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Behcet Hastalar1 ve Saghkh Kontrollerde Agiz Epitel Hiicrelerinin Antibakteriyel
Etkinliginde Beta Defensinlerin (HBD-1, HBD-2 ve HBD-3) Roliiniin Arastirilmasi

I. Ozet

Behget hastaligi (BH), tekrarlayici oral aftlar, genital {ilserler, deri lezyonlar1 ve iiveyit
ile karakterize, sistemik, inflamatuar bir hastaliktir. Behget hastalarinda, oral epitel
hiicrelerinin antibakteriyel etkinliginde saglikli kontrollere kiyasla azalma oldugu tespit

edilmis, ancak bu azalmanin mekanizmas1 agiklanamamastir.

Beta defensinler, ¢esitli mukozalarda eksprese olan ve konagin infeksiydz patojenlere
kars1 ilk savunmasinda rol alan antimikrobiyal etkili peptidlerdir. Cesitli oral patolojilerde
beta defensin ekspresyonunun azaldig1 veya antibakteriyel etkinliginin degistigi gosterilmistir.
Bu c¢alismada, Behcget hastalarinda oral patojenlere karst azaldigi gosterilen konak
savunmasinda, agizda eksprese oldugu bilinen, insan beta defensinleri (HBD)-1, -2 ve -3’{in
ekspresyonunda bir degisiklik olup olmadiginin arastirilmas: amacglanmistir. Ayrica, HBD-1
geni lizerinde tanimlanmis ve Ozellikle kistik fibrozis gibi solunum sistemini ilgilendiren
hastaliklarda enfeksiyonlara yatkinlikla iliskili olabilecegi 6ngoriilen polimorfizmlerin Behget
hastalar1 ile saglikli kontroller arasinda goriilme sikliginda fark gosterip gostermedigi de

arastirilmistir. Literatiirde Behget hastalarinda bu konuda yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu amagla, aktif ve inaktif Behget hastalar1 ile saglikli kontrollerden tiikiiriik ve
polimorfizm arastirmasi i¢in kan ornekleri alinmistir. Tiikiiriikten elde edilen oral epitel
hiicrelerinden mikroorganizma (S. pyogenes ve P. aeruginosa) ile uyarim Oncesinde ve
uyarim sonrasi iglincli saatte bakterisidal etkinin degerlendirilmesi i¢in seri sulandirimlar
yapilarak kanli agara pasaj yapilmig, ayrica beta defensin (HBD-1, -2, ve -3)
ekspresyonlarinin degerlendirilmesi amaciyla RNA ekstrakte edilmistir. Kantitatif beta
defensin ekspresyon analizi, LightCycler cihazi (Roche, Almanya) kullanilarak ger¢ek
zamanli PZR (real time PCR) analizi ile yapisal gen seti kontrol olarak kullanilarak
yapilmigtir. Polimorfizm degerlendirmesi, PZR-enzimle kesim yontemi kullanilarak

gergeklestirilmistir.

Kontrol grubunda yer alan bireylerden yapilan hazirlik c¢aligmalarinda, agiz epitel
hiicrelerinin P. aeruginosa ile uyariminda herhangi bir antibakteriyel etkinlik sergilemedigi

gorilmiis, bu nedenle calismanin sonraki kisimlarinda P. aeruginosa ile uyarim



yapilmamistir. S. pyogenes ile yapilan uyarim sonucunda 3. saatte yaklasik %94’liik bir
bakterisidal etki tespit edilmis, bu nedenle kontrol hasta gruplarinin agiz epitel hiicrelerinin
bakterisidal aktivitesi ve defensin ekspresyonlar1 uyarim oncesinde ve uyarim sonrasi tigiinci
saatte calisilmistir. Elde edilen sonuglar, hasta gruplarinin (aktif ve inaktif Behget hastalari)
ag1z epitel hiicrelerinin bakterisidal etkisinin daha yiiksek oldugunu (%96) gostermis, ancak

kontrol ve hasta gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir.

Uyarim 0ncesi ve uyarim sonrasi ii¢lincii satte, kontrol ve hasta gruplarinda HBD-1
ekspresyonlari gézlenmemis, degisen derecelerde HBD-2 ve -3 ekspresyonu goézlenmistir.
HBD-2 ve -3 ekspresyonlar1 kontrol ve hasta gruplarinda bireysel farkliliklar gostermekle
birlikte, ortalamalar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

1zlenmemistir.

HBD-1 geni polimorfizmleri (HBD-1 geni ekzon 1’de 5 UTR bolgesinde yer alan -52
G/A, -44 G/C, -20 G/A polimorfizmleri ve ekzon 2 3’UTR’de yer alan +5 G/A polimorfizmi)
hasta ve kontrol gruplarinda karsilastirildiginda; -52GA (p<0.001) ve -44GG (p=0.005)
genotiplerinin hasta grubunda kontrollere kiyasla daha sik oldugu goriilmiistiir. Allel sikliklar
karsilastirildiginda, -52A (p=0.039) ve -44G (p<0.001) allellerinin Behget hastalarinda
kontrollere kiyasla anlamli olarak daha sik goriildiigli bulunmustur. -20G/A ve +5G/A
polimorfizmlerinin siklig1 iki grup arasinda anlamli fark géstememistir (p=0.102 ve p=0.919).
Hasta ve kontrol gruplari, DEFB1 geni promotor bolgesinde yer alan -52, -44 ve -20
polimorfizmlerinin olusturdugu haplotipler agisindan degerlendirildiginde, 13 ayr1 haplotip
tespit edilmistir. Bu haplotiplerin iki grup arasindaki dagilimi karsilastirildiginda,
GG/GG/GG haplotipinin kontrol grubunda (p=0.001, OR =9.31), GA/GC/GA haplotipinin ise
hasta grubunda (p=0.01, OR=3.11) daha sik goriildigi anlasilmistir. Diger haplotipler

acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir.

Sonuglarimiz, Behget hastalarinda oral epitel hiicrelerinin bakterisidal etkinliginin
kontroller kadar yiiksek oldugunu, ancak uyarim sonrasi {igiincli saatte tespit edilen
bakterisidal etkiden beta defensinlerin ekspresyonunun sorumlu olmadigimi gostermektedir.
Diger inflamatuar proteinler (inflamatuar sitokinler vb) ve hiicreler (nétrofiller) bu etkide rol
oynuyor olabilir. Bununla birlikte, HBD-1 ekspresyonu iizerine etkili oldugu bilinen
polimorfizmlerin sikliklar1 hasta ve kontrol gruplarinda karsilagtirildiginda, genotipik ve
haplotipik farkliliklar tespit edilmistir. Bu farklarin HBD-1 ekspresyonu iizerine etkileri ve

Behget hastaligindaki rolleri {izerine daha kapsamli ¢alismalarin yapilmasi uygundur.



Investigation of the Role of Beta Defensins (HBD-1, HBD-2 and HBD-3) in the
Antibacterial Activity of Oral Epithelial Cells in Behcet’s Disease Patients and Healthy

Controls

I. Summary

Behget’s disease (BD) is a chronic, systemic, inflammatory disorder characterized by
oral aphthous ulcers, genital ulcers, skin lesions and uveitis. In previous studies, a decrease in
the antimicrobial efficiency was observed in the oral epithelial cells of BD patients, but the

mechanism underlying this decrease was not understood.

Beta defensins are antimicrobial peptides expressed in various mucosal sites of the
host which play an important role in the first defense against infectious pathogens. A decrease
in the beta defensin expression and a change in the bactericidal capacity was observed in
various oral pathologies. In our study, we tried to investigate the role of HBD-1, -2 and -3
expression as well as the prevalence of functional polymorphisms on the HBD-1 gene in
healthy controls and BD patients. During the time of the study there was no other report on

the role role of beta defensins and HBD-1 polymorphisms in BD patients.

In order to serve the aim of our study, we obtained saliva samples to investigate the
bacterisidal activity and beta defansin expressions, as well as blood samples to investigate the
prevalence of HBD-1 functional polymorphisms and haplotypes in BD patients and healthy
controls. Oral epithelial cells were harvested from the saliva samples and were induced by S.
pyogenes and P. aeruginosa. In the initial studies of the control group, no bactericidal activity
was observed for the cells induced with P. aeruginosa, thus for the rest of the study P.
aeruginosa was not used for induction. On the other hand, about a 94% bactericidal activity
was observed on the 3™ hour of induction with S. pyogenes. For the rest of the study
bactericidal activity was evaluated in the 3 hour samples, and also total RNA was extracted
from the initial and induced samples. Quantitative beta defensin expression analysis was
performed by using the LightCycler instrument (Roche, Germany). Polymorphisms were

investigated by using the PCR-restriction endonuclease analysis.

Our results show that, the oral epithelial cells of BD patients were capable of

expressing as much bactericidal activity as control patients, even higher (96% versus 94%)).



The difference between the groups in terms of bactericidal activity was not found to be

statistically significant.

In none of the patients and controls, HBD-1 expression was observed in the initial and
3™ hour samples. HBD-2 and HBD-3 expressions showed a high degree of variability in and
between the groups, but the difference observed at different time intervals, nor the difference

between the Behget’s disease patients and helathy controls were statistically significant.

When the prevalence of functional plymorphisms located on the HBD-1 gene were
investigated, -52GA (p<0.001) and -44GG (p=0.005) genotypes were found to be more
prevalent among the BD patients. When the allele frequencies were compared, -52A
(p=0.039) and -44G (p<0.001) alleles were found to be more prevalent in the BD patients. For
the -20G/A SNP, no significant difference was found between the groups. Haplotype analysis
revealed that GG/GG/GG haplotype was significantly more prevalent among the controls
(p=0.001, OR =9.31), while GA/GC/GA haplotype was significantly more prevalent in the
BD patients (p=0.01, OR=3.11). For the rest of the haplotypes determined, no statistically

significant association was found between the groups.

Our results indicate that oral epithelial cells of BD patients display a high degree of
bacterisidal activity comparable and even higher than the helathy controls. This bacterisidal
activity seen at the 3™ hour, does not seem to be related to the expression of beta defensins.
Other inflammatory proteins (such as cytokins) or cells (such as neutrophils) may be
responsible for this bacterisidal activity. On the other hand, statisticillay significant
differences were observed in the frequency of functional polymorphisms and haplotypes of

the patient and control groups which need further investigation.



I1. Amag¢ ve Kapsam

Behget hastaligi (BH), tekrarlayici oral aftlar, genital {ilserler, deri lezyonlar1 ve tliveyit
ile karakterize sistemik inflamatuar bir hastaliktir. Prevalansi Tiirkiye basta olmak iizere, Orta
Dogu ve Japonya’da yiiksektir. Hastaligin etiyolojisi bilinmemesine ragmen, immiinolojik
bozukluklar iizerinde durulmakta, gelisiminden genetik, cevresel, virolojik, bakteriyel ve
immiinolojik faktdrler sorumlu tutulmaktadir. Onceki ¢alismamizda, BH’de oral epitel

hiicrelerinin (EH) antibakteriyel etkinliginde anlaml1 bir diisiikliik tespit edilmistir.

Beta defensinler, kiiciik, katyonik, antibakteriyel peptitler olup, o6zellikle mukozal
yiizeylerde infeksiyon ajanlarina karsi ilk konak savunmasinda onemli rol oynarlar.
Insanlarda tanimlanan beta defensinlerden HBD-1, -2 ve -3’iin agizda (tiikiiriikte veya oral
keratinositlerde) eksprese oldugu gosterilmis, oral Candida enfeksiyonlarinda ve

periodontolojik hastaligi olanlarda beta defensinlerin ekpresyonunda azalma tespit edilmistir.

Bu projenin amaci, Behget hastalarinin oral EH tarafindan ortaya konan antibakteriyel
etkinin saglikli kontrollerle karsilagtirilmasi, iki gruptaki bakterisidal aktivitede HBD-1 -2 ve
-3 ekspresyonunun roliiniin olup olmadiginin belirlenmesi ve Behget hastalari ile saglikli

kontrollerde, HBD-1 geninde tanimlanan polimorfizmlerin sikliginin karsilagtirilmasidir.



II1. Materyal ve Yontem

a. Hasta ve Kontrol Gruplari:

Oral epitel hiicrelerinin antibakteriyel etkinliginin degerlendirilmesi i¢in, Behget
hastalig1 tamsi ile Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Dermatoloji Bilim Dali tarafindan
izlenmekte olan toplam 30 hasta ile kendisi ve ailesinde Behget hastaligi veya immiinolojik
hastaliklar bulunmayan, sigara igmeyen ve son bir hafta igerisinde antibiyotik kullanmamis
olan 11 saglikli kontrol ¢alisilmistir. Behget hastalarinin 15’1 aktif (aftéz {ilser, genital {lser,
eritema nodozum benzeri eriipsiyonlar, perifollikiiliti olan hastalar), 15’1 inaktif Behget
(Behget hastaligi tanisi ile takipleri yapilmakta olan, ancak bagvuru aninda aftoz iilser, genital
iilser, eritema nodozum benzeri erlipsiyonlar, perifollikiiliti olmayan hastalar) hastalar

arasindan secilmistir.

Beta defensin ekspresyonlarinin karsilagtirilmasi i¢in, 5 saglikli kontrol ile 6 aktif ve 6

inaktif Behget hastasindan alinan tiikiiriik 6rnekleri ¢alisilmistir.

HBD-1 geni polimorfizmlerinin degerlendirilmesi i¢in 119 Behget hastasi ile 103

saglikli kontrol ¢caligmaya alinmistir.

b. Oral Epitel Hiicrelerin Elde Edilmesi:

Calismaya dahil edilen saglikli kontroller ve Behget hastalarininn yaklasik 10 ml.
uyartlmamus tiikiiriik 6rnekleri, 10 ml %1 Penisilin-Streptomisin i¢ceren Hanks Balanced Salt
Solution (HBSS) iceren 50 ml’lik steril polipropilen santrifiij tiipline alinmistir. Buz icerisinde
tutularak Mikrobiyoloji Anabilim Dali immiinoloji Laboratuarina getirilen drnekler, 1200
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek, siipernatan atilmis ve ¢okelti 10 ml antibiyotiksiz HBSS
ile toplam 3 kere yikanmistir. Elde edilen tiikiiriik epitel hiicre ¢okeltisi %10 FCS ve %90
RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) iceren besiyerinde sulandirilmistir. Hiicre
siispansiyonu %4’liik Tripan mavisi ile boyanip Thoma laminda sayildiktan sonra mililitrede

1x10° epitel hiicresi olacak sekilde besiyeri ile siispanse edilmistir.



c. Bakterilerin elde edilmesi:

Refik Saydam Hifzissihha Enstitiisii Kiiltiir Koleksiyonundan alinan Streptococcus
pyogenes ve Pseudomonas aeruginosa suslari, koyun kanli agara ekilip 37°C’de bir gecelik
inkiibasyona birakildiktan sonra, kanli agardan steril 6ze ile toplanan koloniler steril 15 ml’lik
santrifiij tlipli i¢indeki steril fosfat tampon soliisyonuna (PBS) toplanarak sulandirilmis ve PBS
ile 3 kez 3000 rpm’de 10’ar dakika santrifiij edilerek yikanmistir. Son santrifiij isleminden
sonra siipernatan dokiiliip, ¢okeltinin lizerine 10 ml %10 FCS iceren RPMI ilave edilerek
bakteri siispanse edilmis, bakteri siispansiyonu %@4’lik Tripan mavisi ile boyanip Thoma

laminda sayilarak mililitrede 1x10° bakteri olacak sekilde sulandirilmustir.

d. Hiicrelerin mikroorganizma ile uyarilmasi:

Agiz epitel hiicrelerinin (AEH) S. pyogenes ve P.aeruginosa’ya karsi géstermis oldugu
bakterisidal etki, 1/1 efektor hiicre/hedef (E/H) hiicre oraninda bakilmistir (1, 2). AEH, 24
kuyucuklu plaklara 500 ul’lik {iger kuyucuk olacak sekilde dagitilmis, {izerlerine 1/1 oraninda
(500 pl) 10°/ml mikroorganizma iceren bakteri siispansiyonundan ilave edilmistir. AEH
hazirlanan tiger kontrol kuyucuguna mikroorganizma yerine besiyeri ilave edilmistir. Plaklar
37°C’de %5 COy’li etiivde inkiibe edilmis, 1, 2, 3, 4, 6 ve 24 saatlik inkiibasyonlarin ardindan
her bir kuyucuktaki siipernatan alinarak seri sulandirimi yapilmis ve her sulandirimdan iki adet
kanli agara sayim ekimi yapilmistir. Bakterisidal aktivite, kontrol 6rnekleri ile yapilan hazirlik
calismalarinda 3. saatte gozlendiginden, daha sonraki ¢aligmalarda ekimler sadece uyarimdan

once (0. saat) ve uyarim sonrasi 3. saatte yapilmstir.

Beta defensin ekspresyonunun belirlenmesi ve defensinlerin ekstraksiyonu icin
uyarimin 1, 2, 3, 4, 6 ve 24. saatlerinde kontrol grubuna ait hastadan saglikli epitel hiicreleri ve
stipernatan alinip bunlardan RNA ekstraksiyonu yapilmistir. Bakterisidal aktivitenin en fazla
oldugu 3. saatin belirlenmesinden sonra, hasta drneklerinden RNA ekstraksiyonu uyarimdan

once (0. saat) ve uyarim sonrasi 3. saatte yapilmistir.



e. Oral epitel hiicrelerinden RNA ekstraksiyonu:

Uyarimdan 6nce ve her bir mikroorganizma ile uyarimdan sonra 3. saatte Behget
hastalar1 ve saglikli kontrollere ait oral epitel hiicrelerinin bulundugu kuyucuklardan yaklasik
200 ul toplanarak, hazir ticari kit (High pure RNA isolation kit, Roche Diagnostics, Almanya)
kullanilarak, {ireticinin  Onerileri  dogrultusunda RT-PCR icin RNA ekstraksiyonu

gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA ornekleri ¢alisilincaya kadar -80 C°’de saklanmustir.

f. Kantitatif RT-PZR icin komplementer DNA (c-DNA) eldesi:

Hazir ticari kit (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit, Roche Diagnostics,

Almanya) kullanilarak iireticinin 6nerileri dogrultusunda gerceklestirilmistir.

g. Kantitatif RT-PZR:

Kantitatif RT-PZR analizi, ger¢ek zamanl (real time, RT-) PZR analizi ile, tablo-1’de
belirtilen primer ve prob setleri kullanilarak Light Cycler 1.5 (Roche Diagnostics, Almanya)
cihazinda gerceklestirilmistir. HBD3 i¢in litertiirde belirtilen primerler kullanilmis, diger
primer ve problar yeni dizayn edilmistir (3)Bunun i¢in yaklasik 5 pl cDNA Ornegi,
LightCycler FastStart DNA Master’ " HYBProbe (Roche Diagnostics, Almanya) kiti
iceriginde bulunan 4pl “master mix” ve 0,5 uM her bir primer ve 0,3 pM her bir probdan
icerecek sekilde 20 pl toplam hacim igerisinde sablon olarak kullanilmistir. Referans gen olan
glukoz-6 fosfat dehidrogenaz (G6PDH) gen ekspresyonu oOlclimlerinde standart olarak
LightCycler h-G6PDH Housekeeping Gene Set (Roche Diagnostics, Almanya) kullanilmigtir.
Karigimlar kapiller tiiplere yiliklendikten sonra LightCycler 1.5 cihazinda (Roche Diagnostics,
Almanya) 95 C”’de 10 dakika ilk denatiirasyonu takiben 50 dongii boyunca 95 C*’de 15 sn
denatiirasyon, 54 C*’de 15 sn yapisma ve 72 C*’de 15 sn uzama uygulanmistir. Her dongi
sonunda 57 C*’de siirekli “melting curve” analizi yapilmistir. Program sonunda tek siklusluk
40 C”de 30 sn sogutma islemi uygulanmistir. Her ¢alismanin sonunda erime egrisi analizi
(melting curve analysis) uygulanarak spesifik transkriptlerin amplifikasyonu gozlenmis ve
HBD transkript miktarlari, housekeeping gen standartlarina gore oOlciilen G6PDH gen
transkriptleri 6l¢iit alinarak normalize edilmistir (hedef kopya say1s1/G6PDH kopya sayisi).



Tablo 1: Kantitatif RT-PZR’de kullanilan primer ve problar

Gen Primer/Prob Dizi (5’-3’)
HBD1 DEFBIF AACTTC CTA CCT TCT GCT GTT T
DEFBIR TTC AAA AGC AATTTT CCT TTATTA A
DEFBIFL ATC TTA CCA AAA TTC AAG GCA CCT GT-FL
DEFBILC 640-ACA GAG GGA AGG CCA AGT GCT Gp
HBD2 DEFB4 F CCT CTT CTC GTT CCT CTT CAT ATT
DEFB4 R GCA TCA GCC ACA GCA GCT
DEFB4 FL GGT ATA AAC AAATTG TCA CCT GTG GTC-FL
DEFB4 LC 640-CCC TGG AAC AAA ATG CTG CAA AAp
HBD3 DEFB103A F TGT TTG CTT TGC TCT TCC TG
DEFBI03A R CTT TCT TCG GCA GCATTT TC
DEFB103A FL | AGC TGA GCA CAG CAC ACC G-FL
DEFBI03A LC | 640-CCG CCT CTG ACT CTG CAATAATATTTC Tp

h. HBD-1 Geni Polimorfizmlerinin (-52 G/A, -44 G/C, -20 G/A, +5 G/A)

Degerlendirilmesi:

Hasta ve kontrol gruplarindan 1 ml. EDTA igeren tiiplere almman periferik kan
orneklerinden hazir ticari kit (GF-1 blood DNA Extraction Kit, Vivantis, Malezya)
kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapilmis ve ¢alisilincaya kadar -20 C*’de saklanmustir. izole
edilen DNA o6rneklerinden Ekzon-1 i¢in F: 5 CTT GAC TGT GGC ACC TCC CTT CAG 3’,
R: 5° CAG CCC TGG GGA TGG GAA ACT C 3’; ekzon-2 i¢in F: 5> GCA GCT ACA AGC
CAT GAG TCT G 3* ve R: 5 TGG CCC AAA GGA GGT ATA CTT C 3’ primerleri
kullanilarak PZR ile amplifikasyon ger¢eklestirilmistir. Bunun i¢in, toplam hacim ekzon 1
icin 100 pl, ekzon 2 i¢in 50 pl olacak sekilde 1 mM MgCl,, 200uM dNTP, 40 pmol primer
ver 1 U Taq polimeraz iceren PZR karisimlari hazirlanmig ve bu karisimlar termal dongii
cihazinda 94 C*’de 5 dk ilk denatiirasyonu takiben 35 siklus olacak sekilde 94 C”’de 30 sn
denatiirasyon, 62 C°’de 30 sn yapisma ve 72 C*’de 1 dk uzama islemlerine tabi tutulmustur.
Dongiilerin sonunda 72 C®de 7 dk son uzama gergeklestirilmis ve elektroforezle
goriintlilenene kadar ornekler 4+ C”’de muhafaza edilmistir. Elde edilen ornekler %2’lik
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra ethidyum bromid ile boaynarak UV altinda
gorlntiilenmistir. Daha sonra, ekzon-1 PZR firiinleri sirasiyla NlalV (Bmi I, Vivantis,
Malezya), Hgal (Cs I, Fermentas, Litvanya) ve ScrFI ((BmrFI, Vivantis, Malezya) enizmleri
ile; ekzon-2 PZR firiinleri ise Ddel (BstDE I, Vivantis, Malezya) enzimleri ile kesilmistir.
Elde edilen kesim iiriinleri %2.5’lik NuSieve agaroz jel (Vivantis, Malezya) elektroforezine
tabi tutulduktan sonra etidyum bromid ile boyanarak UV altinda goriintiillenmis ve -52 G/A, -
44 G/C, -20 G/A, +5 G/A polimorfizmleri belirlenmistir (Resim 1-4) (4).




1T 2 3 4 5 6 7 8 % 10 1112 13

T -

Resim 1: Ekzon 1 PZR firiinlerinin NlalV (Vivantis, Malezya) kesim ornekleri. M: 50 bp

molekiiler biiylikliik belirteci, 1-13 kesilen amplikonlar. 2, 7, 9, 11: -52GG genotipli 6rnekler.
1, 3-6,8, 10, 12, 13: : -52GA heterozigot drnekler.

m 1 2 3 4 5 6 7 8 9% 10 11 12 13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 23

Resim 2: Ekzon 1 PZR iiriinlerinin Hgal(Fermentas, Litvanya) kesim ornekleri. M: 50 bp
molekiiler biiyliklik belirteci, 1-23 kesilen amplikonlar. 1-11,13,15-22: -44GG genotipli
ornekler. 12: -44GC heterozigot 6rnek. 15, 22: -44CC homozigot 6rnek.
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Mm 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13

Resim 3: Ekzon 1 PZR iirtinlerinin ScrFl (Vivantis, Malezya) kesim ornekleri. M: 50 bp
molekiiler biiyiikliik belirteci, 1-13 kesilen amplikonlar.1, 7, 9: -20GG genotipli 6rnekler. 2-6,
11-13: -20GA heterozigot 6rnekler. 10: -20A A homozigot drnek.

m 1 2 3 4 5 & 7 8 9% 10 11 12 13 14 15 16 A7

Resim 4: Ekzon 2 PZR iirlinlerinin Ddel (Vivantis, Malezya) kesim 6rnekleri. M: 50 bp
molekiiler biiyiikliik belirteci, 1-17 kesilen amplikonlar.1, 2, 5-8, 10, 11, 13, 15: +5GG

genotipli 6rnekler. 3, 4, 12, 14, 16, 17: +5GA heterozigot 6rnekler. 9: +5AA homozigot
ornek.

11



i. istatistiksel Analiz:

Calismalarin  istatistiksel — degerlendirmesi SPSS  (Versiyon 11.5) programinda
gerceklestirilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesi parametrik bir test
istatistigi olan “Kruskal Wallis” ile, AEH’nin S. pyogenes ‘e karsi bakterisidal etkileri
arasindaki fark Wilcoxon testi ilearagtirilmistir. Degerlendirmelerin sonucunda p degeri

0,05’den kiiclik bulunan degiskenler anlamli olarak kabul edilmistir (5).
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IV. Analiz ve Bulgular

a. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Agiz Epitel Hiicrelerinin Antibakteriyel Etkinliklerinin

Karsilastirilmasi

Onbir kontroliin kullanildig1 hazirlik calismalarinda S. pyogenes ile uyarimdan sonraki
liciincii satte antibakteriyel etkinin ortaya ¢iktigi, daha sonra bu etkinin kayboldugu, 24. saat
orneklerinde ise mikroorganizmalarin yeniden c¢oglamasi sonucunda yogun iireme ortaya
ciktig1 gozlenmistir. Bu nedenle, hasta ve kontrol gruplarinin oral epitel hiicrelerinin ortaya
koydugu antibakteriyel etkinin ve bu etkide beta-defensin ekspresyonlarinin rolii olup

olmadiginin degerlendirilmesinde {igiincii saat 6rneklerinin kullanilmasina karar verilmistir.

P. aeruginosa ile yapilan uyarimlarda agiz epitel hiicrelerinin herhangi bir
antibakteriyel etki ortaya koyamadig1 gozlendiginden, P. aeruginosa ile uyarim g¢alismasina

devam edilmemistir.

Behget hastalar1 ve saglikli kontrollerin AEH’1 1/1 E/H oraninda karsilastirildiginda 3.
saatteki S. pyogenes’e karsi bakterisidal etki agisindan biitiin gruplarda %94-96 diizeyinde
bakterisidal etki gdzlemlenmekle birlikte, hasta gruplari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 2, Sekil 1).

Tablo 2: Hasta ve kontrol gruplarinda gozlenen bakterisidal etki degerleri

Mean + Std. Median
Grup Sapma (Minimum- Maximum) p degeri
Aktif hasta 92 +7 96 (78-100)
Inaktif hasta 81 + 28 96 (0-100) 0,659
Kontrol 78,55 + 29,5 94 (13-100)
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Med bakterisidaletki

0,00 1 1 I
aktif hasta inaktif hasta kontrol

grup

Sekil 1. Hasta ve kontrol gruplarinda 3. saattre gozlenen bakterisidal etki

b. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Agiz Epitel Hiicrelerinin Defensin Ekspresyonlarinin

Karsilastirilmasi

Bes saglikli kontrol ile alt1 aktif ve alti inaktif Behget hastasinin oral epitel
hiicrelerinden uyarim Oncesi ve uyarimdan sonraki {i¢iincii saatte ekstrakte edilen total
RNA’dan cDNA sentezi gergeklestirilmis ve ¢cDNA ornekleri, RT-PZR’de sablon olarak
kullamilmistir.  HBD-1, HBD-2 ve HBD-3 gen transkriptlerinin kopya sayilari,
“housekeeping” gen olan G6PDH gen transkript sayilar1 ile normalize edildikten sonra
gruplar birbirleri ile karsilagtirilmigtir. Normalizasyon sonucunda elde edilen degerler tablo-
2’de goriilmektedir. Uyarim oncesi ve uyarimin ii¢lincii saatinde higbir 6rnekte HBD1
ekspresyonu gozlenmemistir. HBD-1, -2 ve -3 ekspresyonlar1 agisindan uyarim oncesi ve
sonrasi degerlerin anlamli fark gostermedigi anlagilmistir (p degerleri sirasiyla 1.000, 0.348,
0.264). Uyarim Oncesi ve uyarim sonrasi 3. saatte tespit edilen HBD2 ve HBD3
ekspresyonlarinin ortalamalar1 kontrol ve hasta gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark gostermemistir ( p=0.348).
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Tablo 3: Kontrol ve hasta gruplarinda uyarim oncesinde ve uyarimin ii¢lincii saatinde elde

edilen normalize edilmis transkript degerleri

Ornek No | Uyarim Oncesi Uciincii Saat
HBD1 HBD2 HBD3 HBD1 HBD2 HBD3

Kontrol 1 0 0 0 0 0 0
Kontrol 2 0 0 0 0 0 0
Kontrol 3 0 0 0 0 0 0
Kontrol 4 0 0.07 0.01 0 0.03 0
Kontrol 5 0 0.02 0.02 0 0 0
[.Behget1 |0 0 0 0 0 0
[.Behcet2 |0 0.002 0 0 0 0
[.Behget3 |0 0 0 0 0 0
[.Behget4 |0 0 0 0 0 0
[.Behcet5 |0 0 0 0 0 0
[.Behget6 |0 0 0 0 0 0
A.Behget1 |0 0 0 0 0 0
A.Behget2 | 0 0 0 0 0 0
A.Behget3 | 0 0.01 0 0 0 0
A.Behget4 | 0 0 0 0 0 0
A.Behget5 | 0 0.3 0.09 0 0.12 0.01
A.Behget6 | 0 0.06 0.01 0 0.14 0.01

c. Hasta ve Kontrol Gruplarinda HBD-1 Geni Polimorfizmleri Sikhigimin

Karsilastirilmasi

HBD-1 geni ekzon 1°de 5° ucunda bulunan -52 G-A, -44 G-C ve -20 G-A
polimorfizmleri ile, ekzon 2’de 3’ ucunda yer alan +5 G-A polimorfizmlerinin kontrol ve
hasta gruplarindaki genotip ve allel sikliklar1 sirasiyla tablo-3 ve tablo-4’de goriilmektedir.
Hasta grubunda -52GA (p<0.001) ve -44GG (p=0.005) genotipleri kontrollere kiyasla daha
stk goriilmiistiir. Allel sikliklar1 karsilastirildiginda, -52A (p=0.039) ve -44G (p<0.001)
allellerinin Behget hastalarinda kontrollere kiyasla anlamli olarak daha sik goriildiigii
bulunmustur. -20G/A ve +5 GA polimorfizmlerinin siklif1 iki grup arasinda anlaml fark

gostememistir (p=0.102 ve p=0.919).

Hasta ve kontrol gruplari, DEFB1 geni promoter bdlgesinde yer alan -52, -44 ve -20
polimorfizmlerinin olusturdugu haplotipler acgisindan degerlendirildiginde, 13 ayr1 haplotip
tespit edilmistir. Bu haplotiplerin iki grup arasindaki dagilimi karsilastirildiginda,
GG/GG/GG haplotipinin kontrol grubunda (p=0.001, OR =9.31), GA/GC/GA haplotipinin ise
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hasta grubunda (p=0.01, OR=3.11) daha sik gorildiigii anlagilmistir. Diger haplotipler

acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (Tablo 6).

Tablo 4: Kontrol ve hasta gruplarinda HBD-1 geni 5’UTR -52, -44, -20 ve 3’UTR +5

polimorfizmlerinin dagilimi1

Polimorfizm | Genotip Kontrol (n=103) Hasta (n=119)
n % n %
5 UTR -52 G/G 43 41,7 25 21
G/A 58 56,3 94 79
A/A 2 1,9 0 0
5’UTR -44 G/G 93 90,3 87 73,1
G/C 9 8,7 26 21,8
C/C 1 0,9 6 5,0
5’UTR -20 G/G 38 36,9 28 23,5
G/A 56 54,4 87 73,1
A/A 9 8,7 4 3,4
3’UTR +5 G/G 78 75,7 87 73,1
G/A 25 24,3 27 22,7
A/A 0 0 5 4,2

Tablo 5: Kontrol ve hasta gruplarinda 5’UTR -52, -44, -20 ve 3’UTR +5 polimorfizmlerinin

allel dagilimlar

Polimorfizm | Enzim Allel Kontrol (n=206) Hasta (n=238)
n % n %
5’UTR -52 Nla IV G 144 69,9 144 60,5
A 62 30,1 94 39,5
5’UTR -44 Hgal G 195 94,7 200 84
C 11 5,3 38 16
5’UTR -20 Scr F1 G 132 64,1 143 60,1
A 74 35,9 95 39,9
3’UTR +5 Dde I G 181 87,9 201 84,5
A 25 12,1 37 15,5

16




Tablo 6: Kontrol ve hasta gruplarinda 5’UTR polimotfizmlerinin olusturdugu haplotiplerin

dagilimi (1: Allel 1 i¢in homozigot, 2: Allel 1 ve 2 igin heterozigot, 3: Allel 2 i¢in homozigot

olanlar1 ifade etmektedir).

5’ UTR Haplotip p Kontrol (n=103) Hasta (n=119)
(-55/-44/-20) degeri | n % n %
GA/GG/GA 0.651 |30 29,1 38 31,9
GG/GG/IGG <0.001 | 20 19,4 3 2,5
GG/GG/GA 0.636 |18 17,5 18 15,1
GA/GG/GG 0213 |15 14,6 25 21
GA/GC/GA 0.010 |7 6,8 22 18,4
GG/GG/AA 0990 |5 4,9 1 0,8
GA/GG/AA 0.665 |3 2,9 2 1,7
GA/GC/GG 0214 |2 1,9 0 0
GA/CC/GA 0.126 |1 0,9 6 5
AA/GG/GG 0464 |1 0,9 0 0
AA/GG/AA 0464 |1 0,9 0 0
GG/GC/GA 0251 |0 0 3 2,5
GA/GC/AA 1.00 0 0 1 0,8
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V. Sonuc ve Oneriler

Behget hastaligi, ilk olarak 1937 yilinda Tiirk Dermatolog Hulusi Behget tarafindan
tanimlanmis olan tekrarlayici oral aftlar, genital iilserler, deri lezyonlar1 ve iiveyit ile
karakterize sistemik inflamatuar bir hastaliktir (6, 7). Prevalansi1 Tiirkiye basta olmak iizere,
Orta Dogu ve Japonya’da yiiksektir. Hastalifin etiyolojisi bilinmemesine ragmen,
immiinolojik bozukluklar iizerinde durulmakta, gelisiminden genetik, ¢evresel, virolojik,
bakteriyel ve immiinolojik faktorler sorumlu tutulmaktadir (7, 8). Ek olarak, BH serumlarinda
TNFa, IL-1B ve IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin seviyeleri artmis olarak tespit edilmistir
ve bu proinflamatuar sitokinler doku hasarindan sorumlu tutulmustur (6, 9). Proinflamatuar
sitokinlerin artmig ekspresyonu BH’nin onemli bir 6zelligidir (10). BH etyolojisinin viral,
bakteriyel, genetik ve immiinolojik bozukluklara dayandigi tahmin edilmektedir (7, 11). BH
ile iligkili olan tekrarlayici aftdoz stomatitte streptokokkal antijenlere karsi asir1 duyarlilik
vardir. BH nétrofillerinin streptokokkal antijen ile uyarima sitokin yanit1 (IL-1, IL-6, IL-8)
doza baglh olarak artmaktadir. Streptokokkal antijene immiinolojik asir1 duyarlilik bu
hastalarin bazi semptomlarini tetiklemektedir (12). Onceki ¢alismamizda, BH’ de oral epitel
hiicrelerinin (EH) Streptococcus pyogenes ile uyarimi yapilmis ve saglikli kontroller ile
kiyaslanarak EH bakterisidal etkisine bakilmistir ve BH’nin EH antibakteriyel etkinliginde
anlaml bir distkliik tespit edilmistir (2).

Bu caligmamizda ise, bakterisidal etki mekanizmalarinin diizgiin isledigini
ongordiigiimiiz kontrol grubunda yapilan hazirlik deneylerinde, S. pyogenes’e karst anlaml
bakterisidal etkinin (%94) {igiincii saatte ortaya c¢iktigi gdézlenmis, bu nedenle ¢aligmanin
devaminda bakterisidal etki ve defensin ekspresyon degerlendirmeleri uyarim oOncesi ve
uyarim sonrast Ugciincii saat ile sinirlandirilmistir. Kontrol grubuyla yapilan hazirlik
calismalarinda P. aeruginosa’ya karsi bakterisidal etki gozlenmemis, bu nedenle ¢alismanin
devaminda bu bakteri ile uyarim yapilmamistir. Behget hastalarinin oral epitel hiicrelerinin
bakterisidal etkisi, saglikli kontrollere gore daha yiiksek (%96) bulunmus olmakla birlikte,
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.659). Bu farktan, onceki
calismanin aksine, bu caligmada degerlendirmenin 3. saatte yapilmasindan kaynaklaniyor
olabilir; erken donemde bakterisidal aktivite cevabi 6zellikle saglikli bireylerde daha yiiksek

olmakla birlikte, ilerleyen saatlerde bu fark kapaniyor olabilir.

Antimikrobiyal peptidler, dogal bagisiklik sisteminin bir elemani olup, bitkiler,

bocekler ve hayvanlarda konak savunmasinin ilk basamaginda yer alirlar ve birgok bakteri,
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mantar ve viriise kars1 6ldiiriicii etki gosterirler (13). Bu antimikrobiyal peptitler arasinda yer
alan defensinler, kiigiik, katyonik molekiiller olup, tasidiklar: alti sistein rezidiisii arasinda
olusan disiilfit baglarmn yerlesimine gére alfa- (a-) ve beta (B-) ailelerine ayrilirlar. Insan a-
defensinleri 1-4, nétrofillerin azurofilik grantillerinin ana komponenti iken, 5 ve 6, intestinal
Paneth hiicrelerinin salgi graniillerinde bulunur. Insan B-defensinleri 1-4 (HBD-1-4) ise
siklikla epitelyal hiicrelerde eksprese olmaktadir. Defensinler, ¢esitli bakteri, mantar ve zarfli
virlislere karsi degisen oranlarda antimikrobiyal aktivite gosterir (14). Defensinler, bu
etkilerini, hedef hiicrelerin membranlarinda porlar olusturarak ortaya koyarlar. Sonugta, hedef
hiicreler parcalanir (15). B-defensinler ayrica, farkli yollardan bagisiklik sistemini uyararak da
etkili olurlar. Ornegin, HBD-2, olgunlasmamis dendritik hiicreler ve hafiza T hiicreleri igin
kemokin reseptorii-6 (CCR6) aracilifiyla kemotaktik etki gosterir. Ayrica HBD-2, Toll Like
Receptor (TLR)-4 araciligiyla da olgunlasmamis dendritik hiicrelerin aktivasyonunu uyarir

(14).

Beta defensinlerin ekspresyonu siirekli veya uyarilabilir olabilir. Uyaricilar arasinda
cesitli sitokinler (6zellikle IL-1P, IFN-y ve TNF-a) ve bakteriyel lipopolisakkaritler
bulunmaktadir. HBD-1 siirekli eksprese olmaktadir ve uyarimla ekspresyonu etkilenmez.
Buna karsilik HBD-2 ve -3 ekspresyonu, sitokinler ve bakteriyel komponentler tarafindan
uyarilmaktadir. Bu durum, farkli defensinlerin ekspresyonu ve indiiksiyonunda farkli sinyal
iletim yollarinin kullanildigini géstermektedir. HBD-2 ve -3’ii indiikleyen IL-1B ve TNF-q,
NF-kB ve Mitojenle aktive olan protein (MAP) kinaz yollarini kullanarak etki gostermektedir.
IFN-y, JAK-STAT yolunu kullanmaktadir, ayrica HBD-3’lin 5° genomik dizisinde de STAT
baglanma bolgesi tespit edilmistir (3).

Oral kavitede p-defensin ekspresyonunun oldugu gosterilmistir (15-18). Oral
keratinositlerin p-defensin eksprese ettigi bilinmektedir. HBD-1 siirekli bir salgilanma
gosterirken, HBD-2, ve -3 ekspresyonu cesitli mikrobiyal komponentler ve sitokinlerle
uyarilabilmektedir (3). Oral kavitenin inflamatuar olaylarinda HBD-1, -2 ve -3
ekspresyonunun (11), periodontal hastaliklarda ise 6zellikle HBD-3 ekspresyonunun azaldigi
gosterilmistir (17). Tanida ve ark. (19) tiikiiriikte azalmis antibakteriyel proteinlerin Candida
cogalmasini indiikledigini gostermistir. Calismamizda kontrol ve hasta gruplarinin uyarim
oncesi ve uyarimin {cilincii saatinde yapilan degerlendirmelerinde, HBD-1, -2 ve -3
ekspresyonlar1 agisindan uyarim Oncesi ve sonrast degerlerin anlamli fark gostermedigi;

ayrica hasta ve kontrol gruplar1 arasinda da anlamli fark bulunmadig gézlenmistir (p>0.05).
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Kisiler arasinda B-defensin ekspresyonunda farkliliklar olabilecegi bilinmektedir (16,
17). B-defensinlerin immiinmodiilatér ve inflamatuar etkilerinin de olmasi nedeniyle, diger
inflamatuar sitokinlerle defensinlerin iligkileri de arastirilmaktadir. Joly ve ark. (3), insan oral
keratinositlerinde HBD-1 , -2 ve -3 ekspresyonunun pro-inflamatuar faktorler tarafindan farkl
sekillerde etkilendigini tespit etmislerdir. Arastiricilar bazal defensin ekspresyonunun bireyler
arasinda farkliliklar gosterdigini, HBD-1 ekspresyon diizeylerinin diger defensinlere kiyasla
daha yiiksek oldugunu, ancak HBD-2 ve -3’lin uyar karsisinda HBD-1’e kiyasla ¢cok daha
yiiksek diizeylerde eksprese olmaya basladigini, farkli defensinlerin sitokin uyarimina farkl

yanitlar verdigini ve defensin regiilasyonunda bir¢ok sitokinin rol aldigini tespit etmistir (3).

Bizim calismamizda da, gerek kontrol grubunda gerekse hasta gruplarinda beta
defensin ekspresyonlarmin kisiler aras1 farklilik gosterdigi goriilmiistiir. Ugiincii saatte ortaya
cikan bakterisidal etkide, defensin ekspresyonunun rolii olmadigi tespit edilmistir.
Calismamizda, katilimcilardan elde edilen tiikiiriik 6rneklerinden nétrofiller ayrilmamistir. Bu
nedenle, tiikiiriik ornekleri icerisinde yer alan ve dogal savunma mekanizmalarinin onemli
aracilar1 olan nétrofiller ve diger salgisal faktorler (sitokinler vb) licilincii saatte gbdzlenen

bakterisidal etkide 6nemli rol oynuyor olabilir.

Kisiler arasinda gozlenen defensin ekspresyonundaki farkliligi agiklayabilecek
mekanizmalar arasinda indiikleyicilere degisken cevap, sitokinlerce down-regiilasyon,
proteazlarca parcalanma ve genetik polimorfizmler yer almaktadir (3). Ozellikle DEFBI
geninin promotor bdlgesinde yer alan polimorfizmler (-44 basta olmak iizere) HBD-1
ekspresyonunu arttirici veya azaltict yonde etki gostermektedir (20, 21). Bizim ¢alismamizda
da, -52 GA ve -44GG genotipleri ile, -52A ve -44G allelleri hasta grubunda kontrole kiyasla
anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Haplotipler acisindan degerlendirildiginde ise; belirtilen
polimorfik bolgelerde hicbir mutasyonu tasimayanlar kontrol grubunda anlamli olarak daha
yiiksek iken; her ii¢ polimorfizmi de heterozigot olarak tasiyanlarin hasta grubunda

istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Behget hastalarinda HBD ekspresyonlarini ve HBD1 geni polimorfizmlerinin roliinii
arastiran bagka yayin bulunmadigindan, elde edilen sonuglarin Behget hastalifindaki roliinii
aciklayacak daha ileri arastirmalarla desteklenmesine ihtiyag vardir. Defensinlerin etki
mekanizmalar antibiyotiklerden farkli oldugundan ve antibiyotiklere direngli oldugu bilinen
bircok bakteriye kars1 etkili olduklarindan, defensinler ileriki yillarda, enfeksiyon

hastaliklarinda alternatif bir tedavi yaklasimi saglayabilirler.
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VII. Ekler
a) Mali Bilanco ve Aciklamalar

Proje kapsaminda alim1 yapilan malzemeler tablo-6’da goriilmektedir. Malzemelerin
ithaleleri boliimler halinde yapilmis, son ihale 01.11.2007 tarihinde tamamlanmig, malzeme
teslimleri ise, ihaleyi alan firmalar (Dateks, Diagen, Sacem, Interlab, Tenay) tarafindan
16.11.2007 tarihinde tamamlanmustir. Istenen malzemeler, yukarida bahsi gegen deneylerin

yapiminda kullanilmistir.

Tablo 6: Proje kapsaminda alimi yapilan malzemeler

SIRA o _ o TAHMINi
NO MALZEMENIN CINSI MIKTARI BIRIM BEDEL
1 Doku kiltdr plag 500 adet 24 kuyucuklu 1400
2 Santrifij tipl 500 adet 15 ml'lik 150
3 Santrifij tlpl 500 adet 50 ml'lik 200
4 Serolojik pipet 500 adet 1 ml'lik 100
5 Serolojik pipet 500 adet 2 ml'lik 110
6 Serolojik pipet 500 adet 5 ml'lik 170
7 Serolojik pipet 500 adet 10 ml'lik 180
8 Serolojik pipet 200 adet 25 ml'lik 210
9 Enjektor filtre 200 adet 0.2 um 500
10 Naylon membran 100 adet 20 pm por capli 310
11 Pipet ucu 1000 adet 5ml’lik 150
12 HBSS 20 adet 500 ml'lik 300
13 Penisilin-streptomisin 2 adet 100 ml'lik 40
14 L-glutamin 1 adet 100 ml'lik 20
15 Fetal calf serum 5 adet 100 ml'lik 200
16 RPMI 1640 10 adet 500 ml’lik 200
17 Standart idrar 6zesi 1000 adet 10 pl'lik 75
18 Petri kutusu 5000 adet 9 cm caph 900
19 Eppendorf tiip 15000 adet 1.5 ml'lik 1000
20 Sari pipet ucu 25000 adet 200 500
21 Sari pipet ucu 10000 adet 200 pl-filtreli 500
22 Mavi pipet ucu 20000 adet 1000 pl 600
23 Blood agar base 10 adet 500 gr 1000
24 EMB 10 adet 500 gr 1000
25 BHI agar 10 adet 500 gr 1500
26 PBS tablet 2 adet 100’1tk 500
27 DMSO 1 adet 5x10ml’lik 250
28 Enjektor 200 adet 20 ml. 70
29 Kriyotiip 1000 adet 450
30 Vidali kapakl mikrosantriflj tlpi 5000 adet ~2 ml'lik 1500
31 Sodyum fosfat 1 adet 5 kg 400
32 Tip |, low EEO tip agaroz 1 adet 250 g 450
33 Kare petri kutusu 2000 adet 8x8cm 2000
34 Asetik asit 1 adet 11t 50
35 Sigir serum albiimini 1 adet 100 gr 400
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36
37
38
39
40
41
42

43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

71

72
73
74
75
76
77

Trizol reagent 5 adet
Kloroform 1 adet
izopropil alkol 2 adet
Absoll etanol 1 adet
Molekduler galisma igin distile su 2 adet
Glikojen 2 adet
RT-PZR i¢in Primerler 181 be
Kantitatif RT-PZR igin primer-prob

set 141 bg
Polimorfizm igin primerler 180 bg
dNTP set 5 adet
Taqg DNA polimeraz 10 adet
igne 600 adet
Agaroz 3 adet
Nu Sieve Agaroz 1 adet
Ethidium bromide 1 adet
RNA ekstraksiyon Kkiti 12 kutu
cDNA sentez kiti 20 kutu
NlalV veya izosizomeri 2500 U
Hgal veya izosizomeri 2500 U
ScrFl veya izosizomeri 2500 U
Ddel veya izosizomeri 2500 U
Enzim saklama kutusu 2 adet
Marker 2 adet
Marker 2 adet
PCR tipu 5000 adet
Kandan DNA ekstraksiyon kiti 300 o6rneklik
Plastik spor 5 adet
Plastik spor 5 adet
Plastik DNA saklama kutusu 20 adet
Pipet kutusu 5 adet
Pipet kutusu 5 adet
Tek kullanimhk maske 1000 adet
Tek kullanimlik eldiven 20 kutu
Tek kullanimlik eldiven 20 kutu
Light cycler kapiller 3 kutu
Light c¥cler FastStart DNA

Master”""® HybProbe 4 kutu
Light cycler h-G6PDH Housekeeping

gene set 3 set
RNase AWAY Reagent 1 adet
Yuzey dezenfektani 5 adet
Plastik kapakh tip 100 adet
Enjektor 100 adet
EDTA disodyum tuzu 1 adet

200 ml. 4750

51t 200
500 mi 100
5|t 150
100 ml 75
100 pl (20ug/ pl igeren) 2000
3 Gift 1800
2000
3 cift
2 gift 600
1 ml. 700
500U 1025
26 no (gauge) 75
500 gr 1500
500 gr 2250
25 mg 80
50 6rneklik 6000
30 6rneklik 12500
2000
4000
500
750
300
pBR332 DNA/Haelll kesim 500
$X174 DNA/Haelll kesim 500
0,2 ml 400
1500
0,2 tip igin 75
1,5 tlp igin 60
81 veya 100 drneklik 300
200 pl 40
1000 i 40
100
Pudrali 175
Pudrasiz 200
8 x 96’lik 3750
9000
480’lik
2000
250 ml 850
1 It'lik 225
10 ml’lik 45
10ml.lik 35
500 gr 130
TOPLAM 80665
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b) Makine ve Techizatin Konumu ve ilerideki Kullanimina Dair Aciklamalar

Bu proje kapsaminda makine ve techizat alimi yapilmamstir. LightCycler 1.5 cihazi,
LightCycler kitlerini temin etmek iizere ihaleyi alan firma (Tenay Elektrik Medikal Ltd. Sti.)
tarafindan proje siiresince kullanilmak tizere Anabilim Dalimiz Molekiiler Mikrobiyoloji Tan
ve Arastirma Laboratuari’na kurulmustur. Firma tarafindan projenin kapatilmasini takiben

geri alinacaktir.

¢) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar

Kesim III’de sunulmustur.

d) Sunumlar:

1. Karahan ZC, Biriken Salin D, Boyvat A, Dolape1 I, Aksu E, Ozenci H. Functional
Polymorphisms and Haplotypes of Human Beta Defensin 1 (DEFB1) Gene in Behget’s
Disease Patients. 14th International Congress on Behget’s Disease. 8-10 Temmuz 2010.

Londra, Ingiltere.

e) Yayinlar ve Tezler



