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ANTIBIYOTIKLERIN iN VITRO AKTIVITELER}
(I. Bleomycin A2'nin antibakteriyel etkisi)®

IN VITRO ACTIVITIES OF ANTIBIOTICS
(I. The antibacterial effects of the bleomycin A2)

Yusuf Ozbal®*

Ozet : Radyasyona hassas E. coli suslart ve Hela hicreleri dGzerinde ble-
omycin A2'nin.etkisi incelendi. DNA sentezi 3H-timidin ile isaretlenerek gosteril-
di ve bleomycin bulunan bakteri ve hiicrelerde DNA sentezlerinin inhibe oldugu
saptandi. Bleomycin ilave edilerek ve edilmeyerek bakterisel ve hiicresel DNA’lar
izole edildi ve in vitro olarak DNA‘lardaki kiriimalar siikroz gradient sedimentas-
yon analiziyle kamtiandi.

Summary : The effect of bleomycin A2 was studied on radiation sensitive
strains of E. coli and Hela cells. The synthesis of DNA was shown by the incorpo-
ration of 3H-thymidine and indicated that the synthesis of DNA was inhibited by
bleomycin. Bacterial and cellular DNAs were determined in the presence or ab-
sence of bleomycin and in the reactions in vitro strand scission in DNA has been
confirmed by sucrose density gradient centrifugation analysis.

Giris

Kemoterapdtik maddeler bakterilerin tiremelerini durdurucu ve
insan viicudu icin zararsiz oluglari nedeniyle kullanilabilirler ve bun-
larin en énemlileri antibiyotiklerdir. Antibiyotiklerin bulunusundan iti-
baren bu konuda pek cok calisilmis oldugu halde, etki mekanizmalari
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hakkindaki bilgilerimiz heniiz kisitlidir. Bakteri metabolizmasini dur-
durma etkisi olanlar 6zellikle 6nem kazanmistir. Son zamanlarda, di-
rekt hiicre deoksiriboniikleik asid (DNA) inin bilesimine girerek DNA
sentezini etkileyen bleomycin (BLO) lizerinde aragtirmalar yogunlas-
mistir (1,3). Bu, Umezawa ve arkadaslarinin (4) Streptomyces verti-
cillus'dan izole ettikleri anti-neoplastik ve anti-mikrobik etkili bir anti-
biyotiktir (5, 7).

BLO hidroklorid'in, suda eriyen bir peptid bazi bulunan. kromotog-
rafi ile A (A1-A6) ve B (B1-B6) fraksiyonlarina ayrilabilen kompleks
bir bilesik oldugu anlasiimistir (8). Bu calismada, BLO'nin bakteri ve
Insan hiicresi doku kulttirleri izerindeki etkileri incelemigtir.

Gerec ve Yontem

1. Bakteri suslan ve Hela hiicresi : E. coli K12 JC 1569 recA
ve bunun wild tipi JC 1557, Dr. K. .Suziki'den (Natl. Inst. Radiol. Sci.,
Chiba, Japan) temin edildi. Bunlar, 16sin, histidin, arginin ve metionin
kullanmaktadir (9). E. coli K12 AB 1886 uvrA ve K12 AB 2470 recB
mutanlan ise, tronin, 16sin, prolin, arginin ve vitamin B1 kullanmakta-
dir (10). Bu 4 tip E. coli suslan, radyasyona (gamma ve ultraviyole)
duyarlidirlar (11). Bakteriler, 10 ml M9 vasatina 30 ug/ml! L-amino
asitler ve % 0.2 casamino asid ilave edilerek Uretildi. Spektrofoto-
metrede (OD : 650 nm) 6 saat sire icinde 15 dak. araliklarla M9 va-
satina gore degerler okundu ve treme hizlan hesaplandi. BLO (Dr.
E. Yugeta, Pharmaceutical Dept.- Nippon Kayaku, Co., Tokyo, taraf n-
dan hediye edilmistir) ilave edildikten sonra, koloni sayimlari; wild
tipi, recA ve recB mutanlari icin antibiyotikli vasat-3 (Bacto-Penas-
say broth) - agar lzerinde, uvrA ise, Yeast Extract Tryptone agar
tizerinde yapildi.

Hela hiicreleri (Flow) Eagle (12) minimum essential vasatina
% 10 fotal dana serumu, % 1 non-essential amino asid, 0.02 mM
glutamin, % 0.176 NaHCO: ve antibiyotik ilave edilerek 25 cm® doku
kiiltiiri siselerinde tretildi. Haftada bir pasajlari yapildi.

2. Bakterilerin ve hiicrelerin radycizotopla isaretlenmesi : Loga-
ritmik tGreme donemindeki bakteri kiiltiiri santrifije edilerek M9 va-
sati ile yikandi. Takriben 10° bakteri/ml bulunan sediment 10 ml M9
vasat! iginde siispansiyone edildi ve lzerine 1 uci/mlP*H-timidin (spe-
sifik aktivitesi 19 C/mmol, Radiochemical Centre, Amersham, UK),
amino asidler ve degisik dozda BLO konularak 37°C'de inkiibasyona
birakildi. BLO ilave edilmeyen kontrol bakterilerde de ayni islemler
yapildi. inkiibasyondan 4 saat sonra her birinden 0.1 ml alinarak agar
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vasatina ve ayrica 0.1 ml filtre diskleri (2 cm gapinda, Watmann) (ize-
rine konuldu.

Doku kiltiirleri, pasajlarindan 20 saat sonra tripsinize edildi ve
hiicreler Hanks soliisyonu icinde yikandi. Hicreler % 0.9 tripan blue
sollisyonunda sayildi ve vasat iginde 2 x 10° hiicre/ml| konsantrasyo-
nuna ayarlandi. Degisik dozda BLO ve 1 uci/ml 3H-timidin ilave edile-
rek etiive kaldirildi. Kiltiirler 4 saat sonra Hanks ile yikandi ve trip-
sinize edildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonundan 0.1 ml alinarak filt-
re disklerl Gizerine konuldu.

3. Bakterisel ve hiicresel DNA izolasyonu ve sedimentasyonu :
Radyoizotop ilave edilmis bakteri kultirlerinin tiremeleri Logfaz'da
durduruldu ve yikandi. Bakteri DNA'larinin izolasyonunda Marmur'un
(13) metodu uygulandi. Sogukta (-70°C) dondurulup 37°C'de ¢oziin-
dirilen bakteriler lzerine 250 ug/ml pronase (proteaze, Sigma) ve
25 ug/ml RNase (DNase free, pancreatic ribonuclease, Sigma)
llave edilerek 37°C'de 30 dak. bekletildi. Sodyum dodesil sulfat
(% 0.6 SDS) ile muamele edildikten sonra % 90 fenol iginde galkalan-
di ve proteinlerinden aritildi. Bakteri DNA'larn % 20 triklorikasetik
asid (TCA) ile sogukta presipite edildi. Presipitat 100 uM hidrojen
peroksit (H2O.) iceren 1 ml 50 mM tris-HCI (pH=7.6) tampon soliis-
yonu igine alindi.

Hicresel DNA eldesinde, Hirt (14) yontemi kullanildi. Pasajlan
yapilan hiicre kiltird (2 x 10° hiicre/ml) vasatlarina 1 uci/ml *H-timi-
din ilave edildi. inkiibasyondan 4 saat sonra Hanks ile yikandi ve
0.2M EDTA bulunan 1 ml % 1 SDS, pH = 7.6 ve 25 ug/ml| RNase ila-
ve edilerek 20 dk. oda 1sisinda bekletildi. Santrifiij tipiine alinan li-
zat lzerine 5N NaCl konuldu ve 4°C'de bir gece bekletilerek hiicre
DNA’lari presipite edildi. Presipitat 20.000 rpm de 30 dk. ve
4°C'de santrifiije edilerek SDS ile proteinleri ¢oktiiriildi. Ustte kalan
hiicre DNA'lar1 1 ml tris-HC| tamponu icine alindi. izole edilen bak-
terisel ve hiicresel DNA'larin iizerine tris-HCl iginde hazirlanmis
BLO'nin degisik dozlari ilave edildi. Etlivde 2 saat inkiibasyondan
sonra tris-HCI soliisyonu icinde dializleri yapild.

DNA soliisyonundan 0.2 ml alinarak 5 ml siikroz gradient (% 5-20
W/V, 0.1M NaCl ve 0.01M tris-HCI, pH=7.6) lizerine ilave edildi ve
ultrasantrifiijle (RSP-40 swing-out rotor, Hitachi 55P) 15 saat 25.000
rpm'de coktiirlildi. Tiplerin diplerinden igne ile delinerek her 5 dam-
lasi bir filtre disk iizerine alindi ve kurutuldu. TCA (% 5) ile soguk-
ta 30 dk., etanol ve eterle oda i1sisinda muamele edildi. Diskler % 0.3
PPO (2,5-diphenyloxazole), % 0.03 POPOP (1-4-bis-2{4-methyl-5-pheny-
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loxazolyl)-benzene iceren toluen icine alindi ve Packard liquid scien-
tillation counter ile radyoaktiviteleri sayildi.

Bulgular

1 — Bakteri ve hiicrelerin normal iireme hizlari : M9 vasati icin-
de iireyen bakterilerin lireme egrileri, OD : 650 nm'de okunarak be-
lirlendi ve boliinme zamani asagr yukari 20-25 dk olarak tesbit edil-
di. Inkilbasyondan 3.5 saat sonna olusan log-fazda; E. coli K12 ‘C 1569
recA 5 x 10° bakteri/ml, JC 1557 wild tipi 1.5 x 10° bakteri/ml|, AB 2470
recB 4 x 10° bakteri/ml, AB 1886 uvrA ise 2.2 x 10° bakteri/ml ola-
rak hesaplandi (Tablo ). Hela hiicrelerinin ikilenme zamani 20 saat
ve 24 saatlik kiltiirlerinde 10° hiicre/mi olarak bulundu.

TABLO | — *H-TIMIDIN [LE ISARETLENMIS HUCRE VE BAKTERILERIN LOG -
FAZ'DA UREME HIZI VE DNA SENTEZINDE BLO'NIN ETKISI

LOG - FAZ 3H - TIMIDIN CPM /ug DN A®*
BAKTERI/mi
VE
HUCRE/mlI KONTROL 5mg BLO 50 mgB8LO

E. COLI K12 JC 1569 recA 5x108 24.2 17.0 6.9
E. COLI K12 JC 1557 wild 1.5x108 43.0 240 16.0
E. COLI K12 AB 2470 recB 4x108 87.1 27.0 3.2
E. COLl K12 AB 1886 uvrA 2.2x108 176.0 42.0 11.6
Hela hicresi (2x105 1x108 3342.0 1224.0 411.2

* Her diskte ortalama 100 ug DNA bulunmaktadir.

*

2. Bleomycin A2 ihtiva eden kiiltiirlerde DNA sentezi : Degisik
dozda BLO ilave edilmis ‘H-timidin ile isaretli bakteri siispansiyonla-
rindan 0.1 ml alinarak agar izerine ekildi. Bir gece inkiibasyondan
sonra incelendi. BLO ilave edilmeyen kiiltiirlerde koloni sayilari nor-
mal dizeyde bulundu. Sekil 1'de goriildiigli gibi, BLO ilave edilmis
plaklarda, BLO'nin artis dozuna karsilik ters orantili olarak koloni sayi-
sinin azaldig: tesbit edildi. Radyasyona daha duyarh olan recB mu- °
tantinda, tGiremedeki inhibisyonun digerlerine oranla daha fazla oldu-
gu gorildi. Wild tipi ile uvrA mutantlar ise daha az etkilendi.
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Sekil 1. E. coli suslarinin kiltirlerinde BLO’nin etkileri.

Degisik dozlarda BLO ile muamele edilmis *H-timidinle isaretli
bakteri ve hiicre siispansiyonlarinin 0.1 ml'si disklere damlatilarak
radyoaktiviteleri sayildi. Degerler Tablo I'de 6zetlendi. BLOnin dozu
arttikca, E. coli suslarinin ve Hela hiicrelerinin DNA sentezlerinde
azalma tesbit edildi. BLO, bakteri ve hiicre DNA'larinin sentezlerini
ve kiiltirlerinin Gremelerini etkileyen bir inhibitér olarak bulundu.

3. Bakterisel ve hiicresel DNA’larin sedimentasyonla analizle-

ri : *H-timidinle igaretlenmis bakterilerin ve hiicrelerin DNA'lari
BLO'nin degisik dozlariyla karsilastirildi. Dializleri yapildiktan sonra
siikroz gradient sedimentasyonla DNA fraksiyonlari incelendi. Kulla-
nilan H:0.'nin DNA ile reaksiyona girdigi bilinmektedir {15).

Kontrol bakterilerin ve hiicrelerin DNA piklerinin, sedimentasyon-
da onuncu fraksiyonlara rastladig izlendi. Diisiik dozda BLO (5 ug/ml)
kullanildigr zaman DNA sentez miktarinda azalma gorildi. Ayni za-
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manda Hela hiicre DNA'larinin molekiil agirliklan da kiclldi. Yiik-
sek doz BLO (50 ug/ml) ile islem yapildigi zaman her iki tip (bakterisel
ve hiicresel) DNA nin piklerinin, sedimentasyonda 20. ci fraksiyon-
lara kaydigr ve molekiiler agirliklarinin kiiciildiigii gorilmektedir (Se-
kil 2). DNA sentezinin inhibisyonunda ve DNA'larin parcalara ayril-
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Sekil 2. BLO igeren bakterisel ve hiicresel kiltiirlerden izole edilen DNA farin se-
dimentasyonu.
a. E.coli K12 JC 1569 recA; b. HelLa hiicresi

BLO
Hp0p + BLO Dializ
e B1) L
BLO

Sekil 3. DNA ile BLO’nin reaksiyonu.
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masinda BLO'nmin biiyiik roli oldugu tesbit edildi. DNA bilesimine gi-
ren BLO'nun, hiicresel DNA'lari tek band haline ve bakteri DNA'lari-
nm ise kiclUk parcalara ayirdigi, sekil 3'de gorilmektedir.

Tartisma

Phleomycin'in (16) izolasyonunundan sonra, Umezawa ve arkadas-
lari (4) streptomyces’lerden bleomycin adini verdikleri yeni bir prepa-
rat elde etmislerdir. Bu antibiyotik ile hiicresel DNA'nin reaksiyonu
ve DNA sentezinin etkilendigi bildirilmistir (2, 7, 17, 18). Hicrelerin
tremelerini dunduran bleomycin'ler antineoplastik bir antibiyotik ola-
rak bilinmektedir. Etiyolojik olarak bakterisel identifikasyonda onemli
olabilirler. Fakat BLO'nin antibakteriyel bir kemoterapotik olarak kul-
lanilmasi1 hakkindaki bilgilerimiz yetersizdir. Bas ve boyun, deri ve
genital organlarin kanserlerinde, malign lenfoma (Hodgkin hastali-
g1, lenfoid sarkoma) ve testikiiler kanserlerde antineoplastik olarak
uygulanmistir (19 - 21). Ayrica, S.aureus, E.coli B, B. subtilis, S. typhi,
Sh. flexneri, M. phlei gibi bakterilerin Gremelerini engelledigi goste-
rilmistir (5, 22).

Bu calismada, BLO'nun, E. coli suglarinin ve HelA hiicrelerinin
DNA sentezlerini azaltan ve kiltirlerinin iremelerini durduran bir et-
ken oldugu kanitlanmaktadir. Hiicre DNA'larinin sentezleri inhibe edil-
digi zaman, messenger RNA'larin ve proteinlerin sentezi duracak ve
hiicre yasamini kaybedecelktir. E. coli suslarindan radyasyona daha du-
yarli olan recB mutantinin DNA sentezinde, digerlerine gore daha
fazla azalma ve iliremesinin durdugu gdsterilmektedir. in vitro olarak,
insan koékenli HeLa hiicrelerinde de DNA sentezlerinin inhibisyonu iz-
lenmektedir. BLO'nun, H.O; ile birlikte reaksiyona girerek, bakterisel
ve hiicresel DNA molekiil agirliklarinin kiicilmesine sebep oldugu,
stikroz gradient sedimentasyon analiziyle belirlenmektedir. Benzer
yontemler uygulanarak, BLO ile DNA'nin degisik komponentlere ay-
rildigi, 1971 yilinda Haidle (18) tarafindan saptanmistir. Biitiin bu bul-
gular, Suziki ve arkadaslarinin (17), E. coli 15T lizerindeki calismala-
rini desteklemekte ve Takeuchi ve Yamamato'nun (23) fare transplan-
te tumorleriyle yaptiklar arastirmayr da dogrulamaktadir. Deneyler,
bakterilerin liremelerini dnleyen BLO'nun, DNA'nin bilesimine girdi-
gini gostermektedir. Bu nedenle, BLO'nin antibakteriyel bir preparat
olarak biiyilk 6nem kazanaca@ kanisi uyanmaktadir.

N
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