladir ve bu sayi giderek artmaktadir (30). Haptenler, haptenizasyon adi
verilen bir sdregle immunojenik neo-antijenler olusturmak igin ilgili proteinlerle
baglanirlar (5,16,27).

Haptenler, cilt icinde ya da cilt disinda fiziksel, kimyasal ya da biyolojik yollarla
aktifleserek daha guclu alerjenler olusturabilirler. Hava oksidasyonu veya foto-
aktivasyon gibi kimyasal veya fiziksel aktivatorler yoluyla cildin disinda aktiflesen
haptenler prehaptenler olarak adlandirilirken, sitokrom P450 izoenzimleri, alkol ve
aldehit dehidrogenazlar, monoamin oksidazlar ve diger farkh detoksifiye edici enzimler
tarafindan cilt icinde aktiflesen haptenler prohaptenler olarak adlandirilir (5,16,31).

Alerjik kontakt dermatit iki fazda gerceklesen bir hipersensitivite reaksiyonudur.
Birinci faz, hapten ile protein etkilesimleri sonucu olusan alerjenik yapinin iglendigi ve
T lenfositlere tanitildi§i duyarlilasma, sensitizasyon ya da afferent faz olarak
adlandirilan fazdir. ikinci faz ise alerjene yeniden maruz kalma ile daha énce bu
alerjeni tanimis olan T hucrelerinin aktivasyonu ile ortaya c¢ikan ve AKD’nin klinik
belirtilerinin olugsmasina neden olan inflamasyonun tetiklendigi satasma, elisitizasyon,
efferent ya da ortaya ¢ikarma fazidir (5,16,27,28).

Cildin bariyer islevi, alerjenlerin viicuda girmesini engeller (32). ilk bariyer hatti,
epidermisin en Ust tabakasi olan stratum corneumdur. Filagrin (FLG), stratum
corneumda bulunan ge¢ epidermal farklilagsma proteinidir ve bariyer fonksiyonunda
onemli bir igleve sahiptir. FLG’de meydana gelen mutasyonlar ve FLG’de herhangi bir
islev kaybi cilt bariyeri islevinde bozulmaya yol agar ve AKD ve atopik dermatit gibi
hastaliklarin gorulme riskini artirir (33). Antijenin cilde nufuz etmesini engelleyen ikinci

bariyer siki baglantilar (Tight Junctions)’dir. Protein antijenlerinin vicuda girmesi bu



bariyer tarafindan engellenir (34). Tim bu bariyerlere karsin haptenler ¢ok kiiguk yapili
molekuller oldugundan bu bariyerleri geger ve kutan6z dendritik hiicrelere ulasir (35).

Duyarlilagsma fazinda; tek basina antijenik Ozellikte olmayan haptenler,
epidermal hucrelerin sitoplazmik membran proteinlerine baglanir ve hapten-protein
kompleksi olusur. Hapten-protein kompleksi aktif ve immunojenik Ozelliktedir.
Proinflamatuvar ézellikleri sayesinde haptenler, dogal bagisikhgi aktive eder (16,28).
Haptene maruziyet sonrasinda keratinositler, aktive olur ve cilt dendritik hicrelerinin
bu bodlgeye gocunu ve cilt dendriktik hiucrelerinin olgunlagmasini destekleyen tUmor
nekroz faktori-a (TNF-a), interldkin 1-8 (IL-1B) ve prostaglandin E2 (PGE2) gibi ¢esitli
sitokinleri tretirler (16,35,36).

Langerhans hucreleri, in vitro yuksek antijen sunma kapasitelidir ve epidermiste
bol miktarda bulunurlar. Langerhans hucrelerinin ortamdan uzaklagmalari ile
hipersensitivite yanitinin azalmis olmasi goésterildiginden antijen sunumunda rol
oynayan hucreler olarak kabul edilirler (37,38).

Dogal bagisiklik, haptenlerin maruziyeti ile inflamasyon sinyal yolaklarini aktive
eden zarla iligkili Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) ve sitozolik nukleotid baglayici
oligomerizasyon alani (NOD) benzeri reseptérlerin hlcreleri aktiflestirmesiyle baslar
(39).

Hapten-protein kompleksleri derideki antijen sunan hicrelerdeki Klas Il antijeni
ile birlesir ve daha sonra pinositoz ya da reseptor aracili endositoz yoluyla kutanéz
dendritik hacreler igine alinir. Hapten tasiyan DH'ler deriden, parakortikal bolgedeki
spesifik CD8* ve CD4* T lenfositlerinin yerlesim gosterdigi bolgesel lenf dugtimlerine
(LD) gb¢ eder. Langerhans hucreleri, antijeni bu bdlgede bulunan olgunlasmamis
CD4* T hucrelerine sunar. Hafiza CD4* T hucreleri gcogalir ve LD'lerden kana go¢ eder
ve burada lenfoid organlar ile cilt arasinda yeniden dolagirlar (16,28).

Dudeck ve ark. (40) yaptigi bir galismada mast hlcre eksikligi olan farelerde cilt
dendritik hucrelerinin lenf dugumlerine géginin azaldigini ve mast hucrelerinin
yoklugunda alerjik kontakt dermatit gelisiminin azaldigini géstermislerdir.

Duyarlilagsma asamasi insanda 10-15 gun, farede 5-7 gun suirer. Bu ilk fazin
vakalarin gogunda klinik bir sonucu yoktur, ancak ilk cilt temasindan 5-15 gun sonra
ayni alerjenle yeniden temas etmek AKD gelisimini indUkleyebilir (16).

Satasma fazi alerjenlerle sonraki temaslarda ortaya c¢ikar. Duyarlilasma

fazindan daha hizli gergeklesen bu fazda, 24-72 saat igerisinde AKD semptomlari



ortaya ¢ikar (28). Satasma fazindaki inflamatuvar hicre infiltrasyonunun mekanizmasi,
antiiene 06zgu olmayan ve antijjene 06zgl inflamatuvar sinyaller kullanilarak
acgiklanmaya calisiimaktadir (32).

Keratinositler, notrofiller ve mast hlcreleri satagsma sirasinda antijene 6zgu
olmayan inflamasyonu gergeklestiren ana hicrelerdir, antijene 6zgu olan inflamasyon
ise T hucreleri araciligi ile gerceklestirilir (32).

Haptenlerle yeniden maruziyet sonrasi haptenler cilde yayilir ve duyarlilagsma
fazindan farkl olarak bu kez, Langerhans hlcreleri yani sira makrofaj hicreleri, mast
hiicreleri ve keratinositler tarafindan da sunulabilir (16). ik olarak haptenler
keratinositleri IL-1B, IL-18 ve TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinleri tretmeleri icin
uyarir (16,41). Bu sitokinler daha sonra vaskuler endotel hlcrelerini aktive ederler.
Vaskuler endotel hucreler ICAM-1 ve P/E-selektinler gibi adezyon proteinlerini
eksprese eder ve bu adezyon proteinleri kandaki T huicrelerini dokulara go¢ etmeye
yonlendirir. Haptenler ayrica mast hlicre kaynakli histamin yoluyla vaskuler gecirgenligi
arttinr, bu da notrofillerin cilde sizmasina yardimci olur (40). Ayrica, haptenler
CXCL(C-X-C motif ligand)l ve CXCL2 gibi notrofillerin inflamasyon bdlgesine
toplanmasini saglayan kemokinler tUretmek icin mast hucrelerini ve keratinositleri
aktive eder (42).

Antijene spesifik olmayan inflamasyonun ardindan T hiicre aracili antijene 6zgu
inflamasyon baslatilir. T hdcreleri deriye sizdiginda, kutan6z antijen sunan hucreler
tarafindan aktive edilirler ve interferon-y (IFN-y) ve interlokin-17 (IL-17) gibi sitokinler
uretirler. Aktive edilmis T hucreleri tarafindan Uretilen sitokinler daha sonra ciltte
yerlesik hicreleri uyarir, bu da daha fazla T hicresinin aktiflestiriimesine yol agar ve
inflamasyonu gugclendirir. Her T hucresi alt kimesi (yani, Th1/Tc1(T helper 1/T
cytotoxic 1), Th2 ve Th17/Tc17) ciltte yerlesik hlcreleri farkli sekilde aktive eder ve
kendilerine 6zgl inflamasyon tipini olustururlar (43,44).

Contact hypersensitivity’de (CHS) satasmayi takiben ilk 3 saat icerisinde kapiller
vazodilatasyon gergeklesir. Erken donemde (satasmadan 6 saat sonra) CXCL1 gibi
kemokinlerin seviyesinin artmasiyla noétrofiller ve daha sonra (satagsmadan 12 saat
sonra) CXCL 9 ve CXCL 10 kemokinlerinin yodunlugu artmasiyla lenfosit, monosit,
eozinofil ve bazofil gibi diger |6kositler de bdlgeye toplanmaya baslar. Keratinositler

kemokin dretiminin en dnemli kaynagidir. Aktive edilmis keratinositler, CXCL1, CXCL2,



CXCL9, CXCL10, CCL8, CCL17 ve CCL27 gibi ¢coklu kemokinler tretirler. CXCL10,
Th1 hicrelerini gtclu bir sekilde uyarabilir (32).

CD8* ve CD4* T hucreleri CHS’de 6nemli rollere sahiptir fakat mekanizmalari
ile ilgili galismalar hala devam etmektedir (45). He ve ark. (46) yaptiklari ¢galismada
CD8* T hacrelerinin tikenmesinin  CHS vyanitlarini 6énemli dlglide azalttigini
gOstermiglerdir (46). Gocinski ve ark. (45) yaptidi calismada, duyarlilasma
asamasindan once CD4* T hucrelerinin tuketiimesiyle CHS yaniti artarken, CD8* T
hdcrelerinin tuketilmesiyle CHS yaniti azalmigtir. Bu sonuglar da CD8* T hucrelerinin
muhtemelen doku hasarina neden olan ana efektér mekanizmalari sagladigini, CD4*
T hicrelerinin ise hem efektdr hem de dizenleyici rolleri oldugunu distndirmektedir.

CD4* Th hucreleri ve CD8* Tc hucreleri kitandz immun yanitlarla ilgi olarak en
az Ug¢ alt gruba ayrilabilir. Bunlar; Th1/Tc1, Th2/Tc2 ve Th17/Tc17 hucreleridir.
Th1/Tc1 hucreleri, IFN-y'nin, Th2/Tc2 hucreleri IL-4, IL-5 ve IL-13’Un ve Th17/Tc17
hicreleri ise IL-17A ve IL-22 salgilanmasinda baslica rol alirlar. Ornegin, satasma
fazinda inflamasyon bdlgesinde yuksek oranda Th1 ve Tc1 hucrelerinin varligi ile
yuksek IFN-y seviyeleri gozlemlenir. Bununla birlikte, her hapten farkli 6zelliklerde
oldugundan farkli bir Th/Tc alt kiimesi tipini indtkleyebilir. Bunun yani sira kullanilan
fare tlrl de sonuglar etkileyebilir. Her bir T hticresi alt kimesinin rolini yorumlarken
bu faktérler gbz 6nlinde bulundurulmalhidir (32).

Tomura ve ark. (47) T duzenleyici hucrelerin (T regulator, Treg) lokal lenf
noduna go¢ edip etmediklerini arastirdiklari ¢alismalarinda isaretli Treg’lerin deriden
lenf nodu gectigini bildirilmistir. Treg olmayan CD4* T ve CD8* T hucreleri gibi
inflamasyon bolgesinde toplanan diger hucrelerin de deriden lenf noduna gog¢ ettigi
gOstermiglerdir.

Alerjik kontakt dermatitin satagma fazi insanda 72 saat ve farede 24-48 saat
siirer. inflamatuvar reaksiyon sadece birkac giin devam eder ve down regiilasyon

mekanizmalar ile hizla azalir (16).

Teshis: Alerjik kontakt dermatit dinya capinda en yaygin dermatolojik
hastaliklardan biridir ve alerjik kontakt dermatitin psikososyal ve ekonomik yuku, tibbi
literatirde kapsamli bir sekilde tanimlanmistir (8,14). Hastadan ayrintili bir anamnez
alinmasi tani koymada yardimci olur. Hastanin meslegi, ilgi alanlari, giysileri, kullandigi

kozmetikler, yasadigi ortam, varsa oncesinde uygulanan tedavi bilgileri tanida
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onemlidir (28). Hem yasam Kkalitesini olumsuz yonde etkilemesi hem de saglik
sistemine onemli maliyetler getirmesi nedeniyle dogru teshis zorunludur ve dogru
teshis koyulmasi i¢in en iyi yontem yama testidir (14,48).

Yama testinde alerjen madde deriye kontrolll ve irritasyona sebep olmayacak
miktarda uygulanir (28). Yama testi ile alerjik kontakt dermatite sebep olan alerjenin
belirlenip, maruziyetin engellenmesi, tedavinin etkililiinde en dnemli adimdir (15).

Ince tabaka hizli yama testi (Thin-layer rapiduse epicutaneous) 6n karistirma ve
hazirlama sureci gerektirmeyen, standart hale getirilmig, uygulamaya hazir,

uygulanabilirligi gelistirilmis yeni bir yama testidir (8).

Tedavi: Tedavide temel prensip alerjenin tespiti ile alerjenle temastan
kacinilmasi ve alerjik kontakt dermatitin iyilestiriimesidir (15,34,48). Alerjenin
belirlenmesi, alerjen ile temasin azaltiimasini dolayisiyla AKD’nin tekrar tekrar
alevlenmesini engelleyebilecek en onemli adimdir. Ancak ig veya c¢evresel kosullar
nedeniyle her zaman mumkuin olamamaktadir. Yama testi ile alerjen tespit edilmeli ve
hasta bu konuda bilgilendirilmelidir (28,49). Maruziyetin engellenemedigi durumlarda
koruyucu ekipmanlar (maske, eldiven vs.) kullaniimalidir (49).

Alerjik kontakt dermatit medikal tedavisinde akut donemde lezyonlar igin 1slak
pansuman ve kortikosteroid icerikli kremler (cogunlukla betametazon dipropropiyonat
veya mometazon furoat) Onerilir. Akut alevlenme donemlerinde sistemik
kortikosteroidler (6rnegin prednizolon enjeksiyonu gibi) kullanilabilir (28,49).

Alerjik kontakt dermatitin kronik doneminde ise kortikosteroid i¢erikli merhem ve
pomadlar (cogunlukla betametazon dipropropiyonat veya mometazon furoat)
kullanilabilir.  Kortikosteroidler  lenfositlerin  antijen  spesifik  aktivasyonunu,
proliferasyonunu ve sitokin salgilamalarini engeller, kapiller gecirgenligi azaltir ve
inflamasyonu baskilarlar. Kasinti yanma gibi semptomlari azaltmak igin
antihistaminikler kullanilabilir. Sistemik kortikosteroidler yaygin ve siddetli AKD
durumlarina saklanmalidir. Tekrarlayan AKD olgularinda ve genelde derinin kalin
oldugu bolgelerde topikal kalsindrun inhibitorleri (takrolimus, pimekrolimus) gibi ilaglar
tercih edilir. Daha inat¢i olgularda mikofenolat mofetil, azatioprin, metotreksat gibi
sistemik immuanomodulatérler ve immunoglobulinler kullanilir. Ultraviyole B (UVB) ve

psoralen arti Ultraviyole A (PUVA) da tedavide basarili bir segenektir. (28,49). Tum bu
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tedavilerin yaninda nemlendirici, onarici ve bariyer kremler kullanilarak tedavi
desteklenebilir (49,50).

DENEY HAYVANLARINDA ALERJIK KONTAKT DERMATIT MODELLERI

1936 yilinda Landsteiner ve Jacobs (9) ilk kez kimyasal bir ajanin alerjik
reaksiyona yol agabilme kabiliyetinin tagiyici proteinlerle reaksiyona girme yetenedi ile
iligkili oldugu hipotezini ileri surmuslerdir.

Alerjik kontakt dermatitin patofizyolojisine iliskin bilgiler, esas olarak deri Uzerine
bir hapten uygulanarak deri inflamasyonunun indiklendigi, contact hypersensitivity
(CHS) olarak adlandirilan AKD hayvan modellerinden elde edilir (9,16,17).

insan AKD'si, hayvan CHS modelleri kullanilarak dogru bir sekilde taklit
edilebilir. Alerjik kontakt dermatit fare modelleri, AKD'nin nedenlerini, mekanizmalarini
ve potansiyel terapétik etkileri incelemek icin oldukca yararlidir. insan AKD'sinde
oldugu gibi, CHS modelleri de iki fazda gergeklesir. Duyarlilasma olarak bilinen ilk
asama, farelerin dogal bagisiklik yanitini etkinlestiren bir haptene maruz
birakilmasidir. Haptenler, hapten-protein kompleksleri olusturmak icin proteinlerle
birlesir ve daha sonra antijen sunan hicreler tarafindan taninir ve olgunlasmamis T
hicrelerine sunulur. Hapten-protein komplekslerinin T hiicrelerine sunulmasi efektor T
hicrelerinin olusumuna yol agar. Satasma olarak adlandirilan ikinci asamada ayni
hapten daha dusik bir dozda derinin duyarlilagsma bolgesinden daha uzak bir
bdlgesine yeniden uygulanir. Satagma fazi ile birlikte, T hicreleri tarafindan yonetilen
ve notrofiller, eozinofiller ve mast hucreleri dahil olmak tzere farkli immin hicre
populasyonlarinin infiltrasyonu ve/veya aktivasyonu ile karakterize edilen hizli, ¢ok
adimli bir inflamatuvar yanit olugur (18).

Alerjik kontakt dermatit ile ilgili mevcut verilerin bliyuk ¢ogunlugu, gunluk
hayatimizda bulunmayan gucli deneysel temas duyarlilastiricilar olan 1-floro-2,4-
dinitrobenzen (DNFB), dinitroklorobenzen (DNCB), trinitroklorobenzen (TNCB),
dimetilbenzantrasen (DMBA) oksazolon (Ox), pikril klorir (Pl) ve floresan
izotiyosiyanat (FITC)'in kullanildigi CHS modellerinden elde edilmistir. Bu molekuller,
benzersiz kimyasal ve immunolojik Ozelliklere ve insan AKD’sinden sorumlu
haptenlerin gogundan farkl olarak ¢ok gugli proinflamatuvar 6zelliklere sahiptirler
(9,16-18).
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1-floro-2,4-dinitrobenzen, alerjik deri  hastaliginin  bircok  6zelliginin
arastinlmasinda yararli olan ve yaygin olarak kullanilan kimyasal bir haptendir.
Gunumuzde bilinen birgok mekanizma DNFB kullanilarak olusturulan CHS modeliyle
aciklanmistir. Ornegin; nétrofillerin, satasma fazindaki kilit rolleri, mast hicrelerinin
kontakt hipersensitivitedeki rolunun netlestiriimesi gibi birgok olay bu model ile yapilan
calismalarla agiklanmistir (18).

1-floro-2,4-dinitrobenzen ile farkh fare turlerinde CHS modeli basariyla
uygulanabilmektedir. Ayrica DNFB farelerde belirgin bir toksisiteye yol agmamaktadir.
Bu nedenle alerjik kontakt dermatit arastirmalari icin tercih edilen bir laboratuvar
modelidir (18).

Tam bu nedenler ve deney prosedurinin agikga belirlenmis olmasi sebebiyle
alerjik kontakt dermatiti inceledigimiz bu c¢alismamizda DNFB ile olusturulan CHS

modelini tercih ettik.

HIDROJEN SULFUR

H2S, ¢urik yumurta kokusunda, renksiz ve yanici bir gazdir. Hidrojen sulfur -
82,3 °C’de erir ve -60,3 °C’de kaynar. Su ve alkolde ¢6zunudr. H2S suyun kikurt
analogudur, gesitli maddeler tarafindan sulflr dioksit ve sulfurik aside oksitlenebilir.
Suyun aksine molekuller arasi baglar zayif oldugu icin oda kosullarinda gaz halde
bulunur (51,52).

Memeli viicudunda fizyolojik pH’da H2S’nin Ugte biri ayrismamis olarak ve Ugte
ikisi H* ve HS"ye (hidrosulfit iyonu) ayrismis halde bulunur. Sodyum hidrosulftr
(NaHS), Na* ve HS’ye ayristigi icin yaygin olarak H2S donérl olarak kullanilir. HS-
daha sonra H2S olusturmak igin H* ile kismi olarak baglanir. Hz2S lipofiliktir ve plazma
zarlarina serbestce nufuz eder. Kismi ayrisma gegirgenligi bir miktar azaltabilir (52,53).

Uzun yillar H2S’nin zehirli bir gaz oldugu dusunudlmistir. Ancak memelilerde
endojen varliginin saptanmasi, enzimatik Uretiminin karakterize edilmesi ve
ndéromodulatér olarak rolunin kesfedilmesinden sonra nitrik oksit (NO) ve
karbonmonoksit (CO) gibi Gglncu bir gaz transmitter (sinyal molekult) oldugu kabul
edilmigtir. H2S’nin kardiyovaskuler, ndrolojik, ireme ve endokrin sistemlerde gesitli
biyolojik islevlere sahip oldugu bulunmustur (54-56). Sedef hastaligi, melanom ve diger
dermatozlar gibi c¢esitli dermatolojik hastaliklarla H2S’nin  Uretiminin  degistigi

gOsterilmigtir (54,55).
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Hidrojen Silfir Biyosentezi

H2S, memelilerde major olarak sistatiyonin B-sentaz (CBS), sistatiyonin y-liyaz
(CSE) ve mindr olarak sistein amino transferaz (CAT)/3-merkaptopiruvat
sulfurtransferaz (3-MST) enzim ikilisi ile L-sistein aminoasitinden sentezlenir (Sekil 1)
(19,22,55). Endojen H2S Uretimi icin tek substrat L-sisteindir. CBS ve CSE, dokularda
yaygin olarak bulunur ancak bazi dokularda yogunluklari degisiklik gosterir. Ornegin;
CBS, merkezi sinir sistemi, beyin ve bobreklerde; CSE kardiyovaskuler sistem,
karaciger, ince bagirsak ve midede daha baskin olarak bulunur. Ayrica karaciger ve
bobrek gibi bazi dokularda her iki enzim de H2S olusumuna katkida bulunur.
3MST/CAT enzim ikilisi, noéronlar, kalp, vaskller endotel, karaciger, bébrek ve diz
kaslarda lokalizedir (53,55).

Enzimatik yolaklara ek olarak, H2S enzimatik olmayan yollar ile Uretilebilse de
bu yollar bugiine kadar deride tanimlanmamistir. Ornegin; H2S, glikoliz yoluyla
saglanan elektron donodrleri olarak NADH veya NADPH' iceren glutatyon (GSH)
varliginda elemental sulfarin indirgenmesiyle bagh kukurtten H2S olusmasi ya da
ferredoksinler ve Rieske proteinleri gibi oksidasyon reduksiyon reaksiyonlarina

girebilen, demir-kikurt proteinlerinden salgilanmasi gibi yollarla Gretilebilir (55).
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L-Sistein

Sekil 1. H2S biyosentezi

CBS: sistatiyonin B-sentaz, CSE: sistatiyonin y-liyaz, CAT: sistein amino transferaz, 3MST:
3-merkaptopiruvat sulfirtransferaz, H,S: hidrojen silfir.

Hidrojen Sulfur Metabolizmasi

H2S katabolizmasi farkh yollarla gergeklesmektedir. Ana yolak, H2S’nin
mitokondride oksidasyona ugrayarak once tiyosiilfata (S203?") daha sonra ise siilfit
(SOs%) ve slilfata (S04%) donlUsmesidir. H2S’nin  oksidasyonu muhtemelen
mitokondride elektron tasinmasi kaynakli enzimatik olmayan bir sirectir fakat
superoksit dismutaz da bu reaksiyonu katalize edebilir. Sonug¢ olarak fizyolojik
kosullarda H2S’nin son GrGnu sulfattir.

H2S’nin ikinci bir metabolik yolagi sitozolde gergeklesen tiyol S-metiltransferaz
(TSMT) enzimi tarafindan metantiyol (CHsSH) ve dimetilstlfire (CHsSCHs)
metilasyonudur.

Son olarak Hz2S, kolonda rodanaz enzimiyle tiyosiyanata (SCN") metabolize olur
(53).

H2S'nin  deri  hdcrelerindeki metabolizma sureci henlz tam olarak
aydinlatilamamigtir. insan derisi fibroblastlarinda ana metabolizma yolag!
mitokondride oksidasyona ugradigi yolaktir (55).
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Hidrojen Sulfuriun Derideki Etkileri

Dogal termal sularda banyo yapmak kukurt iceriginin etkisi ile yara iyilesmesi,
akne, rozasea, uyuz, atopik dermatit, sedef hastaligi ve Urtiker Gzerinde olumlu etkiler
gosterir (44). DNCB ile olugturulan topik dermatit modelinde, yuksek kukurt, klor ve
kalsiyum iceren maden suyu ile tedavi uygulanarak yapilmis bir calismada kasinma
davranisinin, cilt lezyonlarinin siddetinin azaldigi ve serum IgE, IL-1, IL-13 seviyelerini
dustugu gosterilmigtir (57). Fakat kukartli termal sularla yapilan galigmalarda yalnizca
kukartin etkisinin olmadigi, icerigindeki tuzlar, pH, sicaklik hatta plasebo etkisinin de
tedavide etkili olabilecegi disunulmelidir (55).

Deride endojen H2S'nin vazodilatasyon, hicre proliferasyonu, apoptoz ve
inflamasyon gibi dnemli fonksiyonlarin duzenlenmesinde rol aldigi gosterilmigtir. H2S,
dusuk konsantrasyonlarda fizyolojik dizenleyici ve modulator etki gosterir; bu dozlarda
sitoprotektif, antioksidan ve antiinflamatuvar etkilidir. Dislk konsantrasyonlarda ayrica
keratinosit proliferasyonunu uyarir. Yuksek konsantrasyonlarda prooksidan ve

proapoptotik etki olusturur. Bu H2S’nin ikili farmakolojik etkisi oldugunu gosterir (19,55).

Hidrojen Sulfiiriin Kasintidaki Rolii

Kasinti, kasinma refleksine neden olan, agriya benzer fakat agridan bagimsiz
bir fizyolojik kendini koruma mekanizmasidir. Kasinti hissi rahatsiz edicidir ve yasam
kalitesini bilylk oranda etkiler. inflamatuvar deri hastaliklari, sistemik hastaliklar,
noropatik durumlar ve psikolojik bozukluklar kasintiyi tetikleyebilir (21,54). Kasinti,
kasinma ile gegici olarak giderilse bile kaginti-kasinma donguleri cilt problemlerini daha
da siddetlendirir (54).

H2S'nin bagisiklik tepkilerinin modulasyonundaki rolini anlamak igin, eksojen
H2S verilerek ya da endojen olarak H2S Ureten enzimleri inhibe ederek galismalar
yapilir (19).

H2S dogrudan uygulanmaz. Bunun yerine yaygin olarak, hizli saliveren donorler
(NaHS ve NazS gibi H2S tuzlari) veya yavas saliveren donoérler (prototipik ajanlardan
biri olan morfolino bilesigi, GYY4137) terapodtik etki amaciyla kullanilirlar (19,56).
Naproksen HBTA hem Na2S hem de NaHS donéridur (55).

H2S biyosentezinin inhibisyonu i¢cin CBS, CSE ve 3-MST'nin gegici veya kalici

olarak inhibisyonu veya bu enzimlerden birinin eksik oldugu fareler kullanilir. Ornegin,
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aminooksiasetat (AOAA), bazi enzimatik olmayan H2S Uretim yollarinin yani sira
CSE'yi ve CBS'yi inhibe ederek H2S sentezini engeller (19).

Yapilan galigsmalarda tim immun hucrelerin endojen H2S'yi degisen oranlarda
sentezledigi ve H2S'nin sitokin sentezi ve saliveriimesinde anahtar bir rol oynadigi
gOsterilmigtir (19).

Rodrigues ve ark. (21) tarafindan yapilan bir ¢alismada histamin ve 48/80 ile
kasinti olusturulan farelere lokal (intradermal) olarak Na2S, Lawesson reaktifi ve yavas
salimli H2S dondru GYY4137 uygulanmig ve H2S dondrlerinin kasintiyr azalttigi
gOsterilmigtir.

Alshorafa ve ark. (20) tarafindan yapilan bir calismada, psoriazis hastalarinin
serum H2S seviyeleri incelenmek Uzere 15 sedef hastasi ve 15 saglikl insan ile
calisiimistir. Calisma sonucunda psoriazis hastalarinda serum H2S seviyelerinin
anlaml derecede dusuk oldugu gosterilmistir.

Sanchez ve ark. (58) tarafindan yapilan bir diger calismada, farelerde Ser-Leu-
lle-Gly-Arg-Leu-NHz (SLIGRL-NH?2) ile olusturulmus bir kasintt modelinde, H2S’nin hizli
saliveren dondru (NaHS) ve yavas salinim gosteren dondrid GYY4137, kasinti
davranisinda doza bagl olarak dnce azalan sonrasinda doz arttikga artan U seklinde
bir profil olusturdular.

H2S dondrlerinin  AKD'nin  patofizyolojisi Uzerindeki etkisini arastiran bir
calismaya rastlanmamistir. H2S donodrlerinin T lenfosit fonksiyonlarini etkilemesi ve
interferon-gama (IFN-y), interleukin 2 (IL-2), IL-4, IL-5 sentezini veya saliverilmesini

etkilemeleri beklenebilir ve bu nedenle tedavide rol oynayabilir.
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GEREG VE YONTEMLER

Bu calisma, Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
28.05.2021 tarih ve 2021.05.02 karar numarasi ile onaylandiktan sonra (EK-1), Trakya
Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Birimi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal
Unitesinde gergeklestirilmistir. Calismamiz Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (TUBAP-2021/94) Komisyonu tarafindan desteklenmistir.

HAYVANLAR VE ETIK

Calisma icin 8-10 haftalik, 20-30 g agirliginda 80 adet BALB/c disi fare Trakya
Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Birimi'nden temin edilmistir. Hayvanlar deney
suresince standart laboratuvar kosullarinda (12 saat aydinlik/karanhk dongusu, %50
5 nem ve 21 + 2 °C sicaklik) bireysel havalandirmali kafes sisteminde (Tecniplast,
Buguggiate, Italya) barindiriimistir. Standart bir laboratuvar diyetiyle beslenmis ve ad
libitum su verilmistir. Bu galismanin deneysel prosedurleri National Academies Press

(NAP) Guide for the Care and Use of Laboratory Animals’e gore yurutilmustar (59).
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REAKTIF VE ANTIKORLAR

1-floro-2,4-dinitrobenzen (DNFB), zeytinyagi ve sodyum sulfir (Na2S) Sigma
Aldrich (MO, ABD), aseton Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan satin alinmistir.
Immdiinohistokimyasal analizde kullanilan primer antikorlar olan anti-CD4 antikoru ve

anti-CD8 antikoru Santa Cruz Biotechnology (CA, ABD) firmasindan satin alinmistir.

CALISMA TASARIMI

Seksen BALB/c disi fare rastgele lokal veya sistemik olmak Gzere iki ana gruba
ayrildi. Her ana grup kendi igcinde bes alt gruba ayrildi. Sistemik tedavi gruplari kontrol,
CHS, CHS+Na2S (0.2 mg/kgl/i.p.), CHS+NazS (2 mg/kgl/i.p.), CHS+NazS (20
mg/kg/i.p.) olarak belirlendi. Lokal tedavi gruplari kontrol, CHS, CHS+Na:S (1
nmol/kulak/i.d.), CHS+Na2S (3 nmol/kulak/i.d.), CHS+Na2S (10 nmol/kulak/i.d.) olarak
ayrildi. Sistemik ve lokal gruplarin deney protokoll Tablo 1 ve Tablo 2’de sunuldu.

Deneysel CHS modeli, Manresa (18) tarafindan acgiklanan yéntemde minimal
degisiklikler yapilarak gerceklestirildi.

Deneysel CHS modeli DNFB kullanilarak olusturuldu. DNFB kullaniimadan
hemen dnce aseton/zeytinyagdi (4:1 v/v) karisiminda ¢oézulda. Farelerin karin boélgesi
elektrikli tiras makinesi ile tiras edildi (Sekil 2). Duyarlilasma, 1. ve 2. glinlerde karin
bélgesine %0,2'lik 100 mikrolitre DNFB solUsyonu uygulanarak olusturuldu (Sekil 3).
7. gunde, farelerin her iki kulagina 20 mikrolitre %0,3 DNFB uygulanarak satasma
yapildi (Sekil 4). Kontrol gruplarina ise sadece aseton/zeytinyagi (4:1 v/v) karigimi
uygulandi.

H2S dondérl olan Na2S tedavi gruplarina farkli konsantrasyonlarda, sistemik
(Sekil 5) 0,2-2-20 mg/kg/i.p. veya lokal (Sekil 6) olarak 1-3-10 nmol/her iki kulak/i.d.
satasmadan 3 saat ve 25 saat sonra uygulandi. Hem lokal hem de sistemik
uygulamalarda ¢dzlicu olarak fizyolojik salin (%0,9 NaCl) kullanildi. Sistemik
uygulamalarda hacim 0.1 ml iken, lokal uygulamalar i¢in 10 mikrolitre hacim kullanildi.
Lokal enjeksiyonlardan 6nce hayvanlara ketamin/ksilazin anestezisi yapildi. Kulak
kalinhgi (Sekil 7) ve kagima sayisi (Sekil 8) enjeksiyondan 24 saat ve 48 saat sonra
degerlendirildi. Olclimlerin 48. saatinde anestezi altinda kalpten kan alinarak étenazi
uygulandi. Toplanan kan 2000 rpm'de 20 dakika santriflij edilerek serum elde edildi ve
ELISA élgimleri yapilana kadar -80 °C'de saklandi. Ardindan sag ve sol kulak dokulari

alindi. Her grup icin, ilk dért hayvandan alinan sag kulaklar ve diger dort hayvandan
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alinan sol kulaklar ELISA ile sitokin seviyelerini 6lgmek icin -80 °C'de saklandi. Benzer

sekilde, karsi kulaklar nétral formaldehitte sabitlendi ve hematoksilen/eozin, toluidin ve
immunohistokimyasal boyamalar igin ayrildi.

Tablo 1. Sistemik tedavi gruplari

Kontrol grubu (sistemik)

¢ (i.p.) C(i-p.)
D D V E u % u = Kulak D
I I : : =°—KanD ]E
1 2 7 8 9
CHS model grubu (sistemik)

¢(i-p.) Cli.p.)

D‘ D S ¢ E ¢
l I : ! 10 o JE
1 2 7 8 9

CHS + Na2S 0,2 mg/kg/i.p. tedavi grubu

0,2 mg/kg NazS (i.p.)

b

» To
N =0

S
1
1
7

© <

0 e IE

CHS + Na2S 2 mg/kg/i.p. tedavi grubu

2 mg/kg NazS (i.p.)

P

=T O
N T O

S
1 m— Kulak D

I o—KanD ]E
7

© ——<a
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Tablo 1. (Devam) Sistemik tedavi gruplari

CHS + Na2S 20 mg/kg/i.p. tedavi grubu

20 mg/kg NazS (i.p.)

T O
N =T O
N . n

D: Duyarhlastirma (sensitizasyon) (100 pl %0,5 DNFB karin cildine 2 gln)

V: DNFB ¢o6zicu (4:1 v/v aseton/zeytinyagi karisimi)

S: Satasma (elisititazyon) (20 ul %0,3 DNFB kulak basina, kulagin her iki yGzine)

C: H2S dondri ¢oziicusu (Serum fizyolojik sistemik gruplarda 0,1 ml; lokal gruplarda 10 pl)
l] : Kulak kalinhgi ve kasinti élgiimleri

¢ : Otenazi

E: Elisa dlgimleri (Sag kulak dokusu veya kan dokusundan) + Histolojik analizler sol kulak
kepgesinden

Tablo 2. Lokal tedavi gruplari

Kontrol grubu (lokal)

¢ (i.d.) c(i.d.)
b b v u % u = Kulak D
I I : : :O—KanD ]E
1 2 7 8 9
CHS model grubu (lokal)
¢ (i.d.) ¢ (i.d.)

= Kulak D
O = Kan D ]E

b =
© 4+ <

—1BH
o L

e pll =
N+ O
N = 0
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Tablo 2. (Devam) Lokal tedavi gruplari

CHS + Na2S 1 nmol/kulak/i.d./10 ul tedavi grubu

1 nmol/kulak Na2s (i.d.)

D D S % u % a Kulak D
| | : : 10 o E
1 2 7 8 9
CHS + Na2S 3 nmol/kulak/i.d./10 ul tedavi grubu
3 nmol/kulak Naz2$ (i.d.)
D D s % ) % ¢
l : : : 102, e
1 2 7 8 9

CHS + Na2S 10 nmol/kulak/i.d./10 pl tedavi grubu

10 nmol/kulak Naz2S$ (i.d.)

N

0 s JE

» T O
N =4O

S
1
T
7

D: Duyarhlastirma (sensitizasyon) (100 pl %0,5 DNFB karin cildine 2 guin)

V: DNFB ¢6zlcl (4:1 v/v aseton/zeytinyadi karigimi)

S: Satagma (elisititazyon) (20 pl %0,3 DNFB kulak bagina, kulagin her iki ytzine)

C: H2S dondri ¢odzicusu (Serum fizyolojik sistemik gruplarda 0,1 ml; lokal gruplarda 10 pl)
l] : Kulak kalinhgi ve kaginti dlguimleri

¢ : Otenazi

E: Elisa dlgimleri (Sag kulak dokusu veya kan dokusundan) + Histolojik analizler sol kulak
kepgesinden

KASINMA DAVRANISI OLCUMU
Kasinma sayisi, satasma sonrasi 24. ve 48. saatlerde degerlendirildi. Kagsima

davranislari odanin tavanina takilan bir video kamera ile 1 saat boyunca kaydedildi.
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Kayitlar ses gegirmez bir odada ayni 1sik yogunlugunda yapildi. Kayitlardan otuz
dakika once, hayvanlar ortama aligmalari igin ses gegirmez odaya alindi. Tipik olarak,
fareler saniyede birkag kasinma gergeklestirmistir ve boyle bir tepki bir kagsinma ndbeti
olarak degerlendirildi (60,61).

KULAK KALINLIGI OLGUMU
Ayni aragtirmaci, 0,01 mm hassasiyete ve £ 0,04 mm dogruluga sahip bir dijital
kumpas (Accud, istanbul, Tirkiye) kullanarak her iki kulagin kalinligini calismadan bir

gun once ve satagsmadan 24 ve 48 saat sonra olgmusgtur.

SITOKIN SEVIYELERININ OLCUMU

Kulak dokulari tartildi ve makasla klglk parcalar halinde kesildi. Daha sonra
kilitli mikrosantrifuj tiplere (Eppendorf, Hamburg, Almanya) alindi. 1 mg doku igin 10
mikrolitre PBS pH 7.4 (Invitrogen, MD, ABD) eklendi. Ardindan uygun miktarda 0,9-2,0
mm paslanmaz celik boncuklar (Next Advance, NY, ABD) mikrosantriflj tlplerine
eklendi. Tupler bullet blender icine yerlestirildi ve numuneler 10 dakika boyunca
cihazin 8. hizinda homojenize edildi. Ornekler 4°C'de 14000 rpm'de 20 dakika santrifij
edildi ve sUpernatantlar enzim bagll immunosorbent testi (ELISA) icin toplandi.
Supernatant protein konsantrasyonlari nanodrop cihazi (Mecasys, Daejeon, Kore)
kullanilarak mg/ml olarak élcildi. interferon-y (IFN-y), interlokin 2 (IL-2), IL-4 ve IL-5
sitokin konsantrasyonlari Ureticinin (Andy Gene, Pekin, Cin) dnerilerine gore sandvi¢
ELISA kiti kullanilarak ol¢uldu. Sitokin konsantrasyonlari pg/ml veya pg/mg protein

olarak ifade edildi.

HISTOLOJIK ANALIizZ

Farelerin sag kulaklarinin Gst kisimlari %10 nétral formalin iginde sabitlendi,
parafine gomuldiu ve 5 um'lik dilimler halinde kesildi. Kesitler derinin morfolojik yapisini
gorsellestirmek icin hematoksilen ve eozin (H&E) ile ve mast hucrelerinin (MCs)
sayisini degerlendirmek igin toluidin mavisi (TB) ile boyandi.

H&E ile boyanmis slaytlar 40X-100X-200X-400X buyutmelerde 1sik mikroskobu
(Olympus BX51) kullanilarak analiz edildi. Kantitatif histolojik hasar skoru (0: degisiklik
yok; 1: hafif; 2: orta; 3: siddetli; ve 4: ¢ok siddetli) hiperkeratoz, parakeratoz, apoptotik
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keratinositler, lenfosit ekzositozu, spongioz, lenfositik ve nétrofilik infiltrat, foliktler
infiltrasyon, vazodilatasyon ve perivaskuler infiltrasyona gére yapildi (62).

Epidermis ve dermisin kalinliklari Olympus BX51 1sik mikroskobu kullanilarak
100x blyutmede H&E boyama ile tanimlandi. Epidermis (stratum corneum'dan
stratum basale'ye) ve dermis (bazal membrandan hipodermise) kalinligi, alinan
mikrograflar Uzerinde AxioVision Rel 4.8 yazilimi kullanilarak iki koér goézlemci
tarafindan olguldu. Fare basina iki lam boyandi ve her lamda rastgele bes dlgim
incelendi.

Metakromatik MC'lerin dagilimi ylzeysel (subepidermal) ve perifolikiler
dermisten ylksek buyutmede (x400) degerlendirildi. MC'ler kesit basina secilen 10

alanda sayildi. Degerler % sayilan hicre sayisi olarak ifade edildi.

IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZ

Kontrol ve lezyonlu doku oOrnekleri Uzerinde immunohistokimyasal inceleme
yapildi. Formalinle fikse edilmis ve parafine gdmulmus kulak dokulari 5Sum kalinhiginda
kesildi. immunohistokimyasal islem icin kesitler deparafinize ve rehidrate edildi ve Isi
aracil bir antijen geri kazanimi gercgeklestirildi. Kesitler daha sonra 10 dakika boyunca
%3 hidrojen peroksite maruz birakildi. Primer antikorlarla bir gece inkibasyondan
sonra anti-CD4 antikoru (Santa Cruz, MT310, sc-19641, 1:50 dilusyon); anti-CD8
antikoru (Santa Cruz, D-9, sc-7970, 1:100 dilisyon) ve peroksidaz konjuge sekonder
antikorlar uygulandi. immiinoreaktivite diaminobenzidin (Vector Laboratories) ile
gorsellestirildi ve hematoksilen ile kargi boyama yapildi. CD4 ve CD8 pozitif hicreler
rastgele secilen 10 alanda mikroskop altinda yuksek buyutmede (400x) degerlendirildi.

Veriler kesit basina hlicre sayisi yluzdesi olarak ifade edildi.

ISTATISTIKSEL ANALiz

Kulak kalinhigr ve kasinti sayilarinin zamana gore degisimi, tekrarlanan
Olcumlerde iki yonlu varyans analizi, post hoc Tukey testi kullanilarak degerlendirildi.
Epidermis + dermis kalinligi ve ELISA dlgumleri tek yonlu varyans analizi ve ardindan
Tukey testi kullanilarak degerlendirildi. Doku hasari skoru ve CD4* ve CD8* T
hdcrelerinin  immunoreaktivite yuzdesi Kruskal-Wallis, post hoc Dunn's ¢oklu

karsilastirma testi kullanilarak degerlendirildi.
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istatistiksel analizler icin GraphPad Prism siiriim 6.0c (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, CA, ABD) kullanildi. Tum veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade

edildi. P degerinin 0,05'ten kuguk olmasi anlamh kabul edildi.

Sekil 2. Hayvanlarin karinlarinin Sekil 3. Duyarlilagma igin

tiras edilmesi solusyon uygulanmasi

Sekil 4. Satagma igin kulaklara Sekil 5. intraperitoneal (i.p.)

sollisyon uygulanmasi enjeksiyon
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Sekil 6. Kulaga intradermal (i.d.)

enjeksiyon

Sekil 8. Kaginti sayimi

Sekil 7. Kulak kalinhig: élgimii
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BULGULAR

Hidrojen sulfurdn alerjik kontakt dermatit Uzerine etkisini degerlendirmek Uzere
deney hayvanlarinda DNFB ile CHS modeli olusturuldu ve bu hayvanlara sistemik ve
lokal olarak hidrojen sulftiir donért Naz2S uygulandi. Na2S uygulanmasindan sonra olasi
etkileri 24. ve 48. saatlerde kagsinma davraniginin sayilmasi, kulak kalinhginin
Olculmesi, serum ve kulak dokusu IFN-y, IL-2, IL-4 ve IL-5 sitokin seviyelerinin
Olculmesi, kulak dokusundan alinan kesitte mast hiucre sayilarinin belirlenmesi ve
morfolojik yapinin incelenmesi ve immunohistokimyasal olarak CD4* ve CD8" T

hdcrelerinin sayimi ile degerlendirildi.
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HIDROJEN SULFURUN KULAK KALINLIGI UZERINE ETKISi
Hem lokal (Sekil 9A, **p<0,0001 her iki zaman noktasinda) hem de sistemik

(Sekil 9B, **p<0,0001 her iki zaman noktasinda) CHS gruplarinda 24 ve 48 saat sonra

kulak kalinhginda belirgin bir artis gozlendi. Lokal hidrojen sulfur tedavisi (1-3-10
nmol/kulak/i.d.) hem 24. saatte (Sekil 9A, #p<0,0001 tim dozlar) hem de 48. saatte
(Sekil 9A, #p<0.001, ##p<0,0001, ##p<0,0001 sirasiyla) kulak kalinhgini azaltti.
Sistemik olarak verildiginde, hidrojen sulfur tedavisi 24. saatte 0,2 ve 20 mg/kg
dozlarinda (Sekil 9B, sirasiyla #p<0,01, ##p<0,0001) ve 48. saatte 2 ve 20 mg/kg
dozlarinda (Sekil 9B, sirasiyla #p<0,01, ##p<0,0001) kulak kalinhgini azaltti.

< Kontrol
& CHS
- CHS + Na,S (1 nmol/kulak/i.d.)

 CHS + Na,S (3 nmol/kulak/i.d.)
< CHS + Na,S (10 nmol/kulak/i.d.)

0.35- —
* % *k
€ 44 e
E 0.301 >k E 0.30-
z . % ## S
£ o0.25 o E biss
txu = #Hit © @
~ X
4
t_; 0.20- ‘-; —
x >
0.15 . : .
Bazal 24 48 0.15
Saat

© Kontrol

& CHS

+ CHS + Na,S (0.2 mg/kg/i.p.)
= CHS + Na,S (2 mg/kg/i.p.)
< CHS + Na,S (20 mg/kg/i.p.)

Bazal 24 48
Saat

Sekil 9. A. Lokal; B. Sistemik hidrojen siilfir uygulamalarinin kulak kalinhgi

uzerindeki etkisi
CHS: Contact hipersensitvity; Na;S: Sodyum sulfir.

Kontrol grubuna goére *p<0,05,**p<0.0001; CHS grubuna goére #p<0,01, #p<0,001,

###1n<0,0001. Tekrarlanan dlgiimlerde iki yonli varyans analizi, post hoc Tukey testi. Veriler

ortalama = SD olarak sunulmustur (n = 14-16 kulak).
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HIDROJEN SULFURUN KASINMA DAVRANISI UZERINE ETKISI
Lokal CHS grubunda (Sekill0A, *p<0,05 her iki zaman noktasinda da), 24 ve

48 saat sonra kontrol gruplarina kiyasla kasinma sayisinda anlamli bir artis gozlendi.

Sistemi

k CHS grubunda, kulak kagsima sayisindaki artis sadece 24. saatte gozlendi

(Sekil 10B, *p<0,05). Ne lokal ne de sistemik NazS tedavisinin kagsinma sayisi tzerinde
herhangi bir etkisi olmadi (Sekil 10A-B).

100+
90+
80
70
60
50+
40
30
20
10+

Kasint1 sayisi (1 saat)

B
[ Kontrol [ Kontrol
B CHS . B CHS
CHS + Na,S (1 nmol/kulak/i.d.) CHS + Na,S (0.2 mg/kg/i.p.)
CHS + Na,S (3 nmol/kulak/i.d.) CHS + Na,S (2 mg/kg/i.p.)
CHS + Na,S (10 nmol/kulak/i.d.) 3 CHS + Na,S (20 mg/kg/i.p.)
100+
= 901
% § 80
= 701
@ 601
,,,,, % 50.
g 40
S 304
£ 2
- 0

™ D
v Saat ¥

Sekil 10. A. Lokal; B. Sistemik hidrojen siilfir uygulamasinin kasima sayisi

uzerindeki etkisi
CHS: Contact hipersensitvity; Na;S: Sodyum sulfir.

Kontrol grubuna gére *p<0,05. Tekrarlanan dlgumlerde iki yonli varyans analizi, post hoc
Tukey testi. Veriler ortalama + SD olarak sunulmustur (n = 7-8).
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HIDROJEN SULFURUN DERI VE SERUM SITOKIN

KONSANTRASYONLARI UZERINE ETKiSi

Satasma sonrasi 48. saatte alinan serumda IL-2 duzeyi lokal CHS grubunda
belirgin sekilde artarken, sistemik CHS grubunda enjeksiyonlarindan sonra
degismemistir (Sekil 11A-B, *p<0,05). Lokal hidrojen silfir tedavisi (1-3-10
nmol/kulak/i.d.) CHS grubuna kiyasla serum IL-2 seviyesini duslrdl (Sekil 11A,
#p<0,01, #p<0,05, #p<0,01 sirasiyla). CHS ve hidrojen silfir tedavisini takiben serum
ve deri dokusu IFN-y, IL-4 ve IL-5 sitokin konsantrasyonlarinda fark bulunmadi (Sekil
11A-B ve Sekil 12A-B).
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IFN-y IFN-y

[23 Kontrol

E CHS

CHS + Na,S (1 nmol/kulak/i.d.)
CHS + Na,S (3 nmol/kulak/i.d.)
B2 CHS + Na,S (10 nmol/kulak/i.d.)

[£] Kontrol

B CHS

CHS + Na,S (0,2 mg/kg/i.p.)
CHS + Na»S (2 mg/kg/i.p.)
B8 CHS + Na,S (20 mg/kg/i.p.)

pg/ml

pg/mi

IL-2

1001 [ Kontrol
g gﬂgrm 1 Sﬂﬁ + NasS (0.2 mg/kg/i.p.)
CHS + Na,$ (1 nmol/kulak/i.d.) ool CHS + Na.S (2 mgkglip)

CHS + Na,S (3 nmol/kulak/i.d.)

CHS + Na,S (20 mg/kgi.p.
) CHS + Na,S (10 nmol/kulak/i.d.) = 28 (20 mglkg/i.p.)

pa/mi
pg/mi

40

20

8004
[ Kontrol

B CHS 600
CHS + Na;S (1 nmol/kulak/i.d.)
CHS + NasS (3 nmol/kulak/i.d.)
BEA CHS + Na,S (10 nmol/kulak/i.d.)

] Kontrol

B CHs

CHS + Na,S (0,2 mg/kg/i.p.)
CHS + Na;S (2 mg/kg/i.p.)
B3 CHS + Na,S (20 mg/kg/i.p.)

400

pg/ml
pg/ml

2004

1 Kontrol

B CHs

CHS + NasS (1 nmol/kulak/i.d.)
CHS + Na;S (3 nmol/kulak/i.d.)
B CHS + Na,S (10 nmol/kulak/i.d.)

3 Kontrol

E CHs

CHS + Na,S (0,2 mg/kg/i.p.)
CHS + NasS (2 mg/kg/i.p.)
B CHS + Na,S (20 mg/kg/i.p.)

pa/ml
pg/ml

Sekil 11. A. Lokal; B. Sistemik hidrojen sulfur uygulamasinin serum sitokin duzeyleri tizerinde etkisi
CHS: Contact hipersensitvity; Na,S: Sodyum siilfiir. Kontrol grubuna gére *p<0,05; CHS grubuna gore #p<0,05, #p<0,01. Tek

yonlu varyans analizi, post hoc Tukey testi. Veriler ortalama + SD olarak sunulmustur (n = 6-7)
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>
ve)

IFN-y IFN-y

=) Kontrol

E CHs

CHS + Na,S (1 nmol/kulak/i.d.)
CHS + Na,S (3 nmol/kulak/i.d.)
B3 CHS + Na,S (10 nmol/kulak/i.d.)

[Z Kontrol

B CHS

CHS + Na,S (0,2 mg/kg/i.p.)
CHS + Na,S (2 mg/kg/i.p.)
B CHS + Na,S (20 mg/kg/i.p.)

pa/mg protein
pg/mg protein

IL-2 L2

® = Kontrol [£ Kontrol
g B cHs i B cHs _
o ® CHS + Na,S (1 nmol/kulak/i.d.) o CHS + NayS (0,2 mg/kg/i.p.)
: CHS + Na,S (3 nmol/kulak/i.d.) ; CHS + Na,S (2 mg/kg/i.p.)
"5‘: 20 B CHS + Na,S (10 nmol/kulak/i.d.) % & CHS + NayS (20 mg/kg/i.p.)
(=% o

L4

(& Kontrol

B CHs

CHS + Na,S (0,2 mg/kg/i.p.)
CHS + Na,S (2 mg/kg/i.p.)
B CHS + Na,S (20 mg/kg/i.p.)

= Kontrol

B CHS

CHS + Na,S (1 nmol/kulak/i.d.)
CHS + Na;S (3 nmol/kulak/i.d.)
BEA CHS + NaS (10 nmol/kulak/i.d.)

pg/mg protein
pg/mg protein

IL-5

3 Kontrol

B CHS

CHS + Na,S (1 nmol/kulak/i.d.)
CHS + Na,S (3 nmol/kulak/i.d.)
B CHS + Na,S (10 nmol/kulak/i.d.)

3 Kontrol

B CHs

CHS + Na,S (0,2 mg/kg/i.p.)
CHS + NazS (2 mg/kg/i.p.)
B4 CHS + Na-S (20 mg/kg/i.p.)

pag/mg protein
pa/mg protein

Sekil 12. A. Lokal; B. Sistemik hidrojen silfiir uygulamasinin deri dokusu sitokin diizeyleri lizerine etkisi

CHS: Contact hipersensitvity; Na,S: Sodyum sulftr. Tek yénli varyans analizi, post hoc Tukey testi. Veriler ortalama + SD olarak

sunulmustur (n = 6-7)
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HIDROJEN SULFURUN HiSTOLOJIK DEGIiSIKLIKLER UZERINE ETKiSi

Hematoksilen & Eozin Boyamasi

Tedavi edilmemis farelerin (lokal ve sistemik kontroller) H&E boyali kesitlerinden elde edilen fotomikrograflar, iyi
tanimlanmis epidermal ve dermal katmanlara sahip normal deri yapisi goruldu. Keratin tabakasi iyi sekillenmisti ve epidermisin
en Ust tabakasinin hemen bitisiginde yer aliyordu (Sekil 13-a,f). CHS gruplarinda hafif ila orta derecede hiperkeratoz veya
parakeratoz goruldu. Keratinositler arasinda piknotik ¢ekirdeklerle apoptoz tespit edildi. Etkilenen kulak derisinin diger histolojik
Ozelligi epidermal 6dem (spongiozis) idi. Cogunlukla nétrofilik ve daha az lenfoid infiltrat hem epidermis hem de dermiste
lokalize olmustu. Papiller dermiste ciddi sekilde genislemis kiiclik kan damarlari ve fokal ve yaygin inflamatuvar infiltrat goraldi

(Sekil 13-b-e, g-)).
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Sekil 13. Kulak dokusu H&E boyamalari
a) lokal kontrol, b) lokal CHS, ¢) CHS + Na2S (1 nmol/kulak/i.d.), d) CHS + Na2S (3 nmol/kulak/i.d.), €) CHS + NazS (10 nmol/kulak/i.d. ), f) sistemik
kontrol, g) sistemik CHS, h) CHS + NazS (0,2 mg/kg/i.p.) i) CHS + NazS (2 mg/kg/i.p.) j) CHS + NazS (20 mg/kg/i.p.). 200X. Siyah ok: apoptotik keratinosit,
ok basi: spongioz, yildiz: nétrofil, mavi ok: lenfosit, p: parakeratoz.

CHS: Contact hipersensitvity; Na2S: Sodyum slfir.
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Histolojik Hasar Skoru

Histopatolojik kriterlere gore satasma sonrasi 48. saatte lokal ve sistemik CHS
gruplarinda kontrol grubuna gore histolojik skorda artig goruldu (**p<0,001). 3 ve 10
nmol/kulak/i.d. Naz2S ve 20 mg/kg/i.p. Na2S'nin i.p enjeksiyonu doku hasar gelisimini
azaltti. Ancak CHS grubuna gore hasar skorundaki azalma istatistiksel anlamli degildi

(Sekil 14A-B).

A B
s *] O3 Kontrol s s O Kontrol
2 I CHS S4  x W CHS
» CHS + Na,$ (1 nmol/kulak/i.d.) [ CHS + Na,$ (0.2 mg/kg/i.p.)
a CHS + Na,$ (3 nmol/kulak/i.d.) 9, CHS + Na,$ (2 mg/kglip.)
2 3 CHS + Na,S (10 nmol/kulak/i.d.) £ 2 ] CHS + NayS (20 mg/kgli.p.)
a Q, 1

Sekil 14. A. Lokal; B. Sistemik tedavi gruplari i¢gin doku hasar skoru

CHS: Contact hipersensitvity; Na2S: Sodyum sulfir.
Kontrol grubuna kiyasla *p<0,01. Kruskal-Wallis, post hoc Dunn's coklu karsilastirma testi. Veriler

ortalama £ SD olarak sunulmustur.
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Epidermis + Dermis Total Kalinligi

DFNB, epidermis + dermis kalinligini lokal ve sistemik CHS gruplarinda arttirdi
(**p<0,0001). lokal 3 nmol\kulak\i.d., 10 nmol\kulak\i.d. ve sistemik 20 mg/kg/i.p. NazS
uygulamalari epidermis + dermis kaliniginda azalmaya yol agti (*p<0,0001,
#1<0,0001 ve #p<0,01 sirasiyla, Sekil 15A-B).

150
[ Kontrol

B CHS

CHS + Na,S (1 nmol/kulak/i.d.)
CHS + Na,S (3 nmol/kulak/i.d.)
3 CHS + Na,S (10 nmol/kulak/i.d.)

[ Kontrol

I CHS

CHS + Na,S (0.2 mg/kgfi.p.)
CHS + NayS (2 mg/kg/i.p.)
E3 CHS + Na,S (20 mg/kg/i.p.)

100

Epidermis + Dermis kalinh@i (pm)
Epidermis + Dermis kalinligi (nm) m

Sekil 15. A. Lokal; B. Sistemik tedavi gruplari i¢in epidermis + dermis kalinhgi

CHS: Contact hipersensitvity; Naz2S: Sodyum sdilfir.
Kontrol grubuna gore *p<0,0001; CHS grubuna gore #p<0,05, #p<0,0001. Tek yonll varyans analizi,
post hoc Tukey testi. Veriler ortalama + SD olarak sunulmustur.
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Toluidin Boyamasi
Sekil 16°'da toluidin mavisi ile etiketlenmis MC'ler gosterildi. Metakromatik

hicreler dermiste sayildi. Mast hucrelerinin 48. saatteki sayilari kargilastinldiginda,

kontrol ve CHS gruplar arasinda bir fark gézlenmedi.

200+ 250
7 3 Kontrol 5 [ Kontrol
% 1504 Wl CHS % Il CHS
» CHS + NaS (1 nmol/kulak/i.d.) [ CHS + Na,S (0.2 mg/kgfi.p.)
_g 100 CHS + Na,S (3 nmol/kulaksi.d.) 'g CHS + Na,$S (2 mg/kgfi.p.)
2 [ CHS + Na,S (10 nmol/kulak/i.d.) 2 CHS + Na,S (20 mg/kgfi.p.)
I f:
= =

LE

Sekil 16. A. Kulak dokusu toluidin mavisi boyamalar B. Lokal tedavi gruplarinda

mast hiicre sayisi. C. Sistemik tedavi gruplarinda mast hiicre sayisi

a) lokal kontrol, b) lokal CHS, ¢) CHS + Naz2S (1 nmol/kulak/i.d.), d) CHS + NazS (3 nmol/kulak/i.d.),
e) CHS + Na2S (10 nmol/kulak/i.d. ), f) sistemik kontrol, g) sistemik CHS, h) CHS + NazS (0,2
mg/kg/i.p.) i) CHS + NazS (2 mg/kg/i.p.) j) CHS + NazS (20 mg/kg/i.p.). 200X. Siyah ok: mast hicresi.
Kruskal-Wallis, post hoc Dunn's ¢oklu karsilastirma testi. Veriler ortalama + SD olarak sunulmustur.

CHS: Contact hipersensitvity; Na2S: Sodyum sulfir.
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HIDROJEN SULFURUN T HUCRE iNFILTRASYONU VE FARKLILASMASI
UZERINE ETKIiSi

Lokal Tedavinin Etkisi

immiinohistokimyasal profil, yaygin CD8* ve fokal CD4* eksprese eden atipik
lenfositler gozlendi. DNFB ile indiklenen CHS gruplarinda CD8* hlicre yluzdesi CD4*
hicre yuzdesinden daha yuksekti (Sekil 17B-C, $Sekil 18B-C).

Sekil 17, lokal tedavi gruplarindan CD4* (a-e) ve CD8* (f-j) immunoreaktivitesini
gOstermektedir. Kahverengi sitoplazmik boyanma her iki T lenfosit tipi icin de
saylimistir. CD4* immunoreaktivitesi epidermis ve papiller dermisteki fokal noétrofilik
infiltratlarin periferinde goruldu. CD8* T lenfositleri dermiste ¢cogunlukla yaygin dagihm
gosterdi (g-j). Lokal Naz2S uygulamalari 1 nmol/kulak/i.d. tedavi grubu hari¢ CD4* hiicre
yuzdesini azaltti (Sekil 17C).

A CHS + CHS + CHS +
Kontrol CHS Na,S (1 nmol/kulak/i.d.) Na,S (3 nmol/kulak/i.d.) Na,S (10 nmol/kulak/i.d.)
L -~ / ; 7 A R S - o T Bt w230 - 5
¥ g € v L{) * B on 3

W, 74 v

R e N

< 2 2 k'y,‘kl-'ﬁ 11
I 7.\'.,‘, -q;.

T CTINMANIA 1 W

.? 2 s
e
@

‘® 50 3 50

[} 3 Kontrol 1) dedek 3 Kontrol

E 40 R CHS -§ 40 = CHS

= CHS + NaS (1 nmol/kulak/i.d.) A CHS + Na,S (1 nmol/kulak/i.d.)

5 CHS + Na,S (3 nmol/kulak/i.d.) 5 o CHS + Na,$S (3 nmol/kulak/i.d.)

22 3 CHS + Na,$ (10 nmol/kulak/i.d.) 22 CHS + Nay,$S (10 nmol/kulak/i.d.)
F F

3 2

o o0 '

Sekil 17. A. Lokal tedavi gruplarinda kulak 6rneklerinde CD4* (a-e ) ve CD8* (f-))

hucrelerinin dagihmi; B. CD4* hicrelerin ylizdesi; C. CD8* hucrelerinin

yuzdesi.
A. a,f) lokal kontrol, b,g) lokal CHS, c,h) CHS + Na2S (1 nmol/kulak/i.d.), d,i) CHS + NazS (3
nmol/kulak/i.d.), e, j) CHS + NazS (10 nmol/kulak/i.d.). Yildiz: CD4* hicreleri, ok: CD8* hucreleri.
Hematoksilen kargi boyama. 400X. B. CD4* hcrelerinin ylUzdesi. C. CD8* hucrelerinin yuzdesi.
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 kontrol grubuna gére. CHS grubuna gére #p<0,05. Kruskal-Wallis,
post hoc Dunn's ¢oklu karsilastirma testi. Veriler ortalama + SD olarak sunulmustur.
CHS: Contact hipersensitvity; Na2S: Sodyum sulfir.
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Sistemik Tedavinin Etkisi
Sekil 18 sistemik tedavi gruplarindan CD4* (a-e) ve CD8* (f))
immiinoreaktivitesini gdstermektedir. inflamatuvar hiicrelerin dagihmi lokal gruplara

benzerdi. Sadece Na2S 20 mg/kg/i.p. tedavisi CD4* ve CD8" hucre ylzdesini azaltti
(Sekil 18B-C).

CHS + CHS + CHS +
Kontrol Na,S (0,2 mg/kg/i.p.) Na,S (20 mg/kg/i.p.)

{2 ',f;"::’ o
% 9

AN

B C
- 50 = 50
§ [ Kontrol § [ Kontrol
N 40 W CHS N 40 o B CHS
: 10 CHS + Na,S (0.2 mg/kg/i.p.) : 30 CHS + Na,S (0.2 mg/kg/i.p.)
S - CHS + Na$ (2 mg/kg/i.p.) g * CHS + Na,$ (2 makgli.p)
g2 % CHS + Na,$ (20 mg/kg/i.p.) =2 CHS + Na,S (20 mg/kg/i.p.)
1_ 10 # l_ 10
< © #
8 0 8 0

Sekil 18. A. Sistemik tedavi gruplarinda kulak orneklerinde CD4* (a-e ) ve CD8"
(f-j) hucrelerin dagihmi; B. CD4+ hucre ylizdesi; C. CD8+ hiicre ylizdesi.
Sistemik tedavi gruplarinda kulak érneklerinde immunohistokimya boyamasi. A. a,f) sistemik
kontrol, b,g) sistemik CHS, c¢,h) CHS + NazS (0,2 mg/kg/i.p.), d,i) CHS + NazS (2 mg/kg/i.p.),
e,j) CHS + NazS (20 mg/kg/i.p.) kulak 6rneklerinde CD4* (a-e) ve CD8" (f-j). Yildiz: CD4*
hidcreleri, ok: CD8* hiicreleri. Hematoksilen karsi boyama. 400X. B. CD4* hiicre yizdesi, C.
CD8* hiicre ylizdesi. Kontrol grubuna gore *p<0,05, **p<0,01. CHS grubuna gére #p<0,05.
Kruskal-Wallis, post hoc Dunn's ¢oklu karsilastirma testi. Veriler ortalama + SD olarak

sunulmustur.
CHS: Contact hipersensitvity; NaS: Sodyum suilfdr.
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TARTISMA

Alerjik kontakt dermatit, yagsam kalitesini dusuren ve ayni zamanda ciddi
ekonomik kayiplara yol agan dermatolojik bir hastaliktir. Alerjik kontakt dermatite yol
agan haptenler ile maruziyet cogu kez engellenemediginden ilag tedavisine ihtiyag
duyulmaktadir. GUinumuzde kullanilan standart tedavilerin yaninda alerjik kontakt
dermatite etkili olabilecek yeni etken madde arayislari halen devam etmektedir.

Kasinti deri hastaliklarinin en sik gorulen semptomudur ve kasintiya proteinaz
ile aktive olan reseptor-2 (PAR-2) aktivasyonu aracilik eder. Sanchez ve ark. (58)
farelerde SLIGRL-NH: ile olusturduklari kasinti Uzerine H2S dondrleri olan NaHS ve
GYY4137’nin etkisini arastirmislar ve doz badimli olarak etkinin degistigini
goOstermiglerdir. Rodrigues ve ark. (21) histamin ve 48/80 ile kasinti olusturulan fare
modellerinde NazS ve GYY4137’nin kasintiyl azalttigini géstermislerdir.

Alshorafa ve ark. (20) yaptidi calismada psoriazis hastalarinin serum H2S
seviyelerini anlamh derecede duguk bulunmuslardir.

Calismamiz lokal ve sistemik uygulanan hidrojen sulfur donéri Naz2S tedavisinin
AKD belirtisi olan kasinti Uzerine etkisiz oldugunu gdstermigtir. Ancak Na2S'nin
histamin ve 48/80 ile indlklenen kasinti tGzerine etkili oldugunun gdsterilmesi ve doz-
yanit grafiginin galismamizla uyumlu olmasi (Sekil 10A-B U-sekilli egriler), Na2S'nin
AKD belirtisi olarak olusan kasinti Gzerine etkisinin grup basina daha fazla hayvanla

yapilacak galismalarla yeniden degerlendirilmesi gerektigini dustindirmektedir (56).
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Hidrojen sulfurin antiinflamatuvar etkili oldugunu goésteren cesitli ¢calismalar
bulunmaktadir (21,63). immiin hiicrelerin degisen oranlarda H:S sentezledigi ve
H2S’nin sitokin saliminda rol aldigi bilinmektedir (19). Ancak H2S'nin AKD belirtisi olan
ve inflamasyona bagli olusan kulak 6demi Uzerindeki etkisi arastiriimamistir.

CHS modelinde genellikle inflamasyonun basit bir gostergesi olarak olgulen
parametre, ddeme bagli kulak kalinligidir. Hem lokal hem de sistemik CHS kontrol
gruplarimizda onceki ¢alismalara benzer sekilde, kulak kalinhdinin satagsma sonrasi
24. saatte arttigini ve bu artisin 48. saatte de devam ettigini belirledik (7,64,65). Lokal
Na2S tedavisinin tim dozlarda kulak kalinligini azaltirken, sistemik tedavinin 2 ve 20
mg/kg/i.p. dozlarinda kulak kalinhgini azalttigini gézlemledik. Lokal 6dem olusumunda
artan kapiller gecirgenlik dnemli bir rol oynamaktadir (66). Aktive T lenfositlerin ve diger
inflamatuvar hicrelerin kapiller gecgirgenligi artirdigi bilinmektedir (32). Hem lokal hem
de sistemik NazS tedavisi 48. saatte CD4* T lenfosit sayisindaki azalmaya ek olarak
o6demi de azaltmistir; bu bulgu CD4* T lenfosit kaynakli sitokinlerin ddem olusumunda
rol oynadigini digsundurmektedir. Satagsma sonrasi 48. saatte alinan kulak dokusu ve
serumda IFN-y, IL-2, IL-4 ve IL-5 sitokinlerinin miktarlarini degerlendirdigimizde,
sadece lokal tedavi ile serum IL-2 seviyesinde bir disus tespit ettik. IL-2'nin kapiller
gecirgenligi artirdigi ve hucreler arasi boslukta sivi birikimine yol agtigi gosterilmistir
(67). Lokal uygulanan Na2S tedavisinin serum IL-2 miktarini azaltarak 6dem
olusumunu onledigini disunebiliriz, ancak sistemik CHS grubunda serum IL-2'de artis
tespit edemememiz 6nemli bir eksiklik olmustur.

H2S'nin alerjenle indiklenen hava yolu asiri duyarlihdina ve iltihaplanmaya karsi
koruyucu rolunin arastirildigi bir galismada, farelerde ovalblimin ile uyarilan alerjik
astim modelinde CSE ekspresyonu ve H2S Uretiminin azaldigi hava yolu direnci ve
inflamasyonun arttigi ve bronkoalveolar lavaj sivisinda IL-5, IL-13 ve eotaksin-1 gibi
Th2 sitokinlerin seviyelerinin yukseldigi gorilmustir. Eksojen NaHS uygulanmasi bu
etkileri tersine gevirmigtir (68). Calismamizda gruplar arasi IL-5 seviyeleri arasinda
anlamli fark gdézlenmemistir. Th2 kaynakli sitokinlerin alerjik astim patofizyolojisinde rol
oynadigi bilinmektedir. Th2 kaynakh IL-5, alerjik astim patofizyolojisinde rol
oynamasina ragmen AKD’de rolu tartismalidir (32).

Alerjik kontakt dermatit modeli olusturularak oksimatrinin antipruritif ve
antiinflamatuvar etkilerinin incelendigi bir calismada ilk satagsmadan 48, ikinci

satagsmadan 24 saat sonra IL-2 ve IFN-y’nin serum ve dalak dokusundaki seviyelerinde
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anlamli bir artis go6zlenmigtir (69). Calismamizda benzer sekilde serum IL-2
seviyesinde satasma sonrasi 48. saatte anlamli artis gézlendi. Ancak kulak dokusu IL-
2 seviyelerinde bu artis tespit edilemedi. Kulak dokusu IL-2 ve IFN-y seviyesinde
istatistiksel anlamlilik tespit edemememizin sebebi c¢alismamizdaki fare tir ve
cinsiyetinin farkli olmasi, sitokin seviyelerinin 6l¢uldiglu dokularin farkli olmasi
olabilecegi gibi g¢alismada tercih edilen CHS metodunun (g¢alismamizda iki gun
duyarlilasma ve tek satasma uygulanmasi) farkli olmasi da olabilir. Yine ayni
calismada IL-4 sitokin seviyeleri Olciimus ve calismamiza benzer sekilde gruplar
arasinda anlamli farklilik tespit edilememistir (69).

Histolojik bulgular incelendiginde, lokal 3 ve 10 nmol/kulak/i.d. ve sistemik 20
mg/kg/i.p. Naz2S tedavi gruplarinda 48. saatte notrofilik/lenfositik infiltrasyon,
spongiozis ve apoptozisde azalma gorulmesine ragmen, tUm parametrelerin birlikte
degerlendirildigi doku hasari skorunda azalma gorulmemistir. Histolojik degisikliklerin
zamanlamasini inceleyen calismalarda satasma sonrasi 24. saatten itibaren noétrofilik
infiltrasyonun azaldigi ve lenfositik infiltrasyonun arttigi gosterilmigtir (70,71). Ancak
bizim calismamizda 48. saatte hem tedavi hem de CHS gruplarinda noétrofilik
infiltrasyon daha yogundu. Bu bulgu Na2S'nin etkisinin muhtemelen lenfosit
infiltrasyonu Uzerine oldugunu dusundurmektedir. Epidermis ve dermis kalinligi
histolojik olarak dl¢uldigtnde, kontrol ve CHS gruplarinda 6nceki ¢alismalara benzer
sonuglar elde edildi (72). Epidermis + dermis toplam kalinhdi1 degerlendirildiginde, CHS
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla kalinhgin yaklasik iki kat arttigi belirlendi. Lokal 3-
10 nmol/kulak/i.d. ve sistemik 20 mg/kg/i.p. tedavi gruplarinda toplam kalinlikta azalma
g6zlendi. Lokal 1 nmol/kulak/i.d. ve sistemik 2 mg/kg/i.p. tedavi gruplar disinda, kulak
kalinhgi 6lgimu ve epidermis + dermis toplam kalinlik élgimleri bulgulari benzerdi.

CHS patofizyolojisinde mast hucrelerinin rolu tartismalidir. Satagma sonrasi 5.
glnde, genetik olarak mast hlcre eksikligi bulunan farelerde kulak édemi wild tip
farelere kiyasla artmistir. Mast hucreleri tarafindan sentezlenen IL-10'un 6dem
gelisimini baskiladigi belirlenmigtir (73). Bizim c¢alismamizda, 48. saatte mast
hicrelerinin sayisinda bir fark bulunmamistir. Bu gézlem, mast hucrelerinin sayisinin
Na2S'nin 6dem onleyici etkisinde rol oynamadigini diastindirmektedir. Na2S'nin mast
hlcrelerinden sentezlenen IL-10 Uzerindeki etkisini degerlendirmek icin satasma

sonrasi 5.gun ve daha sonrasini inceleyen ¢alismalar yapiimalidir.
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immiinohistokimyasal boyamalar incelendiginde, kontrol gruplarinda epidermis
veya dermiste dnemli bir T hicresi infiltrasyonu gézlenmemistir. Lenfositik infiltrasyon
degerlendirildiginde, CHS gruplarinda CD8* T hucre yogunlugunun CD4* T hucre
yogunlugundan daha fazla oldugu belirlendi. CD8* T hucrelerinin dermise yerlestigi,
CD4* T hacrelerinin ise papiller dermis ve epidermiste nétrofillerin etrafinda lokalize
oldugu gozlenmistir. Satasma déneminde yeniden maruz kalinan antijenin efektér T
lenfositlerine nasil sunuldugu arastiriimaktadir. Son yillarda, postkapiller venullerin
etrafinda bulunan makrofajlar, dendritik htcreler ve efektor T lenfositlerinden olusan
ve deri ile iligkili lenfoid doku (iSALT) olarak adlandirilan gegici bir yapida bu sunumun
gerceklestigi gosterilmistir (36,74). CD4* T hucrelerinin lokal odaklar halinde
yerlesmesi iSALT olusumuna benzemektedir; calismamizda makrofaj ve damar
boyamasi yapilamadigi i¢cin bu durum dogrulanamamistir. Lokal 3-10 nmol/kulak/i.d.
ve sistemik 20 mg/kg/i.p. Na2S dozlari ile tedavide, odaklarda bulunan CD4* T
lenfositlerin sayisinda azalmalar tespit edilmistir. Bu durum NazS tedavisinin iSALT
olusumunu etkileyebilecegini dusundurmektedir. Sistemik 20 mg/kg/i.p. Na2S
uygulamasi ile CD8* T lenfosit sayisinda da azalma tespit edilmistir. Bu bulgu, sistemik
uygulamanin lokal iSALT olusumu disinda lenf digimlerinde bulunan hicreleri de
etkileyebilecegini dustindirmektedir. Birlikte ele alindiginda, Na2S'nin etkisini 6zellikle
CD4* T lenfositleri Gzerinde gosterdigi dustunulmektedir. Calismamizda CD4* T hiicre
alt tipleri belirlenmemistir. Bununla birlikte, lokal tedavi ile serum IL-2 seviyesindeki

dusus gbz 6nune alindiginda, etkinin Th1 alt tipi Uzerinde oldugu dasunulebilir.
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SONUGLAR

Alerjik kontakt dermatitin neden oldugu semptomlar Utzerine H2S’nin etkilerini

incelemek amaciyla yaptigimiz calismada asagidaki sonuclar elde edilmistir.

Hem lokal hem de sistemik Naz2S tedavisi 48. saatte cilt CD4* T lenfosit
sayisinda azalmaya ek olarak ddemi de azaltti. Bu bulgu CD4* T lenfosit
kaynakl sitokinlerin 6dem olusumunda rol oynadigini dusundurmektedir.

Lokal uygulanan Na2S tedavisinin serum IL-2 miktarini azaltarak 6dem
olusumunu 6nledigini dustindik, ancak sistemik CHS grubunda serum IL-2'de
artis tespit edemememiz dnemli bir eksiklik oldu.

Lokal ve sistemik uygulanan Na:S tedavisine yanit olarak 48. saatte azalan
CD4* T hucre alt tipinin/tiplerinin hangileri oldugunu belirlemek igin daha ileri
¢alismalara ihtiyag vardir.

Lokal ve sistemik olarak uygulanan Na2S, DNFB uygulanmasi ile artan
epidermis + dermis kalinliginda azalmaya neden oldu. Bu bulgunun kulak
kalinh@inin kumpas ile 6lgumu ile uyumlu oldugu goruldu.

Lokal ve sistemik Na2S uygulamasi kasintiyr azaltmamistir. Bununla birlikte,
NazS'nin histamin ve bilesik 48/80 ile indlUklenen kasintilar Uzerinde etkili
bulunmasi ve doz-yanit grafiginin galismamizla uyumlu olmasi, grup basina
daha fazla denekle galismalar yapilmasi gerektigini distndirmektedir.

Lokal ve sistemik Naz2S tedavisi ile mast hicre yogunlugunda bir degisiklik
gOzlenmedi. Mast hucrelerinin AKD’deki rolu tartismali olsa da mast hucreleri

tarafindan uretilen IL-10’'un 6dem gelisimini baskiladi§i gosterilmistir. IL-10’un
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odem azalmasindakini etkisini incelemek amaciyla daha uzun gozlemlerin
yapildigi kronik AKD modelleri ile ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Calismamizda
satasma sonrasi 48 saatlik gozlem yapiimigtir ve IL-10 seviyeleri dlgilmemistir.
Sonug olarak lokal ve sistemik Na2S tedavisinin CHS belirtilerinden 6demi

azalttigini, kasinti Uzerine etkisinin olmadigini, etki mekanizmasinin CD4* T
lenfositler Gzerinden oldugunu belirledik.
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OZET

Bu calismada hidrojen sulfir donéri sodyum sulfirin lokal ve sistemik yolla
uygulanmasinin alerjik kontakt dermatit belirtileri olan kasinti ve édem Uzerine olasi
etkisini gostermeyi ve etkinin hangi inflamatuvar hucreler-sitokinler Uzerinden
oldugunu belirlemeyi amacladik.

Seksen BALB/c disi fare rastgele lokal veya sistemik olmak Uzere iki ana gruba
ayrildi. Her ana grup kendi icinde bes alt gruba ayrildi. Farelerde deneysel alerjik
kontakt dermatit modeli DNFB kullanilarak olusturuldu.

Farelerin karin bolgesine 1. ve 2. gun %0,2'lik 100 mikrolitre DNFB uygulanarak
duyarlilastirma yapildi. 7. gin farelerin her iki kulagina 20 mikrolitre %0,3 DNFB
uygulanarak satasma yapildi. Satasma sonrasi 3. ve 25. saatlerde H2S donéri NazS
sistemik olarak 0,2-2 ve 20mg/kg/i.p. dozlarinda ve lokal olarak 1-3 ve 10
nmol/kulak/i.d. dozlarinda uygulandi. Satasma sonrasinda 24. ve 48. saatlerde kulak
kalinliklari élglldi ve kasinma davraniglari sayildi. Olgiimlerin ardindan 48. saatte
kulak dokusu ve kan 6rnegi alindi. Serum ve kulak dokusu sitokin seviyeleri 6lculdu.
Dokular histolojik ve immunohistokimyasal olarak incelendi.

Lokal 3-10 nmol/kulak, sistemik 20 mg/kg Na2S tedavisi 48. saatte cilt CD4* T
lenfosit sayisini azaltti (p<0,05). Lokal 1-3-10 nmol/kulak, sistemik 2-20 mg/kg NazS
tedavisi 48. saatte kulak 6demini azaltti (p<0,05). Lokal Naz2S tedavisi tum dozlarda
serum IL-2 seviyelerinde azalma olusturdu (p<0,05). Kasinti sayisi, mast hlcre
yogunlugu, IL-4,IL-5 ve IFN-y seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml bir degisim

gozlemlenmedi.
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Sonuglarimiz lokal ve sistemik uygulanan Na2S’nin, muhtemelen CD4* T
lenfosit infiltrasyonunu ve proliferasyonunu dnleyerek ve IL-2 sentezini azaltarak AKD

semptomlarindan biri olan kulak kalinligini azalttigini géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Alerjik kontakt dermatit, hidrojen sulfir, sodyum sulftr
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ANTIPRURITIC AND ANTI-INFLAMMATORY EFFECTS OF
HYDROGEN SULFIDE DONOR SODIUM-SULFIDE IN
AN EXPERIMENTAL MOUSE MODEL OF ALLERGIC CONTACT
DERMATITIS

SUMMARY

In this study, we aimed to show the possible effects of local and systemic
application of the hydrogen sulfide donor sodium sulfide on itching and edema, which
are the symptoms of allergic contact dermatitis, and to determine which inflammatory
cells-cytokines mediate the effect.

Eighty BALB/c female mice were randomly divided into two main groups: local
or systemic. Each main group was divided into five subgroups in its own. An
experimental model of allergic contact dermatitis in mice was established using by
DNFB.

Sensitization was performed by applying 100 microliters of 0.2% DNFB to the
abdominal region of mice on the 1st and 2nd day. On the 7th day, elicitating was done
by applying 20 microliters of 0.3% DNFB to both ears of the mice. At 3 and 25 hours
after elicitation, the H2S donor Na2S was administered systemically at doses of 0.2-2
and 20 mg/kg/i.p. and locally at doses of 1-3 and 10 nmol/ear/i.d. At 24 and 48 hours
after elicitation, ear thickness was measured and scratching behaviors were counted.
Ear tissue and blood samples were taken at 48 hours after the measurements. Serum
and ear tissue cytokine levels were measured. Tissues were examined histologically

and immunohistochemically.
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Local 3-10 nmol/ear and systemic 20 mg/kg NazS treatment decreased number
of skin CD4+ T lymphocyte at 48 hours (p<0.05). Local 1-3-10 nmol/ear and systemic
2-20 mg/kg Na2S treatment decreased 48th ear edema (p<0.05). Local Na2S treatment
decreased serum IL-2 levels at all doses (p<0.05). No statistically significant change

was observed in itch count, mast cell density, IL-4, IL-5 and IFN-y levels.

Keywords: Allergic contact dermatitis, hydrogen sulfide, sodium sulfide.

48



©

KAYNAKLAR

Dorynska A, Spiewak R. Epidemiology of skin diseases from the spectrum of
dermatitis and eczema. Malays J Dermatol 2012;29:1-11.

Makrgeorgou A, Leonardi-Bee J, Bath-Hextall FJ, Murrell DF, Tang MLK, Roberts
A, Boyle RJ. Probiotics for treating eczema. Cochrane Database Syst Rev 2018
Issue 11. Art. No:CD006135.

Ackerman AB, Ragaz A. A plea to expunge the word “eczema” from the lexicon
of dermatology and dermatopathology. Arch Dermatol Res 1982;272(3-4):407-
20.

Brasch J, Becker D, Aberer W, Bircher A, Kranke B, Furst SD, et al. Contact
Dermatitis. J Dtsch Dermatol Ges 1610-0379. 2007;P.943-51.

Scheinman PL, Vocanson M, Thyssen JP, Johansen JD, Nixon BL, Sevgili K, et
al. Contact dermatitis. Nat Rev Dis Primers 2021;7:38.

Novak-Bilic G, Vucic M, Japundzic |, Mestrovic-Stefekov J, Stanic-Duktaj S,
Lugovic-Mihic L. Irritant and allergic contact dermatitis—skin lesion
characteristics. Acta Clin Croat 2018;57(4):713-20.

Petrosino S, Cristino L, Karsak M, Gaffal E, Ueda N, Tuting T, et al. Protective
role of palmitoylethanolamide in contact allergic dermatitis. Allergy
2010;65(6):698-711.

Alikhan A, Maibach H. I. Allergic contact dermatitis. In History of Allergy Chem
Immunol Allergy 2014;10:97-100.

Kaplan DH, Igyarto BZ, Gaspari AA. Early immune events in the induction of allergic
contact dermatitis. Nat Rev Immunol 2012;12(2):114-24.

49



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Diepgen TL, Ofenloch RF, Bruze M, Bertuccio P, Cazzaniga S, Coenraads PJ, et
al. Prevalence of contact allergy in the general population in different European
regions. Br J of Dermatol 2016;174(2):319-29.

Uter W, Werfel T, Lepoittevin JP, White IR. Contact allergy—emerging allergens
and public health impact. Int. J. Environ. Res. Public Health 2020;17(7):2404.

Pesonen M, Koskela K, Aalto-Korte K. Contact urticaria and protein contact
dermatitis in the Finnish Register of Occupational Diseases in a period of 12
years. Contact Dermatitis 2020;83(1):1-7.

Helaskoski E, Suojalehto H, Kuuliala O, Aalto-Korte K. Occupational contact
urticaria and protein contact dermatitis: causes and concomitant airway diseases.
Contact Dermatitis 2017;77(6):390-96.

Uyesugi BA, Sheehan MP. Patch testing pearls. Clinic Rev Allerg Immuno
2019;56:110-18.

Ada S, Askin U, Giileg AT, Seckin D. Alerjik Kontakt Dermatit Tanisiyla Deri
Yama Testi Yapilan 775 Hastanin Sonuglari, Turkderm. 2010;44:187-92.

Vocanson M, Hennino A, Rozieres A, Poyet G, Nicolas JF. Effector and
regulatory mechanisms in allergic contact dermatitis. Allergy 2009;64(12):1699-
1714.

Simonetta F, Bourgeois C. Animal Models of Contact Dermatitis, ResearchGate
2011;p.24-38.

Manresa MC. Animal Models of Contact Dermatitis: 2,4-Dinitrofluorobenzene-
Induced Contact Hypersensitivity. In: Nagamoto-Combs K, ed. Animal Models of
Allergic Disease Methods and Protocols. US_Humana 2021;87-100:chap 7.

Dilek N, Papapetropoulos A, Kinsky TT, Szabo C. Hydrogen sulfide: An
endogenous regulator of the immune system, Pharmacol Res 2020;161:105119.

Alshorafa AKH, Guo C, Zeng F, Chen MC, Tan G, Tang Z, et al. Psoriasis Is
Associated with Low Serum Levels of Hydrogen Sulfide, A Potential Anti-
linflamatory Molecule, Tohoku J. Exp. Med. 2012;228:325-32.

Rodrigues L, Valentim EE, Florenzano J, Cerqueira ARA, Soares AG, Schmidt
TP, et al. Protective effects of exogenous and endogenous hydrogen sulfide in
mast cell-mediated pruritus and cutaneous acute inflammation in mice,
Pharmacol Res 2017;115:255-66.

Moore PK, Whiteman M. Chemistry, Handbook of Experimental Pharmacology
In: Biochemistry and Pharmacology of Hydrogen Sulfide. United Kingdom:
University of Exeter Medical School Exeter 2015;P.3-7.

Frosch PJ, Rustemeyer TH, Schnuch A. Kontakt dermatitis, Hautarzt
1996;47:874-82

50



24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Bains SN, Fonacier L. Irritant contact dermatitis. Clinic Rev Allerg Immuno.
2019;56(1):99-109.

Rubins A, Romanova A, Septe M, Maddukuri S, Schwartz RA, Rubins S. Contact
dermatitis: Etiologies of the allergic and irritant type. Acta Dermatovenerol. Alp.
Pannonica et Adriat 2020;29:181-184.

Li Y, Li L. Contact dermatitis: classifications and management. Clinic Rev Allerg
Immuno 2021;61(3):245-81.

Nassau S, Fonacier L. Allergic contact dermatitis. Medical Clinics
2020;104(1):61-76.

Onder M. Allerjik Kontakt Dermatitler/Allergic Contact Dermatitis. Tiirkderm
2009;43(1):3.

Korkmaz P. Yama Testinin Allerjik Kontakt Dermatit Hastalarinda Uzun Donemde
Yasam Kalitesi Uzerine Etkisi ve Bu Etkide Rol Oynayan Faktorler (tez). Ankara:
Ankara Universitesi Tip Fakultesi; 2017.

Curzytek K, Kubera M, Szczepanik M, Kaim AB, Leskiewicz M, Budziszewska B,
et al. Crosstalk between contact hypersensitivity reaction and antidepressant
drugs. Pharmacol Rep 2013;65(6):1673-80.

Karlberg AT, Borje A, Johansen JD, Liden C, Rastogi S, Roberts D, et al.
Activation of non-sensitizing or low-sensitizing fragrance substances into potent
sensitizers—prehaptens and prohaptens. Contact Dermatitis 2013;69(6):323-34.

Honda T, Egawa G, Grabbe S, Kabashima K. Update of immune events in the
murine contact hypersensitivity model: toward the understanding of allergic
contact dermatitis. J Invest Dermatol 2013;133(2):303-15.

McAleer MA, Irvine AD. The multifunctional role of filaggrin in allergic skin
disease. J Allergy Clin Immunol. 2013;131(2):280-291.

Basler K, Brandner J.M. Tight junctions in skin inflammation. Pflugers Arch
2017;469(1):3-14.

Christensen AD, Haase C. (2012). Immunological mechanisms of contact
hypersensitivity in mice. Apmis 120(1):1-27.

Honda T, Kabashima K. Novel concept of iSALT (inducible skin-associated
lymphoid tissue) in the elicitation of allergic contact dermatitis. Proc. Jpn. Acad.,
Ser. B 2016;92(1):20-28.

McMinn PC, Halliday GM, Muller HK. Effects of gliotoxin on Langerhans' cell
function: contact hypersensitivity responses and skin graft survival. Immunology
1990;71(1):46.

Cumberbatch M, Kimber I. Tumour necrosis factor-alpha is required for
accumulation of dendritic cells in draining lymph nodes and for optimal contact
sensitization. Immunology 1995;84(1):31.

51



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Martin SF, Esser PR, Weber FC, Jakob T, Freudenberg MA, Schmidt M, et al.
Mechanisms of chemical-induced innate immunity in allergic contact dermatitis.
Allergy 2011;66(9):1152-63.

Dudeck A, Dudek J, Scholten J, Petzold A, Surianarayanan S, Kohler A, et al.
Mast cells are key promoters of contact allergy that mediate the adjuvant effects
of haptens. Immunity 2011;34(6):973-84.

Sutterwala FS, Ogura Y, Szczepanik M, Tejero L, Lichtenberger S, Grant EP, et
al. Critical role for NALP3/CIAS1/Cryopyrin in innate and adaptive immunity
through its regulation of caspase-1. Immunity 2006;24(3):317-27.

Honda T, Matsuoka T, Ueta M, Kabashima K, Miyachi Y, Narumiya $
Prostaglandin E(2)-EP(3) signaling suppresses skin inflammation in murine
contact hypersensitivity. J Allergy Clin Immunol 2009;124:809-18 e2

He D, Wu L, Kim HK, Li H, EImets CA, Xu H. CD8+ IL-17-producing T cells are
important in effector functions for the elicitation of contact hypersensitivity
responses. J. Immunol 2006;177(10):6852-6858.

He D, Wu L, Kim HK, Li H, Elmets CA, Xu H. IL-17 and IFN-y mediate the
elicitation of contact hypersensitivity responses by different mechanisms and
both are required for optimal responses. J. Immunol 2009;183(2):1463-1470.

Gocinski BL, Tigelaar RE. Roles of CD4+ and CD8+ T cells in murine contact
sensitivity revealed by in vivo monoclonal antibody depletion. J Immunol
1990;144:4121:8.

He D, Wu L, Kim HK, Li H, Elmets CA, Xu H. IL-17 and IFN-y mediate the
elicitation of contact hypersensitivity responses by different mechanisms and
both are required for optimal responses. J. Immunol 2009;183(2):1463-70.

Tomura M, Honda T, Tanizaki H, Otsuka A, Egawa G, Tokura Y, et al.
Kabashima, K. Activated regulatory T cells are the major T cell type emigrating
from the skin during a cutaneous immune response in mice. The J Clin Invest
2010;120(3):883-93.

Thomson KF, Wilkinson SM, Sommer S, Pollock B. Epidemiology and Health
Services Research Eczema: quality of life by body site and the effect of patch
testing, Br J Dermatol 2002;146:627-30.

Kostner L, Anzengruber F, Guillod C, Recher M, Grendelmeier PS, Navarini AA.
Allergic Contact Dermatitis, Immunol Allergy Clin N Am 37 2017;141-152.

https://www.aid.org.tr/hastaliklar/alerji-ve-bagisiklik-sistemi-hastaliklari/kontakt-
dermatit (son erigim tarihi:29.11.2022)

Wang R. Physiological Implications of Hydrogen Sulfide: A Whiff Exploration That
Blossomed, Physiol Rev 2012;92:791-896.

Qu K, Lee SW, Bian JS, Low CM, Wong PTH. Hydrogen sulfide: Neurochemistry
and neurobiology, Neurochem Int 2008;52:155-65.
52


https://www.aid.org.tr/hastaliklar/alerji-ve-bagisiklik-sistemi-hastaliklari/kontakt-dermatit
https://www.aid.org.tr/hastaliklar/alerji-ve-bagisiklik-sistemi-hastaliklari/kontakt-dermatit

53.

4.

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Lowicka E, Beltowski J. Hydrogen sulfide (H2S) — the third gas of interest for
pharmacologists, Pharmacol Rep 2007;59:4-24.

Wang XL, Tian B, Huang Y, Peng XY, Chen LH, Li JC, et al. Hydrogen sulfide-
induced itch requires activation of Cav3.2 T-type calcium channel in mice, Sci
Rep 2015;5:16768.

Sanchez SAC, Costa SKP, Muscara MN. Hydrogen sulfide and dermatological
diseases, Br J Pharmacol 2020;177:857—-865.

Xu M, Zhang L, Song S, Pan L, Arslan IM, Chen Y, Yang S. Hydrogen sulfide:
Recent progress and perspectives for the treatment of dermatological diseases,
J Adv Res 2021;27:11-17.

Bajgai J, Fadriquela A, Ara J, Begum R, Ahmed MF, Kim CS, et al
Balneotherapeutic effects of high mineral spring water on the atopic dermatitis-
like inflammation in hairless mice via immunomodulation and redox balance,
BMC Complement Altern Med 2017;17:481.

Sanchez SAC, Rodrigues L, Teixeira SA, Soares AG, Torregrossa R, Wood ME,
et al. Hydrogen sulfide donors alleviate itch secondary to the activation of type-2
protease activated receptors (PAR-2) in mice, Pharmacol Res 2016;113:686-94.

National Research Council. Guide for the Care and Use of Laboratory Animals:
Eighth Edition. The National Academies Press 2011;246.

Saglam G, Gunduz O, Ulugol A. Blockade of cannabinoid CB1 and CB2 receptors
does not prevent the antipruritic effect of systemic paracetamol. Acta Neurol Belg
2014;114(4):307-9.

Gunduz O, Topuz RD, Todurga ZG, Duvan K, Karadag CH, Ulugol A. Effect of
Activation of the GLT-1 Transporter by a Beta-Lactam Antibiotic on Serotonin-
Induced Scratching Behavior in Mice. Neurophysiology 2015;47(1):36-39.

Sosa TM, Sanchez MB, Pietrobon MB, Fernandez Munoz JM, Martin Zoppino
FC, Neira FJ, et al. Desmoglein-4 Deficiency Exacerbates Psoriasiform
Dermatitis in Rats While Psoriasis Patients Displayed a Decreased Gene
Expression of DSG4. Front Immunol 2021;12:625617.

Wallace JL, Ferraz JG, Muscara MN. Hydrogen sulfide: an endogenous mediator
of resolution of inflammation and injury. Antioxid Redox Signal 2012;17(1):58-67.

Saika A, Nagatake T, Hirata SlI, Sawane K, Adachi H, Abe Y, et al. w3 fatty acid
metabolite, 12-hydroxyeicosapentaenoic acid, alleviates contact hypersensitivity
by downregulation of CXCL1 and CXCL2 gene expression in keratinocytes via
retinoid X receptor a. Faseb j. 2021;35(4):e21354.

Liu J, Harberts E, Tammora A, Girardi N, Dolgu RB, Fishelevich R, et al. IL-9
regulates allergen-specific Thl responses in allergic contact dermatitis. J Invest
Dermatol 2014;134(7):1903-11.

53


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7728602/

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Lent-Schochet D, Jialal I. Physiology, Edema. StatPearls. StatPearls Publishing
Copyright © 2022, StatPearls Publishing LLC 2022.

Dhupkar P, Gordon N. Interleukin-2: Old and New Approaches to Enhance
Immune-Therapeutic Efficacy. Adv Exp Med Biol 2017;995:33-51.

Zhang G, Wang P, Yang G, Cao Q, Wang R. The inhibitory role of hydrogen
sulfide in airway hyperresponsiveness and inflammation in a mouse model of
asthma.Am J Pathol 2013;182(4):1188-95.

Xu X, Xiao W, Zhang Z, Pan JH, Yan Y, Zhu T, et al. Anti-pruritic and anti-
inflammatory effects of oxymatrine in a mouse model of allergic contact
dermatitis. J Dermatol Sci 2018;91(2):134-41.

Mitsui G, Hirano T, Niwano Y, Mitsui K, Ohara O, Yanagihara S, et al. Effect of a
topical steroid on gene expressions for chemokines in mice with contact
hypersensitivity. Int Immunopharmacol 2004;4(1):57-69.

Mitsui G, Mitsui K, Hirano T, Ohara O, Kato M, Niwano Y. Kinetic profiles of
sequential gene expressions for chemokines in mice with contact
hypersensitivity. Immunol Lett 2003;86(2):191-7.

Zaladonis A, Zhang X, Manupipatpong KK, Kalaiselvan S, Alvarez P, Jensen LE.
Interleukin-36 (IL-36) system in the 1-fluoro-2,4-dinitrobenzene (DNFB) mouse
model of allergic contact dermatitis. Allergy 2020;75(8):2078-81.

Grimbaldeston MA, Nakae S, Kalesnikoff J, Tsai M, Galli SJ. Mast cell-derived
interleukin 10 limits skin pathology in contact dermatitis and chronic irradiation
with ultraviolet B. Nat Immunol 2007;8(10):1095-104.

Honda T, Egawa G, Kabashima K. Antigen presentation and adaptive immune
responses in skin. Int Immunol 2019;31(7):423-29.

54



SEKILLER LISTESI

SEKILLER

SekKil 1. H2S DiyOSENIEZI..u.usiieiiiii e s s e reen s 15
Sekil 2. Hayvanlarin karinlarinin tiras edilmesi.......ccveviciiiiiiiiiccccice e 25
Sekil 3. Duyarlilagma i¢in solisyon uygulanmasi.......ceveveiiriiiirinniriiirreeans 25
Sekil 4. Satasma igin kulaklara sollisyon uygulanmasi.......ccevevieiriiierivienennenen. 25
Sekil 5. intraperitoneal (i.p.) NJEKSIYON...cuuuuieieueierneeerneeereeeeece e e e e e eaneeeenanans 25
Sekil 6. Kulaga intradermal (i.d.) enjeksiyOn.....cccieiiiiiiniiiicrireerercve e e n e e 26
Sekil 7. Kulak Kalinligr OlGUMU. ... e e e iie e v e s rr e s s s e e e e nnae 26
SekKil 8. KaSINtl SAYIMI. e e s r s e e n e 26

Sekil 9. A. Lokal; B. Sistemik hidrojen sulfir uygulamalarinin kulak kalinhigi
UZEMNNAEKI ETKISI. s usueeeeeieiie e e e 28

Sekil 10. A. Lokal; B. Sistemik hidrojen sulfur uygulamasinin kagima sayisi
UZErNNAEKi ETKISI.tuureiiein i e 29

Sekil 11. A. Lokal; B. Sistemik hidrojen sulfur uygulamasinin serum sitokinleri
UZErNAEKI ETKISI...cuuueirrrrrrnrsieiarerr s s 31

Sekil 12. A. Lokal; B. sistemik hidrojen sulfur uygulamasinin deri dokusu sitokinleri

UZErNAEKi EtKISI.uuureiiiiiei i s s 32
Sekil 13. Kulak dokusu H&E boyamalart ........ceeoieieiiiiniiniriescenrssen e e 33
Sekil 14. A. Lokal; B. Sistemik tedavi gruplari igin doku hasar skoru..................... 34

Sekil 15. A. Lokal; B. Sistemik tedavi gruplari i¢in epidermis + dermis kahnhdi.......35

55



Sekil 16. A. Kulak dokusu toluidin mavisi boyamalari B. Lokal tedavi gruplarinda
mast hicre sayisi. C. Sistemik tedavi gruplarinda mast hiicre sayiSi.......c.cccvvueneee. 36

Sekil 17. A. Lokal tedavi gruplarinda kulak érneklerinde CD4* (a-e ) ve CD8* (f-))
hucrelerinin dagilimi; B. CD4* hucrelerin yuzdesi; C. CD8™ hicrelerinin yuzdesi.....37

Sekil 18. A. Sistemik tedavi gruplarinda kulak érneklerinde CD4* (a-e ) ve CD8* (f-))

hicrelerin dagihmi; B. CD4" hicre yuzdesi; C. CD8" hucre yuzdesSi.......ccvvieenasns 38
TABLOLAR

Tablo 1. Sistemik tedavi gruplari......cvveeiireii e 20
Tablo 2. Lokal tedavi gruplari......cceeeeeeioriceeieeeere e r v ee s s e s ea e e e anens 21

56



OZGEGMIiS

iIkdgretim ve ortadgretimimi
Konya ligin Mehmet Akif Ersoy ilkdgretim Okulu’nda tamamladim. Liseyi Aksehir Haci
Siddika Baysal Fen Lisesi’'nde tamamladim. 2014 yilinda Trakya Universitesi Eczacilik
Fakultesi’'ne bagladim, 2019 yilinda eczacilik fakultesinden ikincilikle mezun oldum.
2020 yilinda Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisii’'nde Farmakoloji alaninda
yuksek lisansa bagladim.

Calisma hayatima 2019 yilinda Edirne’de Balkan Eczanesi’nde ikinci eczaci
olarak bagladim ve bir yil sonunda Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Hastanesi’'nde galismaya basladim. Halen universite hastanesinde ¢alismaktayim.

Yayinlar

Gllsah Gedik, Nermin Ozlen, Mustafa Ergin, Eczane Staji Verimliliginin
Arastiriimasi, IVEK 2017 (Nisan 2017)

Gllsah Gedik, Kilbra Kesmez, Biisra Kog, Yanki Nida Ziya, Nermin Ozlen,
Mustafa Ergin, Onder Sarp, Edirne ili Serbest Eczanelerinde Majistral ilag Arastirmasi,
IVEK 2017 (Nisan 2017)

57


Sağlık Bil Enstitüsü
Dikdörtgen


EKLER



EK-1

T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(Trakya University, Local Ethics Committee of Animal Experiments)

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU KARARLARI

Oturum Sayisi: 2021/05 Karar Tarihi: 28.05.2021
Karar No: 2021.05.02
Hayvan Sayisi ve Cinsi: Fare 85 adet

Yiiriitiiciiltigiinti Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi 6gretim tiyesi Dog. Dr. Ozgiir GUNDUZ'iin
yaptigt, TUHADYEK-2021/15 protokol no’lu, yiiksek lisans 6grencisi Nermin OZLEN’in yiiksek
lisans tezi olarak planlanan “Deneysel Alerjik Kontakt Dermatit Fare Modelinde Hidrojen
Siilfiir Donérii Sodyum Siilfiiriin Antipruritik ve Antiinflamatuvar Etkileri>’ baslikli ¢alisma
istegi goriistildii. Arastirmanin amag, yaklasim, gere¢ ve yontemleri dikkate alinarak incelenmesi
sonucunda; Hayvan deneyleri etik kurullarinin ¢aligma usul ve esaslarina dair yonetmelik ve Trakya
Universitesi hayvan deneyleri yerel etik kurulu yonergesinde belirtilen ilke ve kurallara uygun
bulunarak, ¢alismanin yapilabilecegine mevcudun oy birligi ile karar verilmistir.


Sağlık Bil Enstitüsü
Dikdörtgen


