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OZET

ANTIMIKROBIYAL PEPTIDLER VE GLUTATYON-S-TRANSFERAZ
[ZOZIMLERININ TINEA VERSICOLOR, TINEA INGUINALIS, TINEA PEDIS,
TINEA CORPORIS VE CANDIDAL INTERTRIGO INFEKSIYONLARINDAKI

EKSPRESYONLARI

KILIC, Murat

Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Serpil OGUZTUZUN
Ocak 2010, 58 sayfa

Bu calismada, derinin Tinea versicolor, Tinea inguinalis, Tinea pedis, Tinea
corporis ve Candidal intertrigo infeksiyonlarina karsi human beta defensin (hBD)-
1,2,3 ve LL-37 antimikrobiyal peptidlerinin ve antioksidan enzimler olan glutatyon-
S-transferaz Mii ve Teta izozimlerinin ekspresyonlar1 aragtirildi.

Bu amagla, Ankara Kecioren Egitim ve Arastirma Hastanesi Dermatoloji
Klinigi’ne 2008-2009 yillar1 arasinda dermatolojik sikayetlerle basvuran, yas
ortalamalar1 35,94+14,76 olan 27 erkek ve 26 kadin olmak iizere toplam 53 kisi
calisma grubu olarak belirlendi. Klinisyen tarafindan teshisleri konulan 8 T.
inguinalis’li, 3 T. corporis’li, 15 T. versicolor’lu, 15 T. pedis’li ve 3 C. albicans’h
toplam 44 kisi hasta grubu, hicbir teshis almayan 9 kisi ise kontrol grubu olarak

belirlendi. Daha sonra hasta ve kontrol grubu olarak belirlenen kisilerin derilerinden



alman Ornekler immunohistokimyasal boyama yontemiyle, glutatyon-S-transferaz
izozimleri olan GSTT1, GSTM4 ile antimikrobiyal peptidler olan hBD-1, hBD-2,
hBD-3 ve LL-37 antikorlar1 kullanilarak boyand:.

Hasta gruplarla, saghkli kontrol gruplar1 arasinda bu proteinlerin
ekspresyonlarinin  farkli oldugu (p<0,05), hastalikli bireylerin dokularindaki
proteinlerin ekspresyonlarinin dagilimlarmin farkliliklar gosterdigi (p<0,05) ve
glutatyon-S-transferaz izozimleri ve antimikrobiyal peptidlerin kendi aralarinda ve
birbirleriyle iligkili oldugu (p<0,05) bulundu.

Antimikrobiyal peptidlerin ve antioksidan enzimler olan glutatyon-S-
transferazlarin insan derisinde fungal hastaliklara karst immun savunmada rol

oynayabilecegi bu calismada gdsterilmis oldu.

Anahtar Kelimeler: Dermatofitozis, Candidal Intertrigo, Antimikrobiyal

Peptidler, Glutatyon-S-Transferaz izozimleri
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ABSTRACT

EXPRESSIONS OF ANTIMICROBIAL PEPTIDES and GLUTATHIONE-S-
TRANSFERASES in TINEA VERSICOLOR, TINEA INGUINALIS, TINEA PEDIS,

TINEA CORPORIS and CANDIDAL INTERTRIGO INFECTIONS

KILIC, Murat
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN

January 2010, 58 pages

In this study, the expressions of human beta defensin 1, 2, 3, and LL-37
antimicrobial peptides and glutathione-S-transferase mu and theta isoenzymes in
Tinea versicolor, Tinea inguinalis, Tinea pedis, Tinea corporis and Candidal
intertrigo infections were investigated.

The 53 patients from the Ankara Keg¢idren Education and Research Hospital
Dermatology Clinic between 2008 and 2009 (27 men and 26 women; median age
35,94+14,76) with infections were included in the study. The 8 for 7. inguinalis, 3
for T. corporis, 15 for T. versicolor, 15 for T. pedis, 3 for C. albicans, and 9 for
healthy subjects as control were included. The expressions of the glutathione-S-

transferase isoenzymes GSTM4 and GSTT]1, and the antimicrobial peptides hBD-1,
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hBD-2, hBD-3 and LL-37 in the infected and control tissues were examined by
immunohistochemical staining.

Significant differences were found a) in these protein expressions in patients
and control groups (p<0,05), b) in these protein distributions in tissues from patients
(p<0,05). Moreover, a relationship was found between glutathione-S-transferase
isoenzymes and antimicrobial peptides (p<0,05).

In this study, the role of glutathione-S-transferaseas isoenzymes as antioxidant
enzymes and antimicrobial peptides in immune defense against skin fungal disease

was shown.

Key Words: Dermatophytosis, Candidal Intertrigo, Antimicrobial Peptides,

Glutathione-S-transferase isoenzymes.
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1. GIRiS

1.1. Antimikrobiyal Peptidler

Biitiin canlilar, mikroorganizmalara kars1 kendilerini korumak amaciyla, dogal
bagisiklik sistemlerinin bir pargasi olarak ¢esitli antimikrobik etkili peptidler iiretip;
bu peptidlerle, immun sistemde meydana gelecek olan enfeksiyonlara kars1 6zel bir
immun yanit olusturarak mikroorganizmalar1 etkisiz hale getirirler (1-3).
Antimikrobiyal peptidler, o6zellikle mukozayla kapli yilizeylerde bulunan epitel
hiicreler ve fagositik hiicreler tarafindan, diisiik enerjiyle seri bir sekilde
sentezlenmekte ve kolaylikla biiylik miktarlarda saklanabilmektedir. Depo edildigi
yerlerde hazir bekleyen bu peptidler, enfeksiyondan kisa bir siire sonra yiiksek
miktarlara ulasarak ve birbirleri ile ya da lizozim, laktoferrin gibi konaga ait diger
dogal savunma faktorleriyle ve ¢esitli antibiyotiklerle de sinerjist etki meydana
getirerek bircok mikroorganizma tiiriiniin liremesini hizla inhibe etmektedir (3-7).

Antimikrobiyal peptidler olduk¢a homolog genler tarafindan, her peptid i¢in bir
gen olacak sekilde kodlanmaktadir. Genlerde kodlanan antimikrobiyal peptidlerin ilk
translasyon {riinleri prepropeptidler olup; bu prepropeptidler endoplazmik
retikulumu hedef alan bir N-terminal sinyal dizisi, bir pro segmenti ve antimikrobik
aktivite gosteren kisim olan bir C-terminal katyonik peptid olmak tizere ii¢ kistmdan
ibarettir. Genellikle anyonik yiikli olan Pro segmentinin biyolojik fonksiyonlari
arasinda, C-terminalinin dogru bir sekilde katlanmasi, hiicrelerarasi gecisin
diizenlenmesi ve olgun peptidlerin aktivitelerinin inhibe edilmesi yer almaktadir.
Propeptidler hiicre i¢indeki siirecin ileri sathalarinda ya da hiicre digina
salgilandiktan sonra parcalanirlar. Antimikrobiyal peptidler ya propeptid ya da olgun

C-terminal peptid seklinde depo edilirler (8-10). Ribozomlarda sentezlenen bu



peptidler kiiciik, katyonik, amfifilik, molekiiler agirlig1 <5 kDa olan, 12-52 aminoasit
iceren, genis spektrumlu mikrobisidal aktiviteye sahip molekiillerdir (1,2,10,11). Bu
peptidler antimikrobiyal aktivitelerinin yani swa farkli islevlerde de gorev alirlar

(12,13)(Cizelge 1.1).

Cizelge: 1.1. Antimikrobiyal peptidlerin gorevleri(10)

Gram (+) bakteriler

Antimikrobiyal Gram (-) bakteriler
Etki Mantarlar
Spektrumlari Parazitler (Tripanozom, Plazmodyum gibi)

Bazi zarfl1 virisler

Antikanser etki

Inflamasyon

Yara iyilesmesi

Etkili Olduklar1 Diger | Sitokin ve adezyon molekiilleri salinimi

islevier Homeostaz

Kemotaksis

Mast hiicrelerinden histamin salinimi

Apopitoz

Proteazlar ve inhibitdrleri arasindaki dengenin korunmasi

Antimikrobiyal peptidler, mikroorganizmalarin membranlar1 ile etkilesime
girerek onlara karst antifungal veya antibakteriyal etki gdstermektedirler.
Mikroorganizmalarin membranlariyla girdikleri bu etkilesimlerle, hiicrenin dengesini
bozarak hiicre 6liimiine neden olmaktadirlar. Ancak, spesifik membran proteinlerinin

veya oksidatif stres proteinlerinin sentezinin durdurulmasi, DNA sentezinin



durdurulmasi, DNA ile etkilesim, hidrojen peroksit olusumu, okaryotik hiicrelerde
apoptozu tetikleme veya bakteriyal hedeflerde otolizi tetikleme gibi farkh etki
mekanizmalar1 da 6ne siiriilmektedir (13).

Yapisal 6zelliklerine gore antimikrobiyal peptidleri, defensinler, katelisidinler,
histatinler, cathepsin G, azurocidin, kimaz, laktoferrin, cryptdin iligkili sekans
peptidleri, belirli kemokinler, bakterisidal permeabilite arttiran protein, lizozimler,
grup HA fosfolipaz A,, ubiquicidin, ribozomal protein L30-L39 ve S19, histonlar
H1.5 ve H2B ve eozinofilik katyonik proteinler olarak gruplandirmak miimkiindiir

(10,12,14,15).

1.1.2. Cahsmaya Konu Olan Antimikrobiyal Peptidler

1.1.2.1. Defensinler

Defensin grubu peptidler, memelilerde en oOnemli antimikrobiyal peptid
gruplarmin i¢inde yer alirlar (16,17). Defensinler katyonik, 30-40 aminoasitten
olusan, arjinince zengin, B-tabakali katlant1 gosteren, molekiiler agirliklar1 3,5-6 kDa
arasinda olan ve alt1 sistein rezidiisiiniin olusturdugu ii¢ disiilfit kopriisii iceren
molekiillerdir (13-15,18-20). Bilinen tiim insan defensin genleri 8. kromozomda
telomer bolgesine yakin p22-23.1 bolgesinde bulunmaktadirlar (19). Defensinler,
sistein rezidiilerine ve disiilfit baglarinin yerlesimine gore alfa (o), beta () ve teta (0)
defensinler olmak iizere li¢ alt gruba ayrilirlar (17,19). Defensin alt gruplarmin
ozellikleri Cizelge 1.2.°de verilmistir (12,13,15,16,19-23). Teta defensinler

insanlarda tanimlanmamustir (14).



Cizelge 1.3. B-defensinlerin bulunduklar1 yerler ve islevleri

p-defensinlerin Bulundugu Yerler

hBD*-1 hBD*-2 hBD*-3 hBD*-4,5,6
Notrofil ve Diger Lokositler | N6trofil ve Diger Lokositler | Deri Epididim
Plazma Plazma Tonsiller Plazma
Idrar Idrar Nétrofil ve Diger Lokositler | Idrar
Hemofiltrat Bagirsak Plazma Mide Antrumu
Akciger Akciger Idrar Notrofiller
Meme Bezleri Urogenital Sistem Akciger Tiroid
Tiikriik Bezleri Pankreas Bagirsak Akciger
Deri Deri Timus Uterus
Timus Kemik iligi Uterus Bobrek Epilteli
Ince Bagirsak Bobrek Bobrek
Testis Mide Kalp
Vajina Timus Iskelet Kas1
Disi Genital Sistem Karaciger
Plasenta
Anne siitil
Bobrek
Pankreas
Prostat

B-defensinlerin islevleri

Bakteri, fungus, klamidya ve zarfl1 viriislere karsi antimikrobiyal etki

T hafiza hiicreleri, immatiir dendritik hiicreler ve nétrofillerin kemotaksisi

Immatiir dendritik hiicrelerin matiirasyonu

Mast hiicre kemotaksisi ve degraniilasyonu

*: human beta defensin

B-defensinlerden hBD-1 ve hBD-2 esas olarak Gram negatif bakterilere karsi

mikrobisidal etki gosterir, Gram pozitiflere olan etkileri daha azdir. hBD-3 ise, genis

spektrumlu bir antimikrobiyal peptid olup, bircok patojen bakteriye ve Candida

albicans gibi mikozlara karsi etkilidir (13).




1.1.2.2. Katelisidinler

Ik olarak, degisik tiirlerin myeloid hiicrelerinden izole edilen katelisidinler,
yapilan bircok c¢alismadan sonra epitel hiicrelerinde tanimlanmistir (27). Son
zamanlarda katelisidinler, solunum yollar1 ile birlikte, gastrointestinal yolda, deri ve
testislerde, dogal katil hiicrelerinde, T ve B lenfositlerde ve makrofajlarda da
tanimlanmugtir  (27,28). Insan solunum yollarinda bulunan Kkatelisidinler, bu
bolgedeki epitelyum hiicreleri, lenfositler, notrofiller ve makrofajlardan kaynaklanir.
Farkli viicut sivilarinda da bulunabilen katelisidinler, serumda, solunum yolu yiizey
sivisinda, enfeksiyon ve enflamasyon sirasindaki yara sivisinda yiiksek
konsantrasyonlara ulasabilir (27). Katelisidin ekspresyonu, bazi kronik enflamatuvar
hastaliklardan farkli sekillerde etkilenir (29). Psoriyasiz’de, katelisidin seviyeleri
yiikselirken, atopik dermatitiste katelisidin ekspresyonu yetersizdir (30,31).

Insan katyonik antibakteriyal proteini olarak bilinen tek insan katelisidin
proteini hCAP-18’dir. Bu proteinin molekiiler agirlig1 18 kDa olup, N-terminal yada
conserved amino-terminal ve C-terminal olmak tizere 2 farkli zincirden olusur.
hCAP-18’in olgun antimikrobiyal peptidi C-terminal zinciridir ve LL-37 olarak
bilinir (27,29).

LL-37’nin olgun antimikrobiyal peptid olarak adlandirilmasinin sebebi,
peptidin 2 16sin ile baslayan 37 aminoasitten olugsmasidir (32). LL-37, hizli ve genis
spektrumlu Oldiirme aktivitesine sahiptir ve bu nedenle herhangi bir patojenite
durumunda, en erken tespit edilen memeli antimikrobiyal peptidlerinden biridir (33).
Bu etkinligin 6nceleri sadece C-terminal zincirinden yani LL-37°den kaynaklandig1
diistiniilse de, N-terminal zincirin de bu etkinlige katkida bulundugu sonraki

calismalarda gdsterilmistir (29).



Cizelge 1.2. Alfa ve Beta defensinlerin 6zellikleri

o-defensinler | B-defensinler

Aminoasit sayisi 29-35 35

Molekiiler agirhk 35kDa 4-6 kDa

Disiilfit baglarimin yerlesimi | 1-6,2-4,3-5 1-5,2-4,3-6

Gen sayis1 11 28

Defensinler de katyonik ve amfifilik 6zelliklidirler ve bundan dolay1 diger
antimikrobiyal peptidler gibi mikroorganizmalarin membranlarindaki negatif yiikli
molekiillere etki ederler (18,24). Bu negatif yiiklii molekiiller, Gram negatif
bakterilerde lipopolisakkaritler (LPS), Gram pozitiflerde polisakkaritler ve
lipoteikoik asit (LTA) ve her iki tiir bakterilerin i¢ membraninda bulunan
fosfolipitlerdir (22). Defensinler, antibakteriyal etkilerini uM diizeyde gosterirler
(18). Bu etkileri ortamda fizyolojik konsantrasyondaki tuz varliginda azalmaktadir.
Bu nedenle defensinlerin in vivo antimikrobiyal etkileri, iyon yogunlugunun diisiik
oldugu fagosit vakuolleri ile deri ve mukozal epitel yilizeylerinde gerceklesmektedir
(16).

Defensinlerin bilinen bes grubu vardir ve bu gruplarda toplam 28 B-defensin
geni tanimlanmistir (15,22). Cizelge 1.3’te, B-defensinlerin yerlesimleri ve gorevleri

gosterilmistir (12,13,20,22,25,26).



Arastirmacilar insan katelin benzeri proteinin, lizozomal sistein proteinaz
katepsin L (LSPK-L)’nin etkisini baskiladigmmi1  bildirmislerdir. LSPK-L,
enflamatuvar hiicrelerde mevcuttur ve elastinolitik ve kollegenolitik aktiviteleri
nedeniyle enflamatuvar lezyonlarda doku yaralanmasina katkida bulunabilir. Katelin
benzeri protein, hiicreleri konak ve mikrobiyal sistein proteinazlarin istenmeyen
proteolizisinden korur ve istilact patojenlerin inhibisyonunda ya da dogrudan
oldiiriilmesinde 6nemli rol oynar (29). Epitel hiicreleri ve dolasimdaki nétrofiller
katelisidinlerin temel kaynagidir ve myeloid kemik iligi hiicreleri katelisidinlerin
primer ekspresyon alanidir. Katelisidinler myelositte ve nétrofil olgunlasmasinin
metamyelosit safthasinda sentezlenirler ve daha sonra spesifik graniillere giderler.
Katelisidinler pre-propeptidler olarak sentezlenirler (27). Katelisidin peptidi inaktif
propeptid molekiilleri olarak depolanir, stimiilasyon ile aktif peptidlere doniisiir
(27,34). Depo formun aktif peptidlere doniismesinin, aktive olmus notrofillerde
graniillerin ekzositozunu takiben gergeklestigi gosterilmistir. Bir bagka deyisle depo
formun aktif peptid haline gelmesinin, aktive olmus noétrofiller i¢indeki fagositik
vakuollerde ya da ekstraselliiler alan i¢ine degraniilasyon esnasinda meydana geldigi
diistiniilmektedir (34). Tam uzunluktaki katelisidin (hCAP-18)’in proteinaz 3 ile
proteolitik pargalanmasmi takiben antimikrobiyal etkinligi olan LL-37 ve
antimikrobiyal ve sistein proteinaz inhibitor aktiviteli katelin benzeri zincir aktif hale
gelir (27,29). Tam uzunluktaki katelisidinin proteolitik olarak 2 aktif antimikrobiyal

ajana parcalanmasi mikrobiyal 6ldiirme isleminde kritik bir adimdir (28,29).



1.2. Glutatyon-S-Transferazlar (GST)

Glutatyon-S-transferazlarin yapilar1 hakkindaki ilk bilgiler, 1961°de fare
karacigerinde yapilan c¢alismalar sonucu glutatyon (GSH) konjugasyonunun
gozlenmesine dayanir (35-37). GST’ ler ~26 kDa agrliginda iki alt iiniteden olusan
dimerik yapiya sahiptirler. Izoelektrik noktalar1 pH 4-5° te oldugundan dolay:
hidrofobik, 50 kDa agirliginda bir proteini olustururlar. Heterodimer formlar1
olusturmalar1 durumu ise GST’ lerin ¢esitliligini arttirir.

Memeli dokularinda eksprese olan GST, Faz Il enzimler grubuna dahil edilen
genis bir gen ailesidir; bu gen ailesine iiye GST enzimleri karsinojenik olan endojen
ve ekzojen ajanlara karsi, hiicrede savunma mekanizmasmin énemli bir bdlimiinii
olustururlar. Dokularin oksidatif hasardan korunmasi ve ksenobiyotiklerin

detoksifikasyonunda rol oynamalar1 GST’ lerin ayrica gorevlerindendir (38,39).

1.2.1. Glutatyon-S-Transferazlar’in Siniflandirilmasi

Insan sitozolik GST’ lerin birgok formu bulundugundan ayr1 olarak
siniflandirilmiglardir (40). Bu smiflandirma, GST’ lerin substrat spesifikliklerine,
immiinolojik Ozelliklerine, Ozellikle N-terminal dizileri olmak {izere aminoasit
dizilerinin benzerliklerine ve izoelektrik noktalarina gore yapilmistir. Yapilan
siniflandirmaya gore GST’ ler sitozolik, alfa (GSTa, GSTA), mii (GSTu, GSTM), pi
(GST=m, GSTP) teta (GSTO, GSTT), kappa (GSTk, GSTK), zeta (GSTZ), sigma
(GSTo, GSTS) ve bir de primer yapisi suda c¢oziinebilen membrana bagh

mikrozomal bir enzim sinifi vardir (41,42).



1.2.2. Cahsmaya Konu Olan GST izozimleri

1.2.2.1. GSTMU

Insanlarda M1’ den M5’ e kadar 5 mu sinifi GST geni tanimlanmustir (43,44).
Dokularda en yaygin olan GSTMI1, kemik, beyin, akciger, germ hiicreleri, kalp,
bobrek, over, paratroit, prostat, testis, uterus gibi organlarda; GSTM2 daha ¢ok
iskelet kasinda; GSTM3 kaslarla birlikte beyin, akciger ve testislerde; GSTM4 insan

lenfoblastoid hiicre soylarinda ve GSTMS ise beyinde eksprese edilirler (45).

1.2.2.2. GST TETA

Insanlarda GSTT1 ve GSTT2 olmak iizere teta sinifi GST’ lerin iki izoenzimi
vardir (46). Kalp, beyin, kolon, bobrek, over, snovial mebran, paratroid, prostat,

uterus, timus ve testis gibi doku ve organlarda eksprese olurlar (47,48).

1.3. Dermatofitler ve Candidal Intertrigo

1.3.1. Dermatofitler

Etkeni, Trichophyton’lar, Microsporum’lar ve Epidermophyton cinslerinden
olusan dermatofitler, Ascomycetes sinifinda yer alirlar.

Dermatofitler insanda deri, kil ve tirnaklarda yerleserek dermatofitozis
(dermatophytosis) denen enfeksiyonlara yol agarlar. Bu enfeksiyonlarin bazilarma her

yerde, bazilarma ise lokal blgelerde rastlanilir.



Dermatofitlerin yayilisma onlarmn insancil (antropofilik), hayvancil (zoofilik) ve
toprakeil (jeofilik) olmalar1 etkilidir. Antropofilik dermatofitler, genellikle her bolgede
bulundugu halde, jeofilik dermatofitler ve bir dereceye kadar zoofilik dermatofitler belirli
bolgelerde yerlesmeler gosterirler.

Insanlar, genellikle yine enfeksiyonlu diger insanlardan, memeli hayvanlardan ve
nadiren de kanath hayvanlardan enfekte olurlar. Ozellikle enfeksiyonlu insanlar baglica
dermatofitoz kaynaklaridirlar (49,50).

Dermatofitlerin deriden atilmasmnda hiicresel immun yanit da rol oynamaktadir. immun
yanitin en 6nemli eleman1 T lenfositleridir. Calismalar dermatofitozlarda iyilesme i¢in T
lenfosit aktivasyonunun ¢ok 6nemli bir nokta oldugunu gostermistir. Epidermal langerhans
hiicreleri de immun yanit da rol oynamaktadir. Bu hiicrelerin insan lenfositleri ile yapilan
karisim kiiltiirlerinde antijen sunucu hiicreler gibi hareket ettikleri saptanmustir. T

lenfositlerinin hangi mekanizma ile iyilesme stirecini etkiledikleri ise 1y1 anlasilamamustir

(51,52).

1.3.1.1. Cahsmaya Konu olan Dermatofitler

Dermatofitozlar, tutulan bolgeye, etken olan dermatofite ve konagm immun yanitina
gore degisik klinik bulgular gosterirler. Antropofilik dermatofitler stratum korneum, kil,
tirnak keratini iginde kalmakta ve agir dermoepidermal yangisal reaksiyonlara neden
olmamaktadirlar. Bunlarm enfeksiyonlarmda inflamasyon az oranda goriilmekte,
kroniklesmeye ise siklikla rastlanmaktadir. Bunun sonucu hastada allerji gelisir. Olusan
allerji ile birlikte hastanin fungusa karsi direng gelistirmesi de s6z konusudur. Bu
enfeksiyonlar kendiliginden 1yilesmeye egilimli olup reinfeksiyona karsi da yerel bir direng

gosterebilirler (51,53). Dermatofitozlar tutulan bolgeye gore adlandirilirlar.
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1.3.1.1.1. Tinea versicolor

Pityriasis versicolor olarak da bilinen 7. versicolor enfeksiyonlar1 yaz aylarmda
yayilma insidansi artan ve kis aylarinda azalan bir enfeksiyon cesidi olup, 6zellikle genclerde,
erkeklerde kadmlara oranla daha fazla goriilmektedir. Hastahgin olusumunda agir kronik
hastaliklar, gebelik, kortikosteroid tedavileri nemli rol oynar.

Daha cok sagsiz veya kilsiz deriyi tutan enfeksiyonun lezyonlari, mercimek
biiyiikliigiinden baglayip el ayasi biiyiikliigiine ya da daha fazla biiytikliiklere ulasabilir.
Rastlanma sikhgmnin sirasma gére kahverengi, siitlii kahverengi, sar1 ve beyaz renklerde olan
T. versicolor, viicudun elbiseyle kaplh olan bolgelerinde lokalize olurlar. Bunun nedeni,
elbiseyle kapl olan bolgelerdeki havanin CO, miktarmnm, agik bulunan bolgelerden daha ¢ok

olmasidir (49,50) .

1.3.1.1.2. Tinea inguinalis

Kasik, pubik bolge ve kalgalarm dermatofitozu olan, tiim diinyada ve erkeklerde daha
sik rastlanan bu enfeksiyon, Ozellikle 18-25 ile 40-50 yaslarda en yiiksek prevalansi
gostermektedir. Lezyon genelde uylugun 6n yiiziinde nadiren de skrotumda papul ve
pustiil gelistirerek yerlesir. Sismanlik, cok terleme, dar giysiler, suspansuvar gibi atletik
destekler ve 1slak mayo, enfeksiyonu kolaylastirici faktorlerdir. Bagkalarmin giysilerini
kullanma ve cinsel iliskiyle de gecebilen Tinea inguinalis ¢ok bulasici olup siklikla
otoinokulasyon sonucu gelismektedir. Okul, hastane, kisla ve spor salonlarmda kiigiik

epidemiler goriilebilir (49-51,54-56).
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1.3.1.1.3. Tinea pedis

Dermatofitozlarin en yaygin formu olarak bilinen Tinea pedis, yayilis bolgelerinin

dagilimlarina gore en ¢ok ayaklarda goriilmektedir (Sekil 1.1.)

Sekil 1.1. Tinea pedis ile infekte olan ayak (N.S.A. isimli hastadan)

Enfeksiyon, 20-50’1i yas gruplarinda, yatili okullar, kislalar, spor salonlar1 gibi toplu
yasanilan yerlerde ve ayrica yaz aylarinda kadinlara oranla daha fazla kapali ayakkabi
giymelerinden dolayi, erkeklerde daha sik goriilebilmektedir. Ozellikle sicak havalarda
kapah ve siki ayakkabilar ile sentetik coraplarm giyimi, asir1 terleme gibi faktorlerin
yaninda enfeksiyona, ortak kullanilan dus, hamam, banyo, otel ve hatta ev odalarinda
yerlere dokiilen infekte epitel dokiintiilerine ¢iplak ayakla basmak suretiyle de maruz

kalmilabilmektedir (54).
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1.3.1.1.4. Tinea corporis

Hastalik en fazla alin, yanaklar, boyun, el, sirt, karin ve bacaklarda goriilmekte

olup kadin ve erkeklerde tiim yas gruplarinda goriilebilmektedir (Sekil 1.2).

Sekil 1.2. Tinea corporis ile infekte olan boyun bolgesi

(K.D. isimli hastadan)

Lezyonlar1 4 mm. {le 2-3 c¢cm. ¢apinda olup, en ¢ok yuvarlak daha az olarak
oval, bazen de bigimsiz plakl sekiller gostermektedir. Bu plaklar keskin kenarl ve
ilk giinlerde her tarafi eritemli-skuvamli iken birka¢ giin sonra ortalar1 normal deri
goriiniimii alir. Cevrede siddetli bir eritem-skuvam devam eder. Kenarlar1 bir bistiiri
ile kazinirsa nokta seklinde sulanan yerlerde vezikiillerin bulundugu ortaya c¢ikar.

Plaklar ortadan ¢evreye dogru genisler (49,50).

1.3.1. Candidal intertrigo

Kandidiyazis olarak da bilinen bu hastaligin etmeni Candida albicans’tir.

Saccharomyces smifinda yer alan bu patojen, bogaz, st solunum yollari,
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gastrointestinal kanal ve vajinanin normal flora tiyesidir. Ancak her hangi bir nedenle
bulunduklar1 bolgelerde miktarlar artarsa veya normal floralarinin digina ¢ikarlarsa

endojen tipte hastalik olustururlar (Sekil 1.3.).

Sekil 1.3. Candida albicans ile infekte olan boyun bolgesi (R.O.
isimli hastadan)

Candida albicans’m sebep oldugu bu hastalik agiz, vajina, deri, tirnaklar, brong
veya akcigerlerde lezyonlar olusturabilen, daha az olarak da septisemi, menenjit, ve
endokardite sebep olabilen akut veya subakut bir hastaliktir. Candidanin saprotrof
durumdan patojen duruma geg¢mesinde endojen ve eksojen faktorler neden
olmaktadir. Bunlar; yas, genel enfeksiyonlar, sismanlik ve seker hastaligi gibi
metabolik  hastaliklar, fazla terleme, dolasim bozuklugu rahatsizliklari,
gastrointestinal hastaliklar gibi etmenler endojen kokenli olup; travmalar, havanin
nemindeki artiglar, ortamin asit ve bazliginin deriye etkileri, mantarin virulansi ve

patojenitesi gibi etmenler de eksojen kokenli faktorler seklinde siralanabilir.

14



Kandidiyazis, gebelik, 16semi, fazla antibiyotik kullanimi, alkolizm, hiicresel
immiinitenin baskilandig1 durumlarda en sik goriilen firsatgr bir enfeksiyondur.
Infeksiyona zemin hazirlayan faktdrler sonucunda C. albicans’in kolonizasyonu artar
ve ¢esitli enfeksiyonlar gelisebilir (49,50).

Marissa vd. 2005 yaptiklar1 caligmada antimikrobiyal peptidlerin deride immun
savunmada onemli rollerinin oldugunu géstermisler; Jensens’ vd. 2005, Lu vd. 2006,
Gambichler vd. 2007 yaptiklar1 ¢alismalarda Tinea corporis, Candida albicans ve
Atopic dermatitis enfeksiyonlarinda antimikrobiyal peptidlerin bu enfeksiyonlardaki
etkilerini aragtrmiglardir (57-60).

Baz vd., 2004 yaptiklar1 ¢aligmada kontakt dermatitli hastalarda GSTTI1 ve
GSTM1 izozimlerinin bu hastaliktaki roliinii géstermis, Kerb vd. 1997 yaptiklar1
calismada ise UV 1sinlarina karsi derinin kendini korumada GSTT1 ve GSTMI1
izozimlerinin dnemini vurgulamislardir (61,62).

Bu calismanin amaci; derinin 7. versicolor, T. inguinalis, T. pedis, T. corporis
ve C. albicans enfeksiyonlarma karst human beta defensin 1,2,3 ve LL-37
antimikrobiyal peptidlerinin ve antioksidan enzimler olan glutatyon-S-transferaz Mii
ve Teta izozimlerinin ekspresyonlarmi ve bu proteinlerin bu hastaliklardaki

etkinligini arastirmaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamilan Kimyasallar

Primer Antikor (hBD-1, hBD-2, hBD-3, LL-37, GSTM4, GSTT1)
Sekonder Antikor (Biotinylated secondary antikor), (Dako)

TBS buffer (Thermo, USA)

%30’ luk H,O; Solusyonu (Sigma)

Ksilol (Merck)

Etanol (Merck, Almanya)

Metanol (Merck, Almanya)

Sodyum sitrat (Sigma)

Sitrik asit (Sigma)

Protein Blokaj1 (Normal Swine Serum, Normal Goat Serum)(Dako)
ABC HRP(Avidin Biotin Complex Horse Radish Peroxsidase),
(Dako)

Hematoksilen (Shandon)

DAB (Diamino benzidin) (Dako)

2.1.1.1. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

H,0, Blokaj1 Soliisyonunun Hazirlanisi: 30 ml %30’luk H,O, iizerine
470 ml metanol ilave edilerek hazirlandi.

Antijen Retrival Soliisyonunun Hazirlanis (0,01 M, pH: 6.0): 2,101 gr
sitrik asit (A) 100ml distile suda; 0,1 M 14,7 gr sodyum sitrat (B)
500ml distile suda ¢ozildi. 9 ml A soliisyonundan, 41 ml B

soliisyonundan alinarak 500 ml’ye distile su ile tamamlandi.
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e 0,005 M Tris Tamponunun Hazirlanisi: 60,55 gr tris base, 85,20 gr
NaCl 500 ml distile suda ¢oziiliir. 370 ml 1 M HCI eklenerek pH: 7,6
ya getirilip 1lt’ye tamamlanir. (1 ml TBS 100ml distile suyla diliie

edilerek kullanilir.)

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

e Etiiv

e -20’lik derin dondurucu ve buzdolab1
e pH metre

e Vortex

e Rotator

e Diidiiklii tencere

e [sitict

e Hassas Terazi

e Arastirma mikroskobu (kameralr)

2.2. Kullanilan Yontemler

2.2.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Belirlenmesi

Calismada, Ankara Keg¢ioren Egitim ve Arastirma Hastanesi Dermatoloji
Klinigi’ne 2008-2009 yillar1 arasinda dermatolojik sikayetlerle basvuran, yas
ortalamalar1 35,94+14,76 olan 27 erkek ve 26 kadmn olmak iizere toplam 53 kisi
calisma grubu olarak belirlendi. Klinisyen tarafindan teshisleri konulan 8 Tinea

inguinalis’li, 3 Tinea corporis’li, 15 Tinea versicolor’lu, 15 Tinea pedis’li ve 3
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Candida albicans’l1 toplam 44 kisi hasta grubu, higbir teshis almayan 9 kisi ise

kontrol grubu olarak belirlendi (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Hasta ve Kontrol gruplarinin klinik bilgileri

HASTA ADI | CINSIYET | YAS | TESHIS
R.K. E 20 T. inguinalis
AK. E 42 T. inguinalis
H.G. E 36 T. inguinalis
O.M. E 20 T. inguinalis
S.G. E 43 T. inguinalis
C.L. E 17 T. inguinalis
H.C. E 27 T. inguinalis
A.D. K 50 T. inguinalis
S.Y. E 20 T. corporis
K.D. E 32 T. corporis
A.A. K 82 T. corporis
0.D. E 42 T. versicolor
F.S. K 45 T. versicolor
K.T.G. K 19 T. versicolor
T.G. E 18 T. versicolor
Y.S. E 20 T. versicolor
K.Y. E 29 T. versicolor
T.C. E 33 T. versicolor
A.E. E 23 T. versicolor
0.Y. E 58 T. versicolor
H.Y. E 56 T. versicolor
Al E 45 T. versicolor
1.O. E 28 T. versicolor
N.S. K 29 T. versicolor
E.A. K 18 T. versicolor
B.Y. E 35 T. versicolor
F.Y K 37 T. pedis
G.S. K 17 T. pedis

i.A E 24 T. pedis

M.i E 35 T. pedis

S.S. K 40 T. pedis

R.D E 28 T. pedis
M.K. K 30 T. pedis
C.U. K 25 T. pedis

A.B K 33 T. pedis
N.G. K 24 T. pedis
S.K. E 57 T. pedis
N.SA. K 51 T. pedis
0.A. E 44 T. pedis
H.GU. K 35 T. pedis

A KA. K 43 T. pedis
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R.O. K 27 C. albicans
S.C. K 73 C. albicans
H.S. K 42 C. albicans
E.K. K 49 KONTROL
F.SA. K 68 KONTROL
F.D. K 26 KONTROL
A.AK. K 37 KONTROL
H.YL E 50 KONTROL
N.U. K 45 KONTROL
N.D. K 20 KONTROL
Y.A. E 30 KONTROL
A.S. K 28 KONTROL

Klinisyen tarafindan teshisleri konulan hasta ve kontrol gruplarindan punch
biyopsi yOntemiyle yaklastk 4mm c¢apmda doku oOrnekleri alinip patoloji
laboratuarinda parafin bloklama islemleri gerceklestirildi (58). Hazirlanan parafin
bloklardan her bir doku i¢in poly-L-lysin kapli lamlara mikrotom vasitasiyla 6 adet
kesit alind1.

Poly-L-lysin kapli lamlara alinan doku kesitleri deparafinizasyon igsleminden
sonra immiinohistokimya (IHC) yontemi ile GSTM4 (1:50), GSTT1(1:100), hBD-1
(1:100), hBD-2 (1:100), hBD-3 (1:100) ve LL-37 (1:100) antiserumlar1 (antikorlar1)
ile boliim 2.2.2.’de ayrintili olarak aciklanan prosediire gore boyandi. IHC uygulanan
preparatlar, aragtirma mikroskobunda boyanma siddetine ve boyanma ylizdelerine
bakilarak patologla birlikte degerlendirmeleri yapildi ve fotograflar1 ¢ekildi.
Degerlendirme boyanma siddeti i¢in; boyanma olmamasi durumu (0), zayif boyanma
(1+), orta siddette boyanma (2+), siddetli boyanma (3+) olacak sekilde; boyanma
yiizdesi i¢in hiicrelerin; %0 i¢in boyanma yok, %0-10 i¢in (1+), %10-50 i¢in (2+) ve

>%>50 i¢in (3+) olacak sekilde yapildi.
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2.2.2. immunohistokimya Prosediirii

Dokular, deparafinizasyon i¢in etiivde 70°C’de 1 saat, 1sinmis ksilolde 10
dakika bekletildi. Etiivden c¢ikarilan preparatlar sogumasi i¢in oda sicakliginda 10
dakika bekletildi ve ardindan algalan alkol serilerinden 1 er dakika gecirildi. Distile
suda 1-2 dakika bekletilen preparatlar endojen peroksidaz aktivitesinin inhibisyonu
icin 10 dakika H,O, blokajinda bekletildi. Cesme suyunda 5 dakika yikanan
preparatlar TBS buffer’a batirilip cikarildiktan sonra Antijen Retrival Soliisyonu
icerisinde diidiklii tencerede 3 dakika kaynatildi. Nonspesifik boyanmanin
engellenmesi amaciyla Protein Blocking Soliisyonunda 10 dakika bekletilen
preparatlara 1 saat siireyle hazirlanan antikorlar uygulandi. Aralarda TBS buffer’la 3
kere yikanmak sartiyla orneklere sirasiyla, 10 dakika sekonder antikor ardindan
streptavidin-proksidaz kompleksi uygulandi. Tekrar 3 kere TBS buffer’la yikanan
preparatlar 10 dakika DAB da tutulduktan sonra 1 dakika distile suda yikandi. 2
dakika hemotoksilende bekletilen preparatlar yiikselen alkol serilerinden 1 er dakika

gecirilerek ksilolde 5 dakika bekletildi. Son olarak entellan ile preparatlar kapatildi

(71).

2.2.3. istatistiksel Analiz

Yapilan bu calismada, her bir proteinin ekspresyonu boyama siddeti ve
ylizdesine gore, her bir hastalik ve kontrol grubu i¢in ayr1 ayri istatistiksel olarak
degerlendirildi. Buna gore, varyanslarm homojenligini gérmek i¢in Levene’s Testi
yapildi. Daha sonra ortalamalar arasinda farkliliklarm olup olmadigini anlamak i¢in

t-Testi uygulandi. Farkliliklarin oldugu durumlarda Multiple Comparisons Testi
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uygulanip varyanslarin homojenliginde Tukey, varyanslarin homojen olmadig:
durumlarda ise Tamhane T2 Testleri uygulanarak farkliliklarin hangi degiskenler
arasinda oldugu tespit edildi. Ayrica hastalik durumlarinda proteinlerin birbirleri

arasindaki iliskileri inceleyebilmek i¢in de Pearson Correlation Testi uygulandi (72).
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3. BULGULAR

3.1. Antimikrobiyal Peptidler ve Glutatyon-S-Transferaz izozimlerinin

Dokulardaki Dagilim

3.1.1. Tinea inguinalis’li Hastalarin Dokularindaki Peptid Dagihimlan

Bu patojenle infekte olan dokulara bakildiginda; glutatyon-S-Transferaz
izozimleri olan, GSTT1’in, toplam 8 hastadan 3 (%37,5)’linde +1 siddetinde
eksprese edildigi, 4 (%50) hastada +3 siddetinde eksprese edildigi ve 1 (%12,5)
hastada hi¢ eksprese edilmedigi goriilmiistiir. GSTM4’iin 4 (%50) hastada +1
siddetinde, 4 (%50) hastada da +2 siddetinde eksprese edildigi goriilmiistiir.

Antimikrobiyal peptidlerden hBD-1’in 4 (%50) hastada +1 siddetinde (Sekil
3.1), 2 (%25) hastada +2 siddetinde eksprese edildigi, 2 (%25) hastada ise hig
eksprese edilmedigi goriilmiistiir. hBD-2nin 6 (%75) hastada +1eksprese edildigi, 2
(%25) hastada ise ekspresyonun olmadigi goriilmiistiir. hBD-3’1in 3 (%37,5) hastada
+1 siddetinde, 3 (%37,5) hastada +2 siddetinde eksprese oldugu, 2 (%25) hastanin
ise bu peptidi eksprese etmedigi goriilmiistiir. LL-37’nin 1 (%12,5) hastada +2 ve 7
(%87,5) hastada +3 siddetinde eksprese oldugu gorilmiistiir (Sekil 3.2) (Cizelge

3.1.).
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Sekil 3.1. T. inguinalis ile infekte olan dokunun (H.G. isimli
hastadan) hafif siddette hBD-1 ekspresyonu

Sekil 3.2. T. inguinalis ile infekte olan dokunun (C.L. isimli
hastadan) siddetli LL-37 ekspresyonu
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3.1.2. Tinea corporis’li Hastalarin Dokularindaki Peptid Dagilimlar

Bu patojenle infekte olan 3 hastanin dokularma bakildiginda; glutatyon-S-
transferaz izozimleri olan, GSTT1’in tiim hastalarda (%100) +3 siddetinde,
GSTM4’iin ise +1 siddetinde eksprese olduklar1 goriilmiistiir.

Antimikrobiyal Peptidlerden hBD-1’in 2 (%66,7) hastada eksprese
edilmedigi, 1 (%33,3) hastanin ise +1 siddetinde bu peptidi eksprese ettigi
goriilmiistiir. hBD-2’nin hi¢bir hastada eksprese olmadigi goriiliirken, hBD3’iin 1
(%33,3) hastada +1, 1 (%33,3) hastada +2 siddetlerinde eksprese edildigi, 1 (%33,3)
hastada ise eksprese olmadig1 goriilmiistiir. LL-37 nin ise 2 (%66,7) hastada +1 ve 1

hastada +3 (%33,3) siddetinde eksprese oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.1.).

3.1.3. Tinea versicolor’lu Hastalarin Dokularindaki Peptid Dagihimlarn

Bu patojenle infekte olan 15 hastanin dokularina bakildiginda; glutatyon-S-
transferaz izozimleri olan, GSTT1 in, toplam 1 (%6,7)’linde +1 siddetinde eksprese
edildigi, 5 (%33,3) hastada +2 siddetinde (Sekil 3.3), 9 (%60) hastada +3 siddetinde
eksprese edildigi gorilmiistiir. GSTM4’lin 9 (%60) hastada +1 siddetinde, 6 (%40)

hastada da +2 siddetinde eksprese edildigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.3. T. versicolor ile infekte olan dokunun (T.C. isimli
hastadan) orta siddette GSTT1 ekspresyonu

Antimikrobiyal Peptidlerden hBD-1’in 7 (%46,7) hastada +1 siddetinde, 2
(%13,3) hastada +2 siddetinde eksprese oldugu goriiliirken, 6 (%40) hastada eksprese
olmadig1 goriilmistiir. hBD-2’nin 6 (%40) hastada +1 siddetinde eksprese oldugu
goriiliirken 9 (%60) hastada hi¢ eksprese olmadigi goriilmiistiir. hBD-3’lin 8 (%53,3)
hastada +1 siddetinde, 2 (%13,3) hastada +2 siddetinde, 1 (%6,7) hastada +3
siddetinde eksprese oldugu, 4 (%26,7) hastada da ekspresyonun gozlenmedigi
gortilmiistiir. LL-37’nin 3 (%20) hastada +1 siddetinde, 6 (%40) hastada +2
siddetinde, 5 hastada (%33,3) +3 siddetinde eksprese oldugu, 1 (%6,7) hastada da

ekspresyonun olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 3.1.).
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3.1.4. Tinea pedis’li Hastalarin Dokularindaki Peptid Dagilimlan

Bu patojenle infekte olan 15 hastanin dokularina bakildiginda; glutatyon-S-
transferaz izozimleri olan, GSTT1’in 13 (%86,7) hastada +3 siddetinde eksprese
oldugu goriilirken 2 (%13,3) hastada ekspresyonun olmadigi goriilmiistiir.
GSTM4’iin 11 (%73,3) hastada +1 siddetinde, 1 (%®6,7) hastada +2 siddetinde
eksprese oldugu, 3 (%20) hastada ise eksprese olmadigi goriilmiistiir.

Antimikrobiyal Peptidlerden hBD-1’in 10 (%66,7) hastada +1 siddetinde, 2
(%13,3) hastada +2 siddetinde eksprese oldugu goriiliirken, 3 (%20) hastada eksprese
olmadig1 goriilmiistiir. hBD-2nin 3 (%20) hastada +1 siddetinde, 1 (%6,7) hastanin
+2 siddetinde eksprese oldugu goriiliirken 11 (%73,3) hastada hi¢ eksprese olmadigi
goriilmiistiir. hBD-3lin 6 (%40) hastada +1 siddetinde, 1 (%®6,7) hastada +2
siddetinde eksprese oldugu, 7 (%246,7) hastada da ekspresyonun goézlenmedigi
goriilmistiir (Sekil 3.4). LL-37’nin 1 (%6,7) hastada +1 siddetinde, 11 (%73,3)
hastada +2 siddetinde, 2 hastada (%13,3) +3 siddetinde eksprese oldugu, 1 (%6,7)

hastada da ekspresyonun olmadigi goriilmiistiir (Cizelge 3.1.).
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Sekil 3.4. T. pedis ile infekte olan dokunun (M.I. isimli hastadan)
negatif hBD-3 ekspresyonu

3.1.5. Candida albicans’h Hastalarin Dokularindaki Peptid Dagilimlarn

Bu patojenle infekte olan 3 hastanin dokularma bakildiginda; glutatyon-S-
transferaz izozimleri olan, GSTT1’in tiim hastalarda (%100) +3 siddetinde
GSTM4’iin ise +1 siddetinde eksprese olduklar1 goriilmiistiir.

Antimikrobiyal Peptidlerden hBD-1’in 1 (%33,3) hastada eksprese
edilmedigi, 2 (%66,7) hastanin ise +1 siddetinde bu peptidi eksprese ettigi
goriilmiistiir. hBD-2"nin hicbir hastada eksprese olmadigi goriilirken, hBD3’lin 2
(%66,7) hastada +1 siddetinde eksprese oldugu goriilirken , 1 (%33,3) hastada ise
eksprese olmadig1 gorilmistiir. LL-37’nin ise 1 (%33,3) hastada +1 siddetinde, 1
hastada +2 (%33,3) siddetinde ve 1 (%33,3) hastada +3 siddetinde eksprese oldugu

gorilmistiir (Cizelge 3.1.).
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3.1.6. Kontrol Grubunun Dokularindaki Peptid Dagilimlar

Dermatolojik sikayetlerle klinige basvuran ancak herhangi bir klinik taninin
konmadig1 toplam 9 kontrol grubunun glutatyon-S-transferaz izozimleri’nden
GSTT1’ine bakildiginda 7 (%77,7) kisinin dokularinda bu peptidin +1 siddetinde, 2
(%13,3) kisinin +2 siddetinde eksprese edildigi goriilmiistiir. GSTM4’iin 6 (%66,7)
kiside +2 siddetinde, 3 (%33,3) kiside +3 siddetinde eksprese oldugu goriilmiistiir.

Antimikrobiyal Peptidlerden hBD-1’in 4 (%44.,4) kiside +1 siddetinde, 4
(%44,4) kiside +2 siddetinde, 1 (%]11,1) kiside +3 siddetinde eksprese edildigi
goriilmistiir. hBD-2’nin 6 (%66,7) kiside +1 siddetinde, 2 (%22,2) kiside +2
siddetinde eksprese oldugu, 1 (%11,1) kiside ekspresyonun olmadigi goriilmiistiir.
hBD3’iin 5 (%55,6) kiside +1 siddetinde eksprese oldugu goriiliirken, 4 (%44,4)
kiside +2 siddetinde eksprese oldugu goriilmiistiir. LL-37’nin ise 2 (%22,2) kiside +1
siddetinde, 5 hastada +2 (%55,6) siddetinde ve 2 (%?22,4) hastada +3 siddetinde

eksprese oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Antimikrobiyal peptidler ve glutatyon-S-Transferaz
Izozimlerinin Hastalikli ve Kontrol Grubundaki Dokularda

Dagilimi
BOYAMA SIDDETI
ADI SOYADI KLINIK TANI GSTTI1 GSTM4 HBD-1 HpD-2 HBD-3 LL-37
R.K. Tinea inguinalis +1 +1 +2 +1 +1 +3
AK. Tinea inguinalis 0 +2 +2 +1 +2 +3
H.G. Tinea inguinalis +1 +2 +1 +1 +1 +3
O.M. Tinea inguinalis +1 +1 +1 +1 +2 +3
S.G. Tinea inguinalis +3 +1 0 0 0 +3
C.L. Tinea inguinalis +3 +2 +1 +1 +2 +3
H.C. Tinea inguinalis +3 +1 +1 +1 +1 +2
A.D. Tinea inguinalis +3 +2 0 0 +3
S.Y. Tinea corporis +3 +1 0 +2 +2
K.D. Tinea corporis +3 +1 0 0 0 +1
A.A. Tinea corporis +3 +1 +1 0 +1 +3
O.D. Tinea versicolor +3 +1 0 0 0 +1
F.S. Tinea versicolor +3 +1 +1 0 +1 +2
K.T.G. Tinea versicolor +3 +2 0 0 +1
T.G. Tinea versicolor +3 +1 0 0 +1 0
Y.S. Tinea versicolor +3 +2 +1 +1 +3 +3
K.Y. Tinea versicolor +3 +2 0 0 +1 +3
T.C. Tinea versicolor +2 +1 +1 0 +1 +3
A.E. Tinea versicolor +2 +1 +2 0 +1 +3
0.Y. Tinea versicolor +3 +2 +1 +1 +2 +1
H.Y. Tinea versicolor +2 +2 0 0 0 +2
Al Tinea versicolor +3 +1 +2 +1 +1 +3
1.O. Tinea versicolor +3 +1 +1 +1 +1 +2
N.S. Tinea versicolor +2 +1 +1 +1 +2 +2
E.A. Tinea versicolor +2 +1 0 0 0 +2
B.Y. Tinea versicolor +1 +2 +1 +1 +1 +2
F.Y Tinea pedis +3 +1 +1 0 0 +2
G.S. Tinea pedis +3 0 0 0 +1 +2
i.A Tinea pedis 0 +1 +1 0 +1 +2
M.i Tinea pedis +3 +1 0 +1 0 +2
S.S. Tinea pedis +3 +1 0 0 0 +2
R.D Tinea pedis 0 +1 +1 0 0 +2
M.K. Tinea pedis +3 +1 +1 0 +1 +2
C.U. Tinea pedis +3 +1 +1 0 +1 +2
A.B Tinea pedis +3 +2 +1 +1 0 +2
N.G. Tinea pedis +3 0 +1 +1 +1 +3
S.K. Tinea pedis +3 0 +1 0 +1 +2
N.SA. Tinea pedis +3 +1 +2 +2 +2 +1
0.A. Tinea pedis +3 +1 +1 0 0 0
H.GU. Tinea pedis +3 +1 +2 0 0 +2
AKA. Tinea pedis +3 +1 +1 0 0 +3
R.O. Candida albicans +3 +1 0 0 +1 +1
S.C. Candida albicans +3 +1 +1 0 +1 +2
H.S. Candida albicans +3 +1 +1 0 0 +3
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E.K. KONTROL +2 +2 +2 +2 +2 +2
F.SA. KONTROL +1 +2 +1 +1 +2 +2
F.D. KONTROL +1 +3 +2 +1 +2 +2
A.AK. KONTROL +1 +3 +1 0 +1 +1
H.YL KONTROL +1 +2 +1 +1 +1 +2
N.U. KONTROL +2 +3 +3 +1 +2 +3
N.D. KONTROL +1 +2 +2 +1 +1 +1
Y.A. KONTROL +1 +2 +1 +2 +1 +2
A.S. KONTROL +1 +2 +2 +1 +1 +3

3.2. Istatistiksel Bulgular

Hastalikli ve saglikli bireylerde protein ekspresyonlarmmin ortalamalar:

arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gérmek i¢cin T- Test yapildi. Buna

gore;

Tinea inguinalis’li hastalarda, GSTM4 izoziminin saglikli bireylerde, bu

enfeksiyona maruz kalan hastalardan daha fazla (p=0,005<0,05), LL-37’nin ise bu

enfeksiyona maruz kalan hastalarda,

saglikli

bireylere

gore

daha

fazla

(p=0,006<0,05) eksprese oldugu istatistiksel olarak anlamli bulundu (Cizelge 3.2.).
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Cizelge 3.2. Tinea inguinalis’li hastalarin dokularindaki protein

ekspresyonlarinin kontrol grubuyla karsilastiriimasi

Independent Samples Test

Levene's Test for
Equality of Variance| t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed| Difference| Difference| Lower Upper

GSTT1 Equal variances

assumed 31,366 ,000 1,476 15 161 ,653 442 -,290 1,596

Equal variances

not assumed 1,405 8,552 ,195 ,653 ,465 -,407 1,712
GSTM4 Equal variances

assumed 882 362 | -3,321 15 ,005 -833 ,251 -1,368 -299

Equal variances

not assumed -3,307 14,466 ,005 -,833 ,252 -1,372 -,295
HBD1  Equal variances

assumed 192 668 -1,879 15 ,080 -,667 ,355 -1,423 ,090

Equal variances

not assumed -1,871 14,466 ,082 -,667 ,356 -1,429 ,095
HBD2  Equal variances

assumed 014 ,908 -1,374 15 ,190 -,361 ,263 -,921 199

Equal variances

not assumed -1,396 14,739 ,183 -,361 ,259 -,913 ,191
HBD3  Equal variances

assumed 1,150 ;300 -.956 15 354 -,319 334 | -1,032 1393

Equal variances

not assumed -,930 11,571 ,371 -,319 ,343 -1,071 ,432
LL37 Equal variances

assumed 1,192 ,292 3,159 15 ,006 ,875 277 ,285 1,465

Equal variances

not assumed 3,280 12,044 ,007 ,875 ,267 ,294 1,456

Tinea corporis’li hastalarda, GSTT1 izoziminin bu enfeksiyona maruz kalan
hastalarda, saglikli bireylere gore daha fazla ( p=0,000<0,05), GSTM4 izoziminin ve
hBD-1 ile hBD-2 proteinlerinin saglikli bireylerde, bu enfeksiyona maruz kalan
kisilerde oranla daha fazla eksprese oldugu istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p=0,000; 0,015; 0,011<0,05) (Cizelge 3.3.).
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Cizelge

3.3.

Tinea

corporis’li

hastalarin

Independent Samples Test

dokularindaki  protein

ekspresyonlarinin kontrol grubuyla karsilastiriimasi

Levene's Test for
Equality of Variancg

t-test for Equality of Means

95% Confidence
Interval of the

Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed Difference| Difference| Lower Upper
estm aE;‘s”jr'n‘g”a"ces 5,600 040 6,761 10 ,000 1,778 263| 1102|2364
Egt“:;;’m’;"es 12,095| 8,000 ,000 1,778 47| 1439 2117
GSTM4 aE;‘s”jr'n‘g”a"ces 20,000 001 -4472 10 001 -1,333 298| 1998  -669
Edual variances -8,000| 8,000 000  -1,333 67| -1,718]  -949
HBDT  Equalvariancesl g4 479 | 2,928 10 015|  -1,333 455| 2,348 -319
Egt“:;;’m’;"es 3,266| 4,235 028 1,333 408 |  -2442|  -224
HBD2 aE;‘s”jr'n‘g”a"ces 2,366 55| -3,101 10 011 1,111 358| 1910  -313
Edual variances 5547| 8,000 001]  -1,111 200| -1573]  -649
HBD3  Equalvariances g | 34| -1026 10 329 - 444 433 -1410( 521
Egt“:;;’m’;"es S736| 2,382 527 -444 603| 2680 1,791
LL37 aE;‘s”jr'n‘g”a"ces 385 549 ,000 10 1,000 ,000 516  -1,151] 1,151
Edual variances 000| 2,703 1,000 000 624 -2114] 2114
Tinea versicolor’lu hastalarda, GSTT1 izoziminin bu enfeksiyona maruz
kalan hastalarda, saglikli bireylere gore daha fazla (p=0,000<0,05), GSTM4

izoziminin ve hBD-1 ile hBD-2 proteinlerinin saglikli bireylerde, bu enfeksiyona

maruz kalan kisilerde oranla daha fazla eksprese oldugu istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p=0,000; 0,005; 0,005<0,05) (Cizelge 3.4.).
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Cizelge 3.4. Tinea versicolor’lu hastalarin dokularindaki protein

ekspresyonlarinin kontrol grubuyla karsilastiriimasi

Independent Samples Test

Levene's Test for
Equality of Variance t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed| Difference| Difference| Lower Upper
GSTT1 Equal variances
assumed 3,766 ,065 5,402 22 ,000 1,311 ,243 ,808 1,814
Equal variances
not assumed 5,929 21,435 ,000 1,311 ,221 ,852 1,770
GSTM4 Equal variances
assumed Azr ,520 -4,387 22 ,000 -,933 213 1,375 -492
Equal variances
not assumed 4,404 17,182 ,000 -,933 212 -1,380 -487
HBD1  Equal variances
assumed 1002 ,968 -3,140 22 ,005 -,933 ,297 -1,550 -317
Equal variances
not assumed -3,136| 16,919 ,006 -,933 ,298 -1,561 -,305
HBD2 Equal variances
assumed ,548 467 -3,105 22 ,005 =711 ,229 -1,186 -,236
Equal variances
not assumed -2,972 14,757 ,010 =711 ,239 -1,222 -,200
HBD3  Equal variances
assumed 034 ,856 -1.414 22 A71 -,444 ,314 -1,096 1207
Equal variances
not assumed -1,586| 21,917 127 -, 444 ,280 -1,026 137
LL37 Equal variances
assumed 809 378 ,000 22 1,000 ,000 ,360 -,746 746
Equal variances
not assumed ,000 20,517 1,000 ,000 ,336 -,699 1699

Tinea pedis’li hastalarda GSTT1 izoziminin bu enfeksiyona maruz kalan
hastalarda, saglikli bireylere gore daha fazla ( p=0,001<0,05), GSTM4 izoziminin ve
hBD-1, hBD-2 ile hBD-3 proteinlerinin saglikli bireylerde, bu enfeksiyona maruz
kalan kisilere oranla daha fazla eksprese oldugu istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p=0,000; 0,012; 0,003; 0,002<0,05) (Cizelge 3.5.).
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Cizelge 3.5. Tinea pedis’li hastalarin dokularindaki protein ekspresyonlarinin

kontrol grubuyla karsilastirilmasi

Independent Samples Test

Levene's Test for
Equality of Varianc t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error, Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed Differencg Differencd Lower Upper
GSTT1 Equal variances|
assumed 1,686 ,208 3,700 22 ,001 1,378 372 ,606 2,150
Equal variances|
not assumed 4,449 20,320 ,000 1,378 ,310 ,732 2,023
GSTM4 Equal variances|
assumed 550 466  -6,814 22 ,000 -1,467) 215 1,913 -1,020
Equal variances 6,872 17,436 1000 1,467 213  -1,916]  -1,017
not assumed
HBD1  Equal variances
assumed 1,616 217| 2729 22 012 -733 269  -1201  -176
Equal variances|
not assumed -2,608 14,695 ,020 -, 733 ,281 -1,334 -,133
HBD2 Equal variances
assumed 034 ,856 -3,359 22 ,003 -,844 ,251 -1,366 -,323
Equal variances|
not assumed -3,348 16,816 ,004 -,844 ,252 -1,377 -,312
HBD3  Equal variances
assumed ,769 ,390 -3,593 22 ,002 -911 ,254 -1,437 -,385
Equal variances|
not assumed -3,778 19,634 ,001 -911 ,241 -1,415 -,407
LL37 Equal variances|
assumed 1069 ,796 -224 22 ,825 -,067 ,297 -,683 1550
Equal variances|
not assumed -,224 16,919 ,825 -,067 ,298 -,695 ,561

Candida albicans’l1 hastalarda GSTT1 izoziminin bu enfeksiyona maruz
kalan hastalarda, saglikli bireylere gore daha fazla ( p=0,000<0,05), GSTM4
izoziminin ve hBD-2 proteininin saglikli bireylerde, bu enfeksiyona maruz kalan
kisilerde oranla daha fazla eksprese oldugu istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p=0,001; 0,011<0,05) (Cizelge 3.6.)
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Cizelge 3.6. Candida albicans’li hastalarin dokularindaki protein

ekspresyonlarinin kontrol grubuyla karsilastiriimasi

Independent Samples Test

Levene's Test for
Equality of Varianc t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error, Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed Differencg Differencd Lower Upper
GSTT1 Equal variances|
assumed 5,600 1040 6,761 10 ,000 1,778 ,263 1,192 2,364
Equal variances|
not assumed 12,095 8,000 ,000 1,778 147 1,439 2,117
GSTM4 Equal variances|
assumed 20,000 ,001 4,472 10 ,001 -1,333 ,298 -1,998 -,669
Equal variances|
not assumed -8,000 8,000 ,000 -1,333 167 1,718 949
HBD1  Equal variances
assumed 1541 AT9 -2,196 10 ,053 -1,000] 455 2,015 015
Equal variances|
not assumed -2,449 4,235 ,067 -1,000, ,408 -2,109 ,109
HBD2 Equal variances
assumed 2,366 ,155 -3,101 10 ,011 -1,111 ,358 -1,910 -,313
Equal variances|
not assumed -5,547 8,000 ,001 -1,111 ,200 -1,573 -,649
HBD3 Equal variances
assumed 541 479 -2,171 10 ,055 - 778 ,358 -1,576 ,021
Equal variances|
not assumed -2,064 3,204 125 -778 377 -1,935 ,379
LL37 Equal variances|
assumed ,385 ,549 ,000 10 1,000 ,000 ,516 -1,151 1,151
Equal variances|
not assumed ,000 2,703 1,000 ,000 624 2,114 2,114

Istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriildiigii icin Multiple Comparisons
testleri uygulandi. Bunlardan Tinea inguinalis ile infekte olan hastalar varyanslar1
homojen olmadigi i¢in Tamhane T2 Testi, diger enfeksiyonlara maruz kalan
hastalarin varyanslar1 homojen oldugu i¢in Tukey Testi uygulandi. Buna gore;

Tinea inguinalis’li hastalarda antimikrobiyal peptidlerin ve glutatyon-S-
transferaz izozimlerine bakildiginda LL-37’nin GSTM4, hBD-1, hBD-2, hBD-3’den
fazla eksprese edildigi (p=0,001, 0,001, 0,000, 0,005<0,05) istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (Cizelge 3.7.) .
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Cizelge 3.7.

Tinea

ekspresyonlarinin karsilastirilmasi

inguinalis’li

Multiple Comparisons

Dependent Variable: T.inguinalis

hastalarin  dokularindaki

Tamhane
Mean
Difference 95% Confidence Interval
(I) factor  (J) factor (-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
GSTT1 GSTM4 ,375 479 1,000 -1,48 2,23
HSD1 ,875 ,515 ,844 -1,02 2,77
HSD2 1,125 470 ,463 .73 2,98
HSD3 ,750 ,530 ,951 -1,17 2,67
LL37 -1,000 ,458 ,605 -2,87 ,87
GSTM4  GSTT1 -,375 479 1,000 -2,23 1,48
HSD1 ,500 ,327 ,915 -,68 1,68
HSD2 ,750 ,250 ,136 -13 1,63
HSD3 ,375 ,350 ,996 -,90 1,65
LL37 -1,375* ,227 ,001 -2,20 -,55
HBD1 GSTT1 -,875 ,515 ,844 -2,77 1,02
GSTM4 -,500 ,327 ,915 -1,68 ,68
HSD2 ,250 ,313 1,000 -,90 1,40
HSD3 -,125 ,398 1,000 -1,53 1,28
LL37 -1,875* ,295 ,001 -3,00 -75
HBD2 GSTT1 -1,125 470 ,463 -2,98 73
GSTM4 -,750 ,250 ,136 -1,63 13
HSD1 -,250 ,313 1,000 -1,40 ,90
HSD3 -,375 ,337 ,994 -1,63 ,88
LL37 -2,125* ,206 ,000 -2,86 -1,39
HBD3 GSTT1 -,750 ,530 ,951 -2,67 1,17
GSTM4 -,375 ,350 ,996 -1,65 ,90
HSD1 125 ,398 1,000 -1,28 1,53
HSD2 ,375 ,337 ,994 -,88 1,63
LL37 -1,750* ,320 ,005 -2,99 -,51
LL37 GSTT1 1,000 ,458 ,605 -,87 2,87
GSTM4 1,375* ,227 ,001 ,55 2,20
HSD1 1,875* ,295 ,001 75 3,00
HSD2 2,125* ,206 ,000 1,39 2,86
HSD3 1,750* ,320 ,005 ,51 2,99

*. The mean difference is significant at the .05 level.

proteinlerin

Tinea corporis’li hastalarda GSTT1’in GSTM4, hBD1, hBD2, hBD3’den fazla

eksprese edildigi (p=0,019, 0,002, 0,001, 0,019<0,05); LL-37’nin ise hBD-2’den

fazla eksprese edildigi (p=0,019<0,5) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(Cizelge 3.8.).
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Cizelge

3.8.

ekspresyonlarinin karsilastirilmasi

Dependent Variable: T.corporis

Tinea

corporis’li

Multiple Comparisons

hastalarin

dokularindaki

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
() factor  (J) factor (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
GSTT1 GSTM4 2,000* ,509 ,019 ,29 3,71
HSD1 2,667 * ,509 ,002 ,96 4,38
HSD2 3,000* ,509 ,001 1,29 4,71
HSD3 2,000* ,509 ,019 ,29 3,71
LL37 1,000 ,509 413 =71 2,71
GSTM4 GSTT1 -2,000* ,509 ,019 -3,71 -,29
HSD1 ,667 ,509 775 -1,04 2,38
HSD2 1,000 ,509 413 .71 2,71
HSD3 ,000 ,509 1,000 -1,71 1,71
LL37 -1,000 ,509 413 -2,71 71
HBD1 GSTT1 -2,667* ,509 ,002 -4,38 -,96
GSTM4 -,667 ,509 775 -2,38 1,04
HSD2 ,333 ,509 ,984 -1,38 2,04
HSD3 -,667 ,509 775 -2,38 1,04
LL37 -1,667 ,509 ,058 -3,38 ,04
HBD2 GSTT1 -3,000* ,509 ,001 -4,71 -1,29
GSTM4 -1,000 ,509 413 -2,71 71
HSD1 -,333 ,509 ,984 -2,04 1,38
HSD3 -1,000 ,509 413 -2,71 71
LL37 -2,000* ,509 ,019 -3,71 -,29
HBD3 GSTT1 -2,000* ,509 ,019 -3,71 -,29
GSTM4 ,000 ,509 1,000 -1,71 1,71
HSD1 ,667 ,509 775 -1,04 2,38
HSD2 1,000 ,509 413 =71 2,71
LL37 -1,000 ,509 413 -2,71 71
LL37 GSTT1 -1,000 ,509 413 -2,71 71
GSTM4 1,000 ,509 413 =71 2,71
HSD1 1,667 ,509 ,058 -,04 3,38
HSD2 2,000* ,509 ,019 ,29 3,71
HSD3 1,000 ,509 413 -71 2,71

*. The mean difference is significant at the .05 level.

proteinlerin

Tinea pedis’li hastalarda GSTT1’in GSTM4, hBD-1, hBD-2, hBD-3den fazla

eksprese edildigi (p=0,000, 0,000, 0,000, 0,000<0,05), LL-37’nin GSTM4, hBD-1,

hBD-2 ve hBD-3’den fazla eksprese edildigi (p=0,001, 0,003, 0,000, 0,000<0,05)

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 3.9.).
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Cizelge 3.9. Tinea pedis’li hastalarin  dokularindaki proteinlerin

ekspresyonlarinin karsilastirilmasi

Multiple Comparisons

Dependent Variable: T.pedis

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
(I) Factor  (J) Factor (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
GST1 GSTM4 1,733* ,258 ,000 ,98 2,49
HBDI 1,667* ,258 ,000 ,91 2,42
HBD2 2,333* ,258 ,000 1,58 3,09
HBD3 2,067* ,258 ,000 1,31 2,82
LL-37 ,667 ,258 112 -,09 1,42
GSTM4 GSTT1 -1,733* ,258 ,000 -2,49 -,98
HBD1 -,067 ,258 1,000 -,82 ,69
HBD2 ,600 ,258 ,195 -15 1,35
HBD3 ,333 ,258 ,788 -42 1,09
LL37 -1,067 * ,258 ,001 -1,82 -,31
HBD1 GSTTI -1,667* ,258 ,000 -2,42 -,91
GSTM4 ,067 ,258 1,000 -,69 ,82
HBD2 ,667 ,258 112 -,09 1,42
HBD3 ,400 ,258 ,632 -,35 1,15
LL37 -1,000* ,258 ,003 -1,75 -,25
HBD2 GSTTI -2,333* ,258 ,000 -3,09 -1,58
GSTM4 -,600 ,258 ,195 -1,35 15
HBDI -,667 ,258 112 -1,42 ,09
HBD3 -,267 ,258 ,905 -1,02 ,49
LL37 -1,667* ,258 ,000 -2,42 -,91
HBD3 GSTTI -2,067* ,258 ,000 -2,82 -1,31
GSTM4 -,333 ,258 ,788 -1,09 42
HBD1 -,400 ,258 ,632 -1,15 ,35
HBD2 ,267 ,258 ,905 -,49 1,02
LL37 -1,400* ,258 ,000 -2,15 -,65
LL37 GSTT1 -,667 ,258 112 -1,42 ,09
GSTM4 1,067 * ,258 ,001 ,31 1,82
HBD1 1,000* ,258 ,003 ,25 1,75
HBD2 1,667 * ,258 ,000 ,91 2,42
HBD3 1,400* ,258 ,000 ,65 2,15

*. The mean difference is significant at the .05 level.

Tinea versicolor’lu hastalarda GSTT1’in GSTM4, hBD-1, hBD-2, hBD-3den
fazla eksprese edildigi (p=0,000, 0,000, 0,000, 0,000<0,05); GSTM4’iin hBD-2’den
fazla eksprese edildigi (p=0,003<0,05); LL-37°’nin hBD-1, hBD-2 ve hBD-3’den
fazla eksprese edildigi (p=0,000, 0,000, 0,003<0,05) istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (Cizelge 3.10.).
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Cizelge 3.10. Tinea versicolor’lu hastalarin dokularindaki proteinlerin

ekspresyonlarinin karsilastirilmasi

Dependent Variable: T.versicolor

Multiple Comparisons

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
() factor  (J) factor (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
GSTT1 GSTM4 1,133* ,258 ,000 ,38 1,89
HSD1 1,800* ,258 ,000 1,05 2,55
HSD2 2,133* ,258 ,000 1,38 2,89
HSD3 1,533* ,258 ,000 78 2,29
LL37 ,533 ,258 314 -,22 1,29
GSTM4  GSTT1 -1,133* ,258 ,000 -1,89 -,38
HSD1 ,667 ,258 112 -,09 1,42
HSD2 1,000 ,258 ,003 25 1,75
HSD3 ,400 ,258 ,632 -,35 1,15
LL37 -,600 ,258 ,195 -1,35 15
HSD1 GSTT1 -1,800* ,258 ,000 -2,55 -1,05
GSTM4 -,667 ,258 112 -1,42 ,09
HSD2 ,333 ,258 ,788 -,42 1,09
HSD3 -,267 ,258 ,905 -1,02 49
LL37 -1,267* ,258 ,000 -2,02 -,51
HSD2 GSTT1 -2,133* ,258 ,000 -2,89 -1,38
GSTM4 -1,000* ,258 ,003 -1,75 -,25
HSD1 -,333 ,258 ,788 -1,09 42
HSD3 -,600 ,258 ,195 -1,35 15
LL37 -1,600* ,258 ,000 -2,35 -85
HSD3 GSTT1 -1,533* ,258 ,000 -2,29 -,78
GSTM4 -,400 ,258 ,632 -1,15 ,35
HSD1 ,267 ,258 ,905 -,49 1,02
HSD2 ,600 ,258 ,195 -,15 1,35
LL37 -1,000* ,258 ,003 -1,75 -,25
LL37 GSTT1 -,533 ,258 314 -1,29 22
GSTM4 ,600 ,258 ,195 -,15 1,35
HSD1 1,267* ,258 ,000 ,51 2,02
HSD2 1,600 ,258 ,000 ,85 2,35
HSD3 1,000 ,258 ,003 25 1,75

*. The mean difference is significant at the .05 level.

Candida albicans’lh hastalarda GST1’in GSTM4, hBD-1, hBD-2,

hBD-3den

fazla eksprese edildigi (p=0,006, 0,002, 0,000, 0,002<0,05), LL-37’nin hBD-2’den

fazla eksprese edildigi (p=0,006<0,05) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(Cizelge 3.

11.).
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Cizelge 3.11. Candida albicans’li hastalarin dokularindaki proteinlerin

ekspresyonlarinin karsilastirilmasi

Multiple Comparisons

Dependent Variable: C.albicans

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
(1) factor (J) factor (-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
GSTT1 GSTM4 2,000 * ,430 ,006 ,55 3,45
HBD1 2,333 ,430 ,002 ,89 3,78
HBD2 3,000 * ,430 ,000 1,55 4,45
HBD3 2,333 ,430 ,002 ,89 3,78
LL37 1,000 ,430 ,257 -,45 2,45
GSTM4 GSTT1 -2,000 * ,430 ,006 -3,45 -,55
HBD1 ,333 ,430 ,967 -1,11 1,78
HBD2 1,000 ,430 ,257 -,45 2,45
HBD3 ,333 ,430 ,967 -1,11 1,78
LL37 -1,000 ,430 ,257 -2,45 45
HBD1 GSTT1 -2,333* ,430 ,002 -3,78 -,89
GST™M4 -,333 ,430 ,967 -1,78 1,11
HBD2 ,667 ,430 ,643 -78 2,11
HBD3 ,000 ,430 1,000 -1,45 1,45
LL37 -1,333 ,430 ,077 -2,78 11
HBD2 GSTT1 -3,000 * ,430 ,000 -4,45 -1,55
GSTM4 -1,000 ,430 ,257 -2,45 ,45
HBD1 -,667 ,430 ,643 -2,11 ,78
HBD3 -,667 ,430 ,643 -2,11 ,78
LL37 -2,000 * ,430 ,006 -3,45 -,55
HBD3 GSTT1 -2,333* ,430 ,002 -3,78 -,89
GSTM4 -,333 ,430 ,967 -1,78 1,11
HBD1 ,000 ,430 1,000 -1,45 1,45
HBD2 ,667 ,430 ,643 -78 2,11
LL37 -1,333 ,430 ,077 -2,78 11
LL37 GSTT1 -1,000 ,430 ,257 -2,45 ,45
GSTM4 1,000 ,430 ,257 -,45 2,45
HBD1 1,333 ,430 ,077 -1 2,78
HBD2 2,000 * ,430 ,006 ,55 3,45
HBD3 1,333 ,430 ,077 -1 2,78

*. The mean difference is significant at the .05 level.

Hastalik durumlarinda antimikrobiyal peptilerin ve glutatyon-S-transferaz
izozimlerinin birbirleri arasindaki iligkileri incelemek i¢in Pearson Correlation Testi
uygulandi. Buna gore;

Tinea inguinalis’li hastalarda GSTT1 ile hBD-1 arasinda negatif (r =-0,758;

p=0,029<0,05), hBD-1 ile hBD-2 (p=0,013<0,05) ve hBD-2 ile hBD-3 (0,010<0,05)

40



arasida pozitif korelasyon (r =+0,816, +0,832) oldugu istatistiksel olarak anlamli

bulundu (Cizelge 3.12.).

Cizelge 3.12. Tinea inguinalis’li hastalarda antimikrobiyal peptidler ve

glutatyon-S-Transferaz izozimleri arasindaki korelasyon

Correlations

GSTT1 GSTM4 HBD1 HBD2 HBD3 LL37
GSTT1 Pearson Correlation 1 -,107 -, 758" -,557 -,532 -,365
Sig. (2-tailed) ,801 ,029 ,151 175 374
N 8 8 8 8 8 8
GSTM4 Pearson Correlation -,107 1 ,000 ,000 ,160 378
Sig. (2-tailed) ,801 1,000 1,000 ,705 ,356
N 8 8 8 8 8 8
HBD1 Pearson Correlation -, 758" ,000 1 ,816* ,679 ,000
Sig. (2-tailed) ,029 1,000 ,013 ,064 1,000
N 8 8 8 8 8 8
HBD2 Pearson Correlation -,557 ,000 ,816* 1 ,832* -,218
Sig. (2-tailed) ,151 1,000 ,013 ,010 ,604
N 8 8 8 8 8 8
HBD3 Pearson Correlation -,532 ,160 679 ,832* 1 ,061
Sig. (2-tailed) 175 , 705 ,064 ,010 ,887
N 8 8 8 8 8 8
LL37 Pearson Correlation -,365 378 ,000 -,218 ,061 1
Sig. (2-tailed) 374 ,356 1,000 ,604 ,887
N 8 8 8 8 8 8

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

Tinea versicolor’lu hastalarda hBD-1 ile hBD-2 ve LL-37 arasinda pozitif
korelasyon (p=0,047, 0,034<0,05) (r =+0,520, +0,548); hBD-2 ile hBD-3 arasinda
(p=0,007<0,05) (r = +0,667) pozitif korelasyon oldugu istatistiksel olarak anlamli

bulundu (Cizelge 3.13.).
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Cizelge 3.13. Tinea versicolor’lu hastalarda antimikrobiyal peptidler ve

glutatyon-S-Transferaz izozimleri arasindaki korelasyon

Correlations

GSTT1 GSTM4 HBD1 HBD2 HBD3 LL37
GSTT1 Pearson Correlation 1 -,044 -,137 -,044 132 -,241
Sig. (2-tailed) ,876 ,625 ,876 ,639 ,387
N 15 15 15 15 15 15
GSTM4 Pearson Correlation -,044 1 -,280 ,167 ,167 ,000
Sig. (2-tailed) ,876 312 ,553 ,553 1,000
N 15 15 15 15 15 15
HBD1 Pearson Correlation -,137 -,280 1 ,520* ,480 ,548*
Sig. (2-tailed) ,625 312 ,047 ,070 ,034
N 15 15 15 15 15 15
HBD2 Pearson Correlation -,044 167 ,520* 1 ,667*1 ,152
Sig. (2-tailed) ,876 ,553 ,047 ,007 ,588
N 15 15 15 15 15 15
HBD3 Pearson Correlation ,132 ,167 ,480 ,667*1 1 274
Sig. (2-tailed) ,639 ,553 ,070 ,007 ,323
N 15 15 15 15 15 15
LL37 Pearson Correlation -,241 ,000 ,548* ,152 274 1
Sig. (2-tailed) ,387 1,000 ,034 ,588 ,323
N 15 15 15 15 15 15

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Son olarak Tinea pedis’li hastalarda ise hBD-2 ile hBD-3 arasinda (p=
0,038<0,05) (r =+0,539) pozitif korelasyon oldugu istatistiksel olarak anlamli

bulundu (Cizelge 3.14.).
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Cizelge 3.14. Tinea pedis’li hastalarda antimikrobiyal peptidler ve glutatyon

S-transferaz izozimleri arasindaki korelasyon

Correlations

GSTT1 GSTM4 HBD1 HBD2 HBD3 LL37
GSTT1 Pearson Correlation 1 -,105 -,046 ,182 ,021 -,038
Sig. (2-tailed) ,710 872 515 ,940 ,892
N 15 15 15 15 15 15
GSTM4  Pearson Correlation -,105 1 ,202 124 -418 -,223
Sig. (2-tailed) ,710 470 ,659 121 425
N 15 15 15 15 15 15
HBD1 Pearson Correlation -,046 ,202 1 ,459 ,288 -,182
Sig. (2-tailed) 872 470 ,085 ,297 515
N 15 15 15 15 15 15
HBD2 Pearson Correlation ,182 124 ,459 1 ,539* -,125
Sig. (2-tailed) 515 ,659 ,085 ,038 ,656
N 15 15 15 15 15 15
HBD3 Pearson Correlation ,021 -,418 ,288 ,539* 1 -,074
Sig. (2-tailed) ,940 121 ,297 ,038 ,793
N 15 15 15 15 15 15
LL37 Pearson Correlation -,038 -,223 -,182 -,125 -,074 1
Sig. (2-tailed) ,892 425 515 ,656 ,793
N 15 15 15 15 15 15

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Dermatofitler, insan ve hayvanlarda deri, sag, tirnak gibi keratinize olmus
dokular1 isgal eden birbirine benzer yapidaki halkasal formlu mantarlar olup,
dermatofitozis denen hastaliga neden olurlar (63,64). Geleneksel olarak
dermatofitlerin sebep oldugu enfeksiyonlar viicudun enfekte ettigi anatomik bdlgenin
latince ismine gore adlandirilirlar. Ornegin Tinea capitis (bas mantarlar1), Tinea
pedis (ayak mantarlar1). Tek bir mantar tiirii ile bircok anatomik bolge infekte
olabildigi gibi, farkl tiirlerde klinik olarak benzer lezyonlar olusturabilir (65).

Yapilan bu c¢alismada da, klinikte alinan biopsiler sonucu ornekler 6nce
patojenin tiirline gore dermatofitoz ve candidal intertrigo olarak gruplandirildi,
ardindan dermatofitozlar 6rnegin alindig1 anatomik bolgeye gore isimlendirildi.

Marissa vd., 2005 yaptiklar1 ¢alismalarda antimikrobiyal peptidlerin derinin
patojenlere karsi olusturdugu immun yanitta Onemli rollerde bulunduklarini
vurgulamiglardir (57). Human beta defensinler ve katelisidinler de antimikrobiyal
peptid ailesinin 6nemli {iyelerinden olup derinin mantar enfeksiyonlarmda 6nemli
diizeyde gorev alirlar (59,66,67).

Jensen vd., 2005 yaptig1 calismada Tinea corporis’le infekte olan hastalarin
dokularinda hBD-2 antimikrobiyal peptidinin ekspresyonunun siddetli oldugu
gosterilmistir (58). Gambichler vd., 2007 Atopic Dermatit gibi derinin fungal
hastaliklarinda yapmis olduklar1 ¢alismada infekte dokularda hBD-2 ve hBD-3
antimikrobiyal peptidlerinin saglikli dokulara gore infekte dokularda daha fazla
eksprese oldugunu, hBD-1 antimikrobiyal peptidinin ise saglikli bireylerin
dokularinda, patojene maruz kalmis dokulardan daha fazla eksprese oldugunu

gostermislerdir (59).
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Bizde yaptigimiz bu c¢alismada, hastalik gruplarina goére antimikrobiyal
peptidlerinin  ekspresyonlarim1  saglikli bireylerin dokularindaki ekspresyonla
karsilastirdik. Buna gore Tinea inguinalis’li hastalarin dokularinda LL-37 proteininin
saglam bireylere gore daha fazla eksprese oldugu (p= 0,005<0,05); Tinea corporis’li
(p= 0,015; 0,011<0,05) ve Tinea versicolor’lu (p= 0,005; 0,005<0,05) hastalarda
hBD-1 ve hBD-2 proteinlerinin ekspresyonunun saglikli bireylere gére daha az
oldugu; Tinea pedis’li hastalarin dokularinda hBD-1, hBD-2 ve hBD-3 proteinlerinin
ekspresyonlarinin saglikli bireylere gore daha az oldugu goriildii.

Lu vd., 2006 Candida albicans enfeksiyonlu hastalarda yapmis oldugu
calismada antimikrobiyal peptidlerin roliine deginmis ve bu patojenin hiflerinin
hBD-2 antimikrobiyal peptidinin ekspresyonunun engelledigini yaptig1 ¢aligmada
vurgulamistir  (60). Yapilan bu c¢aliygmada hBD-2 antimikrobiyal peptidinin
ekspresyonunun hastalikli bireylerin dokularinda, saglikli bireylerinkine gore daha az
oldugu gosterilmis oldu (p=0,011<0,05).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda, GST gen polimorfizimlerinin c¢esitli
hastaliklara icin bir risk faktorii olup olmadigr aciklanmaya ¢alisilmaktadir.
Glutatyonun deride en yogun bulunan antioksidan molekiil oldugu ve ayrica oksidatif
strese karsi major hiicresel antioksidan gorevini iistlendigini yapilan bir¢ok calisma
bizlere gostermistir (68-70). Baz vd. 2004 yaptig1 calismada kontakt dermatitli
hastalarda GSTM1 ve GSTT1 gen polimorfizimlerinin saglikli bireylere goére daha
sik oldugunu gostermislerdir (61). Kerb v.d. 1997 yaptiklari ¢alismada UV 1smlarma
kars1 deride GSTM1 ve GSTTI1 antioksidan enzimlerinin ekspresyonlarinin arttigini
gostermislerdir (62).

Yapilan bu calismalar deride glutatyon-S-transferaz izozimlerini gosterir

ancak literatlirde dermatofit ve candida ile infekte deride glutatyon veya glutatyon-S-
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transferaz izozimlerinin aktivitesine iliskin ¢alismalara pek sik rastlanilmamaktadir.
Yaptigimiz bu g¢alismada Dermatofitoz ve Candidal intertrigonal hastaliklarinda
deride GST izozimlerinin ekspresyonunu gostermis olduk. Buna gore, Tinea
inguinalis’li hastalarin dokularinda GSTM4’iin ekspresyonunun saglikli bireylere
gore daha az (p=0,005<0,05) oldugu goriildii. Tinea corporis, Tinea versicolor ve
Tinea pedis’li hastalarda GSTT1 izoziminin hasta gruplarinda saglikli bireylere gore
daha fazla eksprese oldugu (p= 0,000; 0,000; 0,001<0,05); Tinea versicolor, T.
corporis ve Tinea pedis’li hastalarda GSTM4 izoziminin ise saglikli bireylere oranla
daha az eksprese oldugu (p=0,000; 0,000; 0,000<0,05) gorildi. Candida albicans’la
infekte olan hastalarin dokularinda yine GSTT1 izoziminin ekspresyonunun hasta
gruplarinda fazla oldugu (p=0,000<0,05), GSTM4 izoziminin ise saglikl bireylerde
fazla ekspre edildigi (p=0,001<0,05) goriildii.

Belen vd. 2006; Gambichler vd., 2007 yaptiklar1 ¢aligmalarda antimikrobiyal
peptidlerin derideki ekspresyonlarin1 gésterirken gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (Real Time- PCR) tekniklerini kullanmislardir (59,67). Bu teknik
dokularda istenilen proteinlerin mRNA ekspresyonunun miktarini belirlemede etkili
bir tekniktir. Ancak dnemli olan istenilen proteinlerin 6zellikle hastalik durumlarinda
viicudun immun sisteminde rol oynayan proteinlerin veya antioksidan olarak islevleri
olan proteinlerin dokularda eksprese edilip edilmedigidir. Proteinlerin iiretilmesinde,
o proteinleri olusturan genlerin varligim1 gostermekten ziyade o genlerin proteini
iiretip iiretmedigini gostermek daha dnemlidir. Proteinlerin eksprese olup olmadigini
gormek i¢in immunohistokimya ve western bloth metotlar1 uzun yillar kullanilan ve
hala giinlimiizde kullanilmaya devam eden bir metotlardir.

Gambichler vd., 2007 vyaptiklar1 c¢alismada RT-PCR teknigi ve

Immunohistokimya tekniklerini kullanmislar ve hasta bireylerin dokularinda RT-
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PCR ile ozellikle hBD-1 antimikrobiyal peptidinin mRNA ekspresyonlarini
gostermelerine ragmen immunohistokimya teknigiyle bu proteinin hasta dokularinda
iretilmedigini sonucuna varmiglardir (59). Yapilan bu g¢alismada metot olarak
immunohistokimya teknigini kullanildi. Bu teknikle hastalik durumlarinda ve saglikl
durumlarda istenilen proteinlerin dokulardaki dagilimlarina rahatlikla inceleyebildik.

Antimikrobiyal peptidlerin ve glutatyon-S-transferaz izozimlerinin hastalikli
dokularda kendi i¢lerinde ve aralarindaki dagilimlarina bakildiginda aralarinda
farkliliklar oldugu yapilan bu c¢aligmada gosterilmis oldu. Buna gore; Tinea
inguinalis’le infekte olan hastalarin dokularinda LL-37°nin GSTM4, hBD-1, hBD-2,
hBD-3’den fazla eksprese edildigi (p=0,001, 0,001, 0,000, 0,005<0,05); Tinea
corporis’li hastalarda GSTT1’in GSTM4, hBD1, hBD2, hBD3’den fazla eksprese
edildigi (p=0,019, 0,002, 0,001, 0,019<0,05); LL-37’nin ise hBD-2’den fazla
eksprese edildigi (p=0,019<0,5); Tinea pedis’li hastalarda GSTT1’in GSTM4, hBD-
1, hBD-2, hBD-3den fazla eksprese edildigi (p=0,000, 0,000, 0,000, 0,000<0,05),
LL-37’nin GSTM4, hBD-1, hBD-2 ve hBD-3’den fazla eksprese edildigi (p=0,001,
0,003, 0,000, 0,000<0,05); Tinea versicolor’lu hastalarda GSTT1’in GSTM4, hBD-
1, hBD-2, hBD-3den fazla eksprese edildigi (p=0,000, 0,000, 0,000, 0,000<0,05);
GSTM4’iin hBD-2’den fazla eksprese edildigi (p=0,003<0,05); LL-37’nin hBD-1,
hBD-2 ve hBD-3’den fazla eksprese edildigi (p=0,000, 0,000, 0,003<0,05); Candida
albicans’Ih hastalarda GST1’in GSTM4, hBD-1, hBD-2, hBD-3den fazla eksprese
edildigi (p=0,006, 0,002, 0,000, 0,002<0,05), LL-37’nin hBD-2’den fazla eksprese
edildigi (p=0,006<0,05) istatistiksel olarak belirlendi.

Bu sonuglara gore, hasta gruplarinda varyanslarin esit dagilmadigi
durumlarda GST izozimleri ve antimikrobiyal peptidlerin aralarnda ve kendi

iclerinde bir iliskinin oldugu belirlendi. Buna gore, Tinea inguinalis’li hastalarda
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GSTT1 ile hBD-1 arasinda negatif (r =-0,758; p=0,029<0,05), hBD-1 ile hBD-2
(p=0,013<0,05) ve hBD-2 ile hBD-3 (p=0,010<0,05) arasinda pozitif korelasyon
(r=+0,816, +0,832) oldugu; Tinea versicolor’lu hastalarda hBD-1 ile hBD-2 ve LL-
37 arasmda pozitif korelasyon (p=0,047;0,034<0,05),(r=+0,520;+0,548); hBD-2 ile
hBD-3 arasinda (p=0,007<0,05) (r=+0,667) pozitif korelasyon oldugu; Tinea pedis’li
hastalarda ise hBD-2 ile hBD-3 arasinda (p= 0,038<0,05) (r = +0,539) pozitif
korelasyon oldugu belirlendi. 7. corporis ve C. albicans ile infekte olan hastalarin
sayisinin az olmast ve immonohistokimyasal sonuglarnin esit dagilim
gostermesinden dolayi, bu hasta gruplarina korelasyon testti yapilamamistir. Ancak
hasta sayilarmin ileriki ¢aligmalarda arttirilarak calisildiginda istatistiksel olarak
anlamli sonuglarm ¢ikabilecegi diistiniilmektedir.

Sonu¢ olarak, 6zetle bu calismada antimikrobiyal peptidlerin hastalikli ve
saglikll bireylerin dokularindaki farkli ekspresyonlar1 bu hastaliklara hassasiyette bu
peptidlerin 6nemli rollerinin oldugunu ortaya koymustur ve bu hastaliklarda
patojenlere karsi bireyin immun savunmasinda antimikrobiyal peptidlerin direkt
olarak rol oynadig1 goriilmiistiir. Istatistiksel verilere dayanarak bu peptidlerin fazla
eksprese edildigi durumlarda hastaliga yakalanma riskinin diistiigli soylenebilir.

Hasta bireylerin dokularimda GSTT1 ve GSTM4 izozimlerinin
ekspresyonlarindaki farkliliklar da, antioksidan enzimlerin derinin fungal
hastaliklarda Onemli roller {istlendigini gostermistir.  Glutatyon-S-transferazlar
viicudun c¢esitli bolgelerinde ve deride ¢esitli ksenobiyotiklere, toksik maddelere ve
oksidatif strese karsi antioksidan olarak gorev yapan enzimlerdir. Ancak literatiirde
derinin fungal hastaliklarinda antioksidan enzim ailesi olan glutatyon-S-tranferaz

izozimlerinin roliine iligkin bilgilere rastlanilmamaktadir. Yapilan bu ¢alisma derinin
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fungal hastaliklarinda glutatyon-S-transferaz izozimlerininde roliiniin olabilecegini

gostermistir.
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