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Ispitivanje inhibicije
dezoksiribonukleaze I
(DNaze I) dietil etrom

Ispitivan je uticaj dietil etra, jedinjenja koje po-
seduje osobine inhalacionih anestetika, na enzim
dezoksiribonukleazu I (DNazu I). DNaza 1, izolovana
iz govede jetre, tretirana je razli¢itim zapreminama
iste koncentracije dietil etra. Kori§¢ene su zapre-
mine od 500 uL, 750 puL, 1 mL i 1.5 mL. Nakon
tretiranja etrom, odredena je aktivnost DNaze 1.
Enzimska aktivnost odredena je poredenjem apsor-
bance DNK merene na 260 nm pre i nakon
tretiranja uzorcima enzima. Stepen inhibicije enzima
odreden je poredenjem uzoraka tretiranih i ne-
tretiranih etrom. Rezultati pokazuju da stepen in-
hibicije enzimske aktivnosti DNaze I raste sa pove-
canjem kolicine etra kojom se enzim tretira.

Uvod

Dietil etar (etar, etiletar, etoksietan, (C2Hs)20) je
organsko jedinjenje bez boje, karakteristicnog mirisa,
tecnog agregatnog stanja, veoma isparljivo. U kombi-
naciji sa opijumom ovo jedinjenje pokazuje osobine
inhalacionih anestetika (Hill i Kolb 2004). Dietil etar
je po svojoj nameni i osobinama sli¢an halotanu, ko-
mercijalno koriS¢enom anestetiku. Do sada su vr§ena
mnoga istraZivanja u kojima su ispitivani uticaji ha-
lotana na metabolicke procese celije. Rezultati tih is-
trazivanja pokazuju da halotan izaziva anomalije u
nukleusu fibroblasta (Sturrock i Nunn 1976), ano-
malije na hromozomima sisara (Kusyk i Hsu 1976) i
smanjenu sintezu DNK (Cullen ez al. 1972). Studije
takode pokazuju da se halotan ponasa kao inhibitor
nekih enzima, od kojih je jedan dezoksiribonukle-
aza | (Reitz et al. 1982).
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Dezoksiribonukleaza I (DNaza I) je endonukle-
aza koja hidrolizuje DNK raskidajuci fosfodiestarske
veze medu nukleotidima koji na svom 3" kraju imaju
slobodnu hidroksilnu grupu. DNaza I se smatra
enzimom odgovornim za fragmentaciju lanca DNK u
apoptozi. Mehanizam ihbicije DNaze I halotanom
nije u potpunosti ispitan. Pretpostavlja se da dolazi
do interferencije hidrofobnih grupa halotana sa hidro-
fobnim grupama DNaze 1. Ugradujudi se izmedu
hidrofobnih grupa DNaze I, halotan joj menja struk-
turu, ¢ime sprec¢ava njenu enzimsku aktivnost. Inhibi-
raju¢i DNazu I, halotan onemogucava hidrolizu
DNK, $to spre¢ava odvijanje osnovnih metaboli¢kih
procesa u celiji. Poremecaj osnovnih metabolickih
procesa u celiji prouzrokuje promene na nivou celog
organizma.

U do sada vrSenim istraZivanjima stepen inhi-
bicije DNaze I halotanom odredivan je poredenjem
apsorbanci DNK koja je bila ponudena kao supstrat
DNazi I. Osobina DNK primenjena pri odredivanju
stepena inhibicije enzima naziva se hiperhromni efe-
kat. Po hiperhromnom efektu, apsorbanca nativne,
dvolan¢ane DNK je 30-40% manja od apsorbance
denaturisane DNK. Ovaj efekat je posledica interak-
cije medu azotnim bazama, koje su u dvolancanoj
DNK vezane tako da prilikom apsorbovanja kvanta
svetlosti i pomerenja elektrona jedne baze dolazi do
izmena u elektricnom polju oko susedne baze. U slo-
bodnim nukleotidima veze medu azotnim bazama
nisu tako jake, te zbog toga dolazi do vece apsorpcije
svetlosti talasne duZine 260 nm.

Bududi da je dietil etar hidrofobno jedinjenje
sli¢ne namene, strukture i osobina kao halotan, moze
se pretpostaviti da ¢e interferirati sa hidrofobnim
grupama DNaze I na isti naCin. Stoga je u ovom radu
ispitivan inhibitorni uticaj dietil etra na aktivnost
DNaze I.
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Materijal i metode

Supstrat za DNazu I, DNK, izolovan je iz crnog
luka. DNaza I je za potrebe istraZivanja izolovana iz
homogenata govede jetre amonijum-sulfatnom preci-
pitacijom. TaloZenja su vrSena sa zasi¢enjima od
20%, 60% 1 80%, a zatim je odredena enzimska
aktivnost svakog od precipitata, kao i samog homo-
genata. U daljem eksperimentu je kori§¢en uzorak sa
najve¢om enzimskom aktivnoScu. Uzorak je preli-
$¢en ekskluzionom hromatografijom, nakon cega je
dobijeno 5 preciScenih frakcija u kojima je izmerena
aktivnost enzima. Frakcija u kojoj je enzimska aktiv-
nost bila najveca tretirana je etrom.

Izolovanje DNK iz crnog luka

DNK je izolovana iz crnog luka (Alium cepa) po
standardnom protokolu opisanom u radu Wang i
saradnika (1994), modifikovanom tako §to je umesto
Nal kori§¢en KI. Da bi se procenila ¢isto¢a uzorka
merena je apsorbanca na 260 i 280 nm (CECIL 2021,
model 2000, Cambridge, UK). Uzorak je tretiran
natrijum-hidroksidom, a zatim je izmerena promena
apsorbance na 260 nm, kako bi bilo provereno da li
se u njemu nalazi dvolan¢ana DNK, a ne samo
slobodni nukleotidi.

Izolovanje DNaze I iz govede jetre

Uzorak iz kog je izolovana DNaza I pripremljen
je homogenizacijom 100 g govede jetre prelivene sa
200 mL TRIS-EDTA pufera (10 mM TRIS, 1 mM
EDTA, 0.02% NaN3, pH = 7). Homogenat je cen-
trifugiran 20 minuta na 3800 G. Iz dobijenog super-
natanta istaloZeni su proteini, amonijum-sulfatnom
precipitacijom po standardnom protokolu (Vujc¢i¢
2002). TaloZenje proteina je vrSeno pri zasi¢enjima
supernatanta od 20%, 60% i 100%. Svako od zasi-
éenja je centrifugirano na 3800 G i dobijeni talog je
rastvoren u 7 mL pufera (0.2 M NaCl, 1 mM EDTA,
0.02% NaNOs3, 25 mM fosfat, pH = 1.6). U daljoj
analizi kori$ceni su rastvoreni precipitati (20%, 60%,
100%) i homogenat.

Prisustvo DNaze I u amonijum-sulfatnim precipi-
tatima i homogenatu odredeno je merenjem promene
apsorbance DNK na 260 nm nakon njenog tretiranja
ovim uzorcima. Reakciona smeSa sa uzorkom enzima
(10 L DNK, 200 uL uzorka i 2 mL destilovane
vode) inkubirana je 30 minuta na 37°C. Nakon in-
kubacije meri se apsorbanca smeSe na 260 nm i
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poredi sa apsorbancom kontrole (10 L. DNK i 2.2
mL destilovane vode). Apsorbanca reakcione smese
u kojoj se nalazi uzorak sa DNazom I pokazuje naj-
vede odstupanje od apsorbance kontrolnog uzorka.
Merenja su ponovljena tri puta.

Uzorak koji sadrzi DNazu I je preciScen eksklu-
zionom hromatografijom. Za hromatografiju je ko-
riSéen sephadex gel G-100. Hvatane su frakcije od
5 mL. Prisustvo DNaze I u frakcijama je odredeno po
veé opisanom protokolu.

Tretiranje DNaze 1 dietil etrom

Frakcija u kojoj je aktivnost DNaze I bila najveca
podeljena je u Cetiri dela koja su tretirana razli¢itim
zapreminama iste koncentracije etra: 500 uL, 750
uL, 1 mL,i 1.5 mL etra. Peti deo (bez etra) kori§cen
je kao kontrola.

Stepen inhibicije DNaze I odreden je merenjem
njene enzimske aktivnosti nakon tretiranja dietil et-
rom. Reakciona smeSa za odredivanje aktivnosti
enzima sadrzi 25 uL. rastvora DNK, 200 uL uzorka
(delovi frakcije tretirani razli¢itim zapreminama etra)
i 2 mL destilovane vode. Nakon tridesetominutne
inkubacije na 37°C izmerena je apsorbanca smese na
260 nm. Kontrolna proba je sadrzala 200 uL uzorka i
2 mL destilovane vode. Apsorbanca DNK nakon
tretiranja DNazom I odredena je po formuli:

ADNK = A260(DNK + uzorak) — A260(kontrolna proba)

Stepen inhibicije DNaze I u procentima odreden

je po formuli:
X =(1—AT j-lOO
ANT

gde je Ar apsorbanca uzorka sa tretmanom etra, a
ANT apsorbanca uzorka bez ovog tretmana.

Rezultati

Apsorbanca DNK tretirane amonujum-sulfatnim
precipitatima i homogenatom povecala se u odnosu
na apsrobancu netretirane DNK (slika 1). Rezultat
ukazuje da je doSlo do degradacije DNK pri njenom
tretiranju ovim uzorcima. Najveci stepen denaturacije
DNK prouzrokovao je 60% amonijum-sulfatni pre-
cipitat.

Pri tretiranju uzorka DNK frakcijama dobijenim
tokom ekskluzione hromatografije 60% amonijum-
-sulfatnog precipitata, primeceno je povecanje njene
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Slika 1. Apsorbance nativne DNK I DNK tretirane
uzorcima (amonijum-sulfatni precipitati I homogenat);
eror barovima je oznacena standardna greSka srednje
vrednosti.

Figure 1. Absorbance of native DNA and DNA treated
by samples (ammonium-sulfate precipitates and
homogenate); error bars indicate the standard error of the
average value.

apsorbance u odnosu na apsorbancu netretirane DNK
(slika 2). Najveca vrednost apsorbance, odnosno naj-
vedi stepen denaturacije DNK, primecen je pri tret-
manu frakcijom 2, pa je pretpostavljeno da se DNaza
I nalazi u ovoj frakciji.

Razlika u apsorbanci izmedu tretirane i netreti-
rane DNK se smanjuje sa povecanjem koli¢ine etra
kojom je enzim tretiran (slika 3). Opadanje promene
apsorbance ukazuje na smanjen stepen denaturacije
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Slika 2. Apsorbance nativne DNK i DNK tretirane
frakcijama 60% amonijum-sulfatnog precipitata dobijenih
hromatografijom

Figure 2. Absorbance of native DNA and DNA treated
with chromatography fractions of 60% amonium-sulphate
precipitate
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DNK, te samim tim i na smanjenu aktivnost DNaze
I. Poredenjem apsorbanci DNK koja je bila ponudena
kao supstrat netretiranoj DNazi I i DNK koja je kori-
$c¢en kao supstrat za DNazu I tretiranu etrom, zaklju-
¢eno je da dietil etra inhibira DNazu I.
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Slika 3. Apsorbance nativne DNK i DNK tretirane
uzorcima DNaze I

Figure 3. Absorbance of native DNA and DNA treated
with DNase I samples

Apsorbanca uzorka DNK ponudenog kao supstrat
DNazi I tretiranom sa 1.5 mL etra bila je ista kao
apsorbanca netretiranog uzorka DNK, §to znaci da je
zapremina od 1.5 mL etra dovela do 100% inhibicije
DNaze I. Zapremina od 1 mL etra inhibirala je
DNazu I 86%, 750 uL dietil etra dovelo je do 43%
inhibicije, najmanji stepen inhibicije izazvala je za-
premina od 500 uL etra (7.9%).
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Slika 4. Stepen inhibicije DNaze I izazvane razlicitim
zapreminama dietil etra (%)

Figure 4. Level of inhibition of DNase I caused by its
treatment with various volumes of diethyl ether (%)
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Diskusija i zakljucak

Mehanizam inhibicije DNaze I dietil etrom nije
poznat, ali se na osnovu ranijih istraZivanja koja is-
pituju inhibitornu aktivnost ovog anestetika iskljucuje
mogucnost da do inhibicije dietil etrom dolazi usled
denaturacije enzima, jer se u nekim protokolima di-
etil etar koristi kao jedan od rastvaraca prilikom
preciScavanja proteina. Mi smo pretpostavili da je
mehanizam inhibicije DNaze I dietil etrom sli¢an kao
kod halotana.

Dobijeni rezultati ukazuju da je usled interfe-
rencije hidrofobnih grupa DNaze I sa dietil etrom,
doslo do promene u strukturi DNaze 1 i da je reakcija
sa supstratom, DNK, bila spre¢ena. SpreCavanjem
rekcije izmedu DNaze 1 i DNK, dietil etar bi mogao
izazvati razliCite poremecaje na celularnom nivou,
kao S$to su promene u samom metabolizmu DNK,
promene u nukleusu i anomalije na hromozomina.
Promene na celularnom nivou dalje bi se mogle pre-
neti na nivo C¢itavog organizma. Kako bi se mogude
posledice sprecile potrebno je smanjiti stepen inhi-
bicije DNaze I dietil etrom. Ovim istaZivanjem je po-
tvrdeno da je stepen inhibicije direktno zavisan od
koli¢ine molekula dietil etra kojom se DNaze I tre-
tira, ali nije ispitano da li stepen inhibije DNaze I
zavisi od trajanja izlaganja ovog enzima dietil etru.
MozZe se pretpostaviti da ¢e za krace trajanje tretmana
DNaze I dietil etrom manja koli¢ina molekula ova
dva jedinjenja medusobno interferirati, te ée zbog
toga I stepen inhibicije enzima biti manji. Zavisnost
stepena inhibicije od vremena izlaganja enzima dietil
etru trebalo bi proveriti u sliaju da se etar koristi kao
inhalacioni anestetik. Tada bi bilo moguce ograniciti
vreme udisanja anestetika na minimum kako bi ste-
pen inhibicije DNaze I bio najmanji mogu¢. Takode,
bilo bi potrebno ispitati tacan mehanizam delovanja
dietil etra na DNazu I kako bi se uticaj inhibicije iz-
begao, a samim tim i spreile moguce posledice.
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Vanja Radisic

Inhibitory Influence of Diethyl-Ether
on Deoxyribonuclease I

In this work the influence of diethyl ether on
DNase I was investigated. Diethyl ether is an organic
compound commonly used as an inhalation anes-
thetic. DNase I for the experiment was isolated from
beef liver. This enzyme was treated with various vol-
umes of ether which were all in the same concentra-
tion. Volumes of 500 yL, 750 uL, 1 mL and 1.5 mL
were used. After the treatment of DNase I with ether,
its enzymatic activity was investigated. Enzymatic
activity of DNase I was detected by comparing the
absorbance of DNA measured on 260 nm before and
after its treatment with samples of this enzyme. The
level of inhibition was detected by comparing the
absorbance of DNA treated with inhibited and unin-
hibited DNase 1. The results suggest that the level of
inhibition of enzymatic activity is linearly dependent
on the volume of ether with which DNase I was

treated. o
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