{}zet. Bu cahsmada, E wﬁx _akiemsmdm izs}ie edﬂeﬁz kmmoz@mai DNA, '
methyieﬂe blue ile muamele edilmis v yanis E.coli kromozomal DNAs:
ﬁe :s;ya dayanikl; kompiekﬁ;ﬁer oiu@taxrdugzi ge}zienmgtsr. E.cuh BNA’smm
meﬁzyien ""'_biae nie k@mpieks 0§§:Siurmasz, onun %ziperkmmlk weihkierm&e

_ é neden olmugmr In vivo'da hoya DNA i‘iagianmas;m;} DNA cxfé
zmcxrﬁermin b:rhirmde;s ayralmasmx eﬂgeﬂeym blr eth gostermess muhteme§

_ goz‘unmektes:hr .

: ummary: ;;In the'presentj Wgrkj_‘ t‘he chmmosc}mai DNA 15@13{8@ fmm
the bacterium E.coli was treaied"\éﬁith methyiene blue. Formation of a
'heat stabie "_'Ompiex with methyiene'_biue aﬁd E.coli chromosoma} DNA has
changed the hyperchmmic characteristics of E.coli DNA to some extent. It
~seemed possible that in vivo ﬁmdmg of the dye with DNA may inhibit the
separatmn of DNA chams t%ms preventmg the DNA rephcatzon

! "f){}g'ai'_‘ ya da_ yapay beyaiar gemk Eaﬁomtuaxda gerekse gzda, ilag,
k(}zmﬁitk kagit tekstil ve basim endiistrilerinde ¢ok yaygmn olarak kullamlan
R madde}erd ~Bu biiegikiez aynt zamanda potansiyel mutajen ve karsinojen

S oiabﬂec«ek@en goz ‘Oniine ahnamk gevre saghg} agzsmdan b;rgok arastirmaya
Emugwg (18) e R T sy

- Bn’g@k boyanm ge§1tk mikmorgamzmaiar uzerme bakteriostatik ya da
bai«;tensgdai etki- g@sterdigi gok uzun yillardan beri bilinmektedir (9, 10).
Trzfemimetan grubundaki bazik beyaiann bityiik bir kismu bakteri firemesini
; onemh oicude inhibe eder (1} 13). Bu gruptdkl boyaiarm hiicre zan ile
o dogmdan cﬁkﬂe@erek hilcre icine “girdikleri (14, 15) hiicre-ici enzimler (16,
17} ve hucre DNA’Sim (18} etkﬁedlkierz gésterilmistir, :

_* Yard. Dog. D, Hacetzepe Umversztcs; Fm Faimitea Biyvoloji Bﬂiumu Moickuiez‘ B;y{ﬁo;z
Anabﬂzm Baii i : o
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- Bu calismada tibbi bakteriyolojide boya, indikatér, i{imyasai'ayﬁégsmi :
- antiseptik olarak kullamilan methylene blue’nun E.coli kromozomal DNA’s;
- ile in vitro’daki etkilesimi incelenmis ve bu boyamn inhibitdr kapasitesinin
molekiller dizeyde hangi a§ama<§& vercequﬁéi arastodmastir, -

GERE@ ve Y(}NTEM

Qair@mada };uilanzian methyiene blue Merck fzrmammdan almmlsgm Bu
: b{}yanm. kimyasal yapr ve oOzellikleri Tablo 1'de gérilmektedir, E.coli
bakterisi Hacettepe Universitesi, Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji Bolimit'nden
- saglannustir. Deneylerimizde sivi fireme ortami olarak, distile su iginde

- hazirlanan ve % 0.8 gr Nutrient broth (Difce Lab. Mlchzgan U.S.A)ve %

0.8 gr NaCl (Merck) iceren besiyeri kullamimustir. Besiyerinin pH’st
_'-._'stenhzasyonéan Oonce 1 N NaOH ya da 1 N HCl ile 6.8’¢ ayarlanmustir.
: _Kuilamiaa boyamn stok gozeltileri distile su i¢inde hazirlanmig ve por capi
0.45 pm olan steril milipor siizgecten (Millipore Co., U.S.A.) siiziilerek steril
- edilmistir.

~_ Tablo 1
Methyiene Blue'nun Ozellikleri

Moiekui Agu‘hg; : 319-,86
Renk Indeks No: 52015
Seri No @ 1038

H 'K'apfz‘;ii’ Formila - My
 CHy

"oplamn 5 It'lik sivi besiverinde, 37°C’lik kuru sistem calkantili etiivde bir

gece iretilen E.coli hiicreleri, IEC (International Equipment Co.) Model
] “sogutmali santrifujde, +4°C’de 7200 r.p.m.’de 10 dakika sireyle
ntrifiij edilmis ve ‘hiicre ¢Okelegi toplanmistir. Bu hiicrelerin. DNAs:
Zamehhoff’un (19) yontemine gore izole edilmis ve deneylerde kullamlmak
iizere 0.14 M NaCl, 0.015 M. tri-sodyum sitrat tamponu (pH: 7. 1} iginde
zuierek igine bakteriostatik ajan olarak 1 damla Na azzd damiaizlarak
{04 hk buzdeiabmda sak}anmigﬁr ' S S

| zel“i" €dl§ﬂl’i E coh DNA’Sl Sephamse 4B agaroz 3@3} (}’armacza Fine
' ‘Inc.) 1geren 0.9 % 20 emlik kolondan gegnierek behrh
iikliikteki DNA molekiillerinin  eldesi. sagianmi§tir Frakssyen' syon
sleminde, kolon 1074 M EDTA iceren 10~ -2 M Tris-Hel (pH 7. 4} tamponu
ikanmxg ve islem sirasinda ISCO Model UAS absorbans monitolii ISCO
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| MQ&@% 273 Fracheﬁ ﬂ@%%ecm Ve Bmhier maz’ka polistaltik pompa kullanil-
m;@t;z (;@zummug akig inzg LS 2 mi? dakika, monitériin absorbans arah@ 2.0
Qiacaic §ek§§de ayaz}anm ve' fraiqsw@niaz‘ i} 8 m} Eﬁc; havmﬁar ‘halinde

: Sepharme 4B kolo _éaﬁ' kan ve 26{} nm da gab@}wmda en yu%sek
absorbans deperlerini veren, fzakqayeniar teorik olarak 3 X 105 — 3 x 106
molekiil agirhgma: %ahip DN& pargaiazzm igermektedir. Bu fraksiyoniar
bn*iegmhmg ve bundan alinan’ “ornek Sephaéex G25 (course) (Pharmacia
Fine Chemicals Inc.) ile d@%ﬁi&zmimag 0.9 30 cm. boyutlarmdaki kolona
uyguianmgﬁr “Yikama 1§iemm£§e ilk 3‘%{&3{8&}?@3}&@0&@3 kullanian - tampon
kuﬁanzimz§ oﬁup, akis hizi 0.5 ml/dakika; absorbans- ami{g 0.2dir. ?’mks&y{m«
lar 2 mllik hacimler halinde tﬂpiaﬁngtzr Daha sonra, DNA 6rnegi
Sephamse 4B k@iemmcian gegzrﬂmekﬁzm ’Sephadex G725 kolonuna uyguian~'
mig v uyguiamaﬁm sonucunda elde edilen graﬁkiez benzer bulunmustur.
Bu nedenle boya + DNA z{;eren amek et ﬁe}gmdam dﬂgruyd Sephadex (3253
iﬁ@i@mma uyguianm@m ' R

Baya ﬁe muamele edﬂen DNA omekien 37°C’de 1 saaﬁ inkiibe

E edﬁdzkten sonra 0.9 x 20 cm’lik Sephadex G25 kolonuna uygulanms olup,

akig hozr é} 9 mﬂdakgka, absoz*bans araligy 0. 2°dir. Qszu:::u olarak 104 M

EDTA iceren 1@ 2 Mlik £I§S~HC§ tamponu (pH 1. 4) kuiiam mig, fraksiyon-
Ear 3. 6 ml’lik E«;iszmiar haimde toplanmugtir. - T

B@ya—}}NA bag&zmmasmm incelenebilmesi amaca}ria E. coh DNA’sinin
"26{} nm’de 0.100 '@ 3{3@ azasmda dbsezbam Okumass verecek, uygm sulandirt-

S + DN empieks;, 2 mi tamg::{m {é} 14 M NaCE €} 015 M tri- s{){iyum
e Siirat pH 7 } n;mde cezuimug ve: 200-300nm dalga boylant arasindaki |
. aiaserbzms de geﬂen Beckman Model E}U 2 spektrofotometrede okunmustur.

e 80}7& ig&ii‘ﬁﬁ ormek ve: b@yasm kontrol DNAnin hiperkromik 6zellikleri, 10
ynar s&_-baﬁyesamdd iumiduktan sonta, buz. zgmde amden semtaia-
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&

SONUCLAR ve TARTISMA

Methylene blue ile muamele edilmis E.coli DNA sinin Sephadex G25
kolonundan fraksiyonasyon grafigi (Sekil 1) incelendiginde, bu boyanmn
DNA’da kink olusturmadigy gorilmiistiir.

0.1

2 3 4

Fraksiyon no (0.9mi/dak.)

o Sekil 1
Methylene bule ile islem gbrmiis E.coli DNA’simun Sephadex
325 {course) kolonundan fraksivenasyonu.

Boya ile islem gormemis E.coli DNA’smimn denatiirasyona bagh absor

bans artis1 260 mm’de % 11.9 Qi_a_;a_k___b_uiﬁﬁmugmr{(&ekii 2). Buna karsilik,

-~ methylene blue ile muamele edilmis E.coli DNA’smmda’ 260 nm’deki
~ hiperkromisite % 2’dir (Sekil 3).. Bu _-'saﬁu-gt_aﬁn ‘yola gikilarak, methylene
" blue'nun DNA gift zincirlerinin birbirinden aynimasim engelledigi soylenebi-
. lir. Boya ile islem gormiis DNA’nin maksimum absorbans verdigi dalgaboyu
351
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E

- Absorbans

T A kS 249.. 260 286 399
R . Daiga boyu (nm}

Sekii 2"
B{)}d ﬁe igiem g@rmemxg m}maﬁ E.wla DNAsinda hiperkmmak etki.

-— Normal E. c&li DNA . .... Denatiire E,caiz DhA

- _'?_00*'_'__"

T

i

3004

© Absotbans
8

{)aiga bc}}u {nm}

Se.k;i




Absorbans
. " A
L8

L
3
L ]

&

kN

280 | 280
‘Dalga boyu (mm)
. Sekil 4 ' Soon
Methylene blue ile ig!ém gormils E.celi DNA’simin abserbsiyon spektrumu.
Lol E.coli DNAC e o
— F.coli DNA -+ methylene blue

Absprbé._ns

___;Sal ééo; "_._2'55 P P
- . Dalga boyu (am}
Fravea i

Methylene blue ile @iém_giirmiig E.coli DNA smn denatiirasyondan
sonraki absorbsivon spekirumu. .

ww-w Denatiire E.coli DNA =~
——— E.e0li DNA + methylene blue
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 Bergman ve O’'Konski (20)’ve gore, monomer formdaki methylene

blue’niun bir bagka molekiile baglanmast, bu formdaki methylene blue'ya ait

660 nm dalga boyundaki maksimum absorbansi 670 nm'ye kaydirmakta ve

tepe a@kiasméaki bu kayma, b@ya ile bx}yaﬁm bagiaﬁdggi molekiil arasindaki
%ﬁkmksei e‘ikﬁeg,zmden ﬁem ge?mekteégr

Yapisai eiarak methyieﬁe biug ya: gc«k bem:e}zeﬁ acridine orange
molekiilleri DNA’W ’ﬂagian@zk}armda bu boyaya ait maksimum absorbansin
gozlendigi dalga b@}fu, daha yuk&eé@; dalga boyuna kaymaktadir {20). Buna

- benzer bir durum, methylene {}Eue—@?{\i& karisﬁmmm absezb&zy@n spektru-
munda gozlenmistir (S@k§§ 4} T

Methyiene blue gzbz bazﬁﬁ h@yaiaxm ﬁukiegk asztietie kampieks olustu-
rarak onlarin g@km&,sme neden oldugu eskiden beri bilinmekle birlikte (21)
methylene blue-DNA karzﬁggmmm absorbsiyon spektmmunun denatiirasyon-
dan-sonra da deﬁzgmemesz s}iu@m bu kompleksin oldukga dayamkl ve
kararh oldugunu gasiexmekteégz

Eger methyieﬁe blue m@iekaﬁen hucre iging alindiktan sonra, DNA’ ya
“baglaniyor ve cift zincirlerin birbirinden ayrilmasini engelliyorsa, DNA
replikasyonu da engellenecektir. Boyle bir yorum, methylene blue’nun
antimikrobik aktivitesinin molekiiler mekanizmasim dgﬁdama{ia yardimct
olabilir. ' g
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