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HOOFSTUK l 

1. INLEIDING EN LITERATUURAGTERGROND 

Gedurende die eksitasie-kontraksiekoppelin9 van skeletspier speel die 
sarkotubulere sisteem 'n baie belan9rike rol. Hierdie sisteem bestaan uit 
die .transversale of T-buis en die sarkoplasmiese retikulum (SR). Dit word 
al9emeen aanvaar dat die SR van skeletspier (SSR) die konsentrasie vrye Ca 2+ 
in die sarkoplasma re9uleer (Carafoli, 1985). Ontladin9 van die senuwee by 
die mioneurale aansluitin9 het tot 9evolg dat die sarkolemma depolariseer. 
Die depolari sasie9olf versprei oor die sarkolemma en bewee9 ook in die T-bui s 
af 'na die dieperli99ende dele van die sp iersel . As 9evolg van die depolari­
sasie van die T-buis, stel die SSR Ca 2 + vry wat spierkontraksie tot gevolg 
heti . . Spierverslapping word bewerkstellig wanneer die SSR weer die Ca 2 + 
opneem en die vrye ca•+-konsentrasie in die sarkoplasma verlaag (Hasselbach, 

196~? . 

In teenstelling met SSR is die rol wat die SR van hartspier (CSR) tydens die 
eks j.tasie-kontraksiekoppeling speel nie so duidelik afgebaken nie. Aflei­
dings wat gemaak is oor die eksitasie-kontraks iekoppeli ng van skeletspier, 
is direk oorgedra na hartspier (Morad & Goldman, 1973). Navorsing wat na 
hierdie tydperk 9edoen is op die CSR, het algaande getoon dat daar groot 
ver~kille bestaan tussen die eksitasie-kontraksiekoppeling van die twee 
tipes spiere. Die lae aktiwiteit van die CSR het egter die vermoede laat 
ontstaan dat die CSR nie die enigste of selfs die grootste faktor is wat 
verantwoordelik is vir die verslapping van die hartspier nie (Nayler & 
Merrilees, 1971). Daar is vennoed dat die mitochondria 'n belangrike bydrae 
lewer tydens die verslappi ng van hartspier (Carafoli et al., 1975). Hoewel 
mitochondria Ca 2+ kan opneem en dit 'n belangrike rol tydens patologiese 
toestande soos isgemie speel, is die tempo van Ca 2+-opname en Ca 2+-vrystelling 
deur mitochondria, te stadig om vir die slag-tot-slag veranderinge in die 
Ca 2+~konsentrasie voorsiening te maak (Carafoli, 1982) . Gevolglik word dit 
vandag aanvaar dat die CSR die belangrikste organel is wat die intra-sellulere 
vrye Ca 2+-konsentrasies beheer (Carafoli, 1985). 

Die verkrygin9 van inligtin9 oor die eksitasie-kontraks iekoppelin9 van hart­
spier is belelllll0r deur die onstabiliteit en onsuiwerheid van CSR preparate 
(Harigaya & Schwartz, 1969; Pretorius et al., 1969). Die bereiding van CSR 
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lewer baie probleme (Lighty & Bertrand, 1979). Die redes vir die moeilike 
bereiding van CSR is dat die CSR swakker ontwikkel is as SSR en 'n baie laer 
opbrengs dus verkry word. Hartspier bevat ook baie meer mitochondria wat 
die CSR preparaat kontamineer (Bloom & Fawcett, 1975). Dit het tot gevolg 
gehad dat groot leemtes vandag bestaan in die kennis van die subsellulere ·1 1 

meganismes betrokke by die eksitas ie-kontraksiekoppeling van hartspier. 
l i. 

Tydens hierdie projek is daar eerstens gepoog om die probleem van onstab1li­
teit van CSR preparate te bowe te kom. Tweedens is die kennis wat bestaan 
oor SSR toegepas op die CSR om 'n vergelyking te tref en kwalitatiewe en 
kwantitatiewe verskille bloot te le . Om hierdie verskille te ondersoek is '· 
van verskillende fisies-chemiese faktore gebruik gemaak SOOS tripsienverte~1 

ring, verskill ende temperature, pH-veranderinge en detergens behandelirig. · 11! 
'.,, 

In die res van Hoofstuk 1 word die historiese agtergrond van die ontwikllel- ·' 
ing van SR-navorsing behandel. 'n Literatuurbespreking word gegee oor die 
ooreenkomste en verskille tussen SSR en CSR. In Hoofstuk 2 word die metodes' 
wat tydens hierdie projek gebruik is, bespreek . Hoofstuk 3 handel oor die ''' 
onstabiliteit van CSR na11mlik die reaksie van SSR en CSR op veroudering ,' 1 

•
11 

tripsienvertering en temperatuurbehandeling. Daar word ook gepoog om die 
megani sme betrokke by temperatuur-geinduseerde deurl aatbaarhei dsveranderi'nge' 
vas te stel. In Hoofstuk 4 word die invloed van pH op SSR en CSR met mekaar 
vergelyk . In Hoofstuk 5 word die i nvloed van die detergens Triton X-100' en 
'n Ca 2+-i onofoor A23187, op die SSR en CSR ondersoek . 

1.1 Historiese agtergrond 

In 1882 het Retzuis met behulp van 'n ligmikroskoop 'n vertakte struktuur in 
die spiersel waargeneem en beskryf. Veratti beskryf in 1902 dieselfde 
struktuur en noem dit die retikulere apparaat (Hasselbach, 1964). Veratti 
het vennoed die stelsel is deel van die motoriese senuwees wat die spiers·er' u 

t1 binnedring en daar 'n vertakte struktuur vonn (Langer, 1968). Die woord ' 
retikuler beteken dan ook 'n netvormige vertakking. In 1883 vind Ringer" dat 1

: 

' n geisoleerde paddahart se spontane kontraks ies staak tensy Ca 2 + in die 
perfusiemedium teenwoordig is (Langer, 1968). Dit was die eerste aanduiding 
van die belangrike ro l wat Ca 2+ in di e eksitasie-kontraksiekoppeling van 
spierweefsel speel . 

1•.! 
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In 1952 het Marsh gevind dat miofibrille tekens van krimping toon indien 
ATP bygevoeg word. lndien die supernatant van 'n spierhomogenaat saam met 
A1:P by die mio fibrille gevoeg word, vind daar 'n swe lling van die miofibrille 
plaas. Die swelling is beskou as analoog aan verslapping en Marsh het afgelei 
dat daar 'n struktuur of 'n faktor in die supernatan t i s wat spierkontraksie 
inh ibeer. Hy vind ook dat hoe temperatuur en suur hierdie faktor vernietig 

en, d~.t . d_it waarskynlik 'n proteien i s wat hy die verslappi ngsfaktor noem 

(Marsh , 1952). 

Haryson & Huxley het in 1953 voorgestel dat aktien en miosien as parallelle 

fi~,i!f\l~nte in die spier voorkom en kontraksie veroorsaak deur oormekaar te 
gly -~~nc:ler om self te verkort. Bennet & Po rter het i n diese lfde jaar met 
behulp van 'n elektronmikroskoop •n interfibrillere buisstelse l gerapporteer 
wat hull_e _.die sarkoplasmiese retikulum noem. 

tJ ·•u· 

D:!!,. frOJ., van Ca 2 + kom weer na vore i n 1955 toe Niedergerke vind dat Ca 2+ die 

enig~te ioon is wat in die spier voorkom wat spierkon traksie tot gevolg het, 

indi~'l: ·dit met behulp van 'n mikropipet in die spiervesel ingespuit word . 

: . 
Iri . .1.9~0. ~e.t Ebashi gevind dat Marsh se verslappingsfaktor Ca 2+ kan opneem in 
t~en oordighe id van ATP. Met elektronmi kroskopiese studies is aangetoon dat 

die v,~ri;lappingsfaktor uit vesi kel s bestaan wat vanaf 'n buisagtige struktuur, 
die sarkoplasmiese retikulum afkomstig is (Nagai et al .• 1960). Daar is 
afgelei dat dit die SR buise in die spiersel is wat Ca 2 + vrystel om kontrak­
sie te gee en weer die Ca 2 + opneem tydens spierverslapping (Ebashi & Endo, 
1968). 

1. 2 Struktuur en funksie van die skeletspier sarkotubul i!re stelsel 

' . \ 

Di~ sa,i;-_kotubuli!re stelsel is 'n buisstelsel wat ' n netwerk random die miofi­

brille._yorm. Die stelsel bestaan uit die transversale of T-buise en die SR. 
Die a~~i!S waar die SR sakvormige strukture aan weerskante van die T-buise 
vorm, staan as die triades bekend (Bloom & Fawcett, 1975). 

1.2 . 1 Transversale buis en triade 

Die T-buis is 'n instulping of invouing van die sarkolemma wat die interne 

dele van die spiervesel binnedring (Fuchs, 1974) . Die T-buis verloop reg 
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Sarkolemma 

Transversal e­
bui s 

Mitochondrion 

L-buis 

Mi ofi brtll e 

Triade· 
' ., 

Z-lyn .,q 

A-' ban'd;, 
,; L 

Flguur 1.1: Skematiese voorstelling va n die sarkotubul ~re stelsel in die 
skeletspi erse l 
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deur die spiervesel en kom transversaal tussen die miofibrille voor (Sommer & 

Johnson, 1970). Die opening van die T-buis kan met behulp van 'n elektron­

mikroskoop waargeneem word in visskel etspier (Franzini - Annstrong & Porter, 

~_, 1 11964) maar in soogdierskeletspier is die deursnee van die T-buis slegs 

20 mµ en baie moeilik om waar te neem (Bloom & Fawcett, 1975). Twee sak­

vonnige strukture, die tenninale sisternae, kom aan weerskante van die 

T-bui s voor. Die hele struktuur staan as 'n triade bekend (Franzini­

Annstrong , 1970). Tussen die T-buis en die terminale sisternae is daar 'n 

spasie van 100-200 ~ (Franzini-Annstron g, 1980) . By amfibiee kom die triade 

voor op die vlak van die Z-lyn en by soogdiere op die raakvlakke tussen die 
11 ' • • 

A- el\ I- bande. Dus kom daar twee triades per sa rkomeer voor (Bloom & 
J 1,-

Fawcett, 1975). 

In die spasie tussen die terminale sisternae en die T-bui s kom daar uitsteek­

seltjies voor wat algemeen bekend staan as SR-voetjies. Die voetj i es vorm 

twee tot drie rye op die tenninale sistemae en die rye verloop parallel met 

d·J~ ,T_ buis (Franzini-Annstrong, 1980). In die middel van die spasie tussen 

die tenninale. sistemae en die T-bui s is di e naasliggende voetjies aan mekaar 

verbind. Tydens fraksionering bly die voetjies aan die SR gekoppel en daar 

kan dus aanvaar word dat die voetjies deel van die SR membraan is. Teenoor 

elke voetj.ie .kom daar in die T-buismembraan groepe gespesialiseerde partikels 

voor terwyl 'n amorfe stof, bruggies tussen die voetjies en die T-buis vonn. Dit 

kan moontlik 'n aanduiding van kontak tussen die SR- voetjies en die T-buis 

wee.s : (Fran:zim-Annstrong, 1980) . Die SR-voetjies kan dus as skakel tussen 

die T-buis en die SR dien om die depolarisasiegol f wat in die T-buis af 

beweeg, oor te dra na die SR. 

1.2.2 Skelets pier sarkoplasmiese retikulum 

1.2.2.1 Morfologiese struktuur 

Die SR van skeletspier (SSR) bestaan uit twee dele ~,at onderling aan mekaar 

verbind is, naaml ik die tenninale sisternae en die ·1ongitudinale buise 

(Kyk Fig. 1.1). Die terminale sisternae of laterale sakke is deel van die 

triade en vertoon 'n sakagtige struktuur. Die longitudinal e of L-buise vorm 

'n netvonnige buisstelsel rondom die miofibrille en verbind die terminale 

sisternae van aangrensende triadesmet mekaar (Franz ini-Annstrong & Porter, 

1964). Oie terminale sisternae het 'n grater deursnee as die L-buise en 
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verloop transversaal met die l-bui se en parallel met die T-buis (Bloom & 
Fawcett, 1975). In die middel van die A-band (regoor die M-band) i s die 
l-buise aan mekaar verbind en vonn dit dwarsverlopende bande of krae rondom 
die miofibrille (Bloom & Fawcett, 1975) . Die SSR is beperk binne die grense 
van die sarkomeer (Sommer & Johnson, 1970) maar soms is die SR van aangrens­
ende sarkomere met mekaar verbind om kontinuiteit te verseker (Franzini-• 1 

Annstrong, 1980). Die SS R is dus 'n geordende en goed ontwikkelde buisstel­

se l. 

1.2.2 .2 ATPa se proteien 

Die membraan van die SSR bestaan uit 65% proteien en 35% lipiede (Eletr & ·• ·· 

lnesi, 1972). Die hoof membraanproteien is die ATPase proteien wat 70-90% 
1 

van die totale proteien in die membraan uitmaak en 'n massa van 100 000- "
1 

115 000 dalton besit (Maclennan, 1974; Martonosi, 1984). Die ATPase is 'n 
membraanproteien wat uit 'n enkel polipeptiedketting bestaan en verantwoorde­
lik is vir die transport van Ca 2+ (Maclennan et al., 1985). Die polipepti'e

1
d­

ketting begin in die si toplasma en strek agt keer heen en weer deur die ' ''~ 
• ·P membraan om vier transmembraanlusse te vonn (Maclennan et al., 1985). Die 

ATPase proteien besit dus hidrofili ese dele wat in die sitoplasma in steek ·; 
en hidrofobiese dele wat in die membraan ingebed is. Daar is vyf hidro­
filiese peptiede wat aanmekaar gebind is deur vier hidrofobiese lusse van 
omtrent 100 aminosure elk (Maclennan & Reithmeier, 1982). Die hidrofiliese 
dele vonn die 35-40 R partikels wat op die buitenste oppervlak van SR vJsi-' 
kels sigbaar is onder die elektronmikroskoop (Maclennan et al., 1985). JH 

Hierdie sferiese 40 R partikels is aan die membraan verbind deur 20 ~ ' 
steeltjies en kan deur tripsienverterin9 verwyder word (Ikemoto et al . , 
1971b). Die moontlikheid bestaan dat die basiese ATPase eenheid 'n oligo-

' meer van 115 000 da lton ketti ngs kan wees. Struk tuur ana 1 i se dui daa rop 
dat die ATPase proteiene as dimere in die membraan voorkom (lnesi, 1985). 
In 1984 het Chiesi gevind dat kruisbindings tussen ATPase monomere,Ca 2 +~ 
vrystelling tot gevolg het. Chiesi beweer dat oligomere van ATPase Ca 2 +-

"' 
vrystelling moontlik maak en dat monomere of moontlik dimere verantwoordelik­
is vir die inpomp van Ca 2 + tydens Ca 2+-opname. Onder fisiologiese kondisies 
kan 'n vinnige verskuiwing van die een vonn na 'n ander dus voorkom. 
Jorgensen et al. (1982) het aange toon dat die ATPa se gelokaliseer is in die 
l -buise en daardie dele van die tenninale sisternae wat nie teenoor die 
T-buis gelee is nie. Die ATPase proteien is verantwoordelik vir die hidro-' ·' 
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lise van ATP wat gekoppel is aan opname van Ca2 +. Tydens hierdie transport­
proses word 2 mol Ca2 + opgeneem vir elke 1 mol ATP gehidroli see r (Hasselbach, 

1964). 

1.2.2.3 Kalsekwestrien 

Kalsekwestrien is 'n ekstrinsieke prote1en wat in die luminale ruimte van die 
SR voorkom (Reithmeier et al., 1980) en 5-10% van die totale proteien in die 
SR membraan uitmaak (Meissner et al., 1973) . Dit het 'n molekulere massa 
van 63 000 dalton en bevat 38% glutamien- en aspartiensuur en slegs 7% lisien 
en .ar_g_in,ien (Maclennan et al., 1985). Dit is dus 'n baie suur proteien . 
Kalse~westrien het 'n hoe kapasiteit en 'n lae affiniteit vir die binding van 
Ca2 +. ,. , Pit bind byna 1 000 nmol Ca2 + per mg proteien met 'n dissosiasiekon­
st,ante van 1 mM in die teenwoordigheid van soute in fisiologiese konsentrasies ·• . : ... 
(Maclennan et al., 1985). Die proteien ondergaan groot konformasieverander-
i~~~ met die binding van Ca 2+ en 1ndien voldoende Ca 2+ gebind is, presipiteer 

I ,, '\' . 

dit uit die oplossing (Ikemoto et al., 1971a). Kalsekwestrien bind dus die 
opgen~~m.de Ca2 + in die SR en dit wil voorkom asof die proteien s legs in die 
tenninale sistemae aangetref word (Jorgensen et al., 1983). Dit is in 
oor;~~~~ellJlling met die feit dat die opgeneemde Ca 2 + tydens rus in die termi­
nal ~. sisternae gestoor word (Martonosi, 1984) . Die funksie van kalsekwestrien 
en ~i~ n9odsaaklikheid daarvan in die SR is egter onseker, aangesi en kalse­
kwest~ien nie in die SR van alle dierspesies voorkom nie (Malan et al., 1975). 
Reithme1er . et al. (1980) het ook aangetoon dat kalsekwestrien deur poliribo­
some op granulere endoplasmiese retikulum 9evorm word en dan deur middel van 
Golgi-apparaat na die terminale sisternae oorgedra word . 

1. 2 .' 2. 4 Ca2 + -bi ndi ngsproteien (Ms 5 -protei en) 

Die tweede ekstrinsieke proteien wat in die lumen van die gei soleerde SR 
vesikel voorkom, is die Ca2 +-bindings- of Mss-proteien (Michalak & Maclennan, 
1980). Dit het 'n molekulere massa van 54 000-55 000 dalton en besit 'n lae 
bindingskapasiteit en 'n hoe affiniteit vir Ca 2+ (Meissner et al., 1973; 
Maclennan et al., 1985). Die M55- proteien bind 16-22 nmol Ca 2+ per mg 
proteien met 'n dissosiasiekonstante van 2,5-4,0 µMin teenwoordigheid van 

0,1 M KCl (Ostwald & Maclennan, 1974) . Die funksie van die M55-proteien is 

nog onbekend. Michalak & Maclennan (1980) het gevind dat die M55-proteien 

in hoe konsentrasies voorkom in fraksies verryk met T-buise en dit is dus 

1110ontlik dat die M55-proteien slegs in die SR mag voorkom as 'n kontaminant 
(Maclennan et al. , 1985). 
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1.2.2.5 Glikoproteiene van 53 000 en 160 000 dalton 

Die SR membraan bevat ook twee intrinsieke glikoproteiene met molekulere , 
ma ssas van 53 000 en 160 000 dalton. Beide bevat koolhidraatkettings met . 
'n hoe mannose-inhoud (Maclennan et al., 19B5). Die 53 000 dalton prote1eri 
is 'n transmembraanproteien waarvan die grootste deel op die sitoplasmiese 1. 
oppervlak van die membraan voorkom (Maclennan et al., 1985). Beide glikon, 
proteiene bind ATP en daar is aanduidings dat die 160 000 dalton proteien ,. 
Ca 2+-bind (Maclennan et al., 1985). Oaar i s aanduidings dat een of albei die 

glikoproteiene in die membraan van die tenninale sisternae voorkom, maar hul 
bydraes tot die struktuur en funksie van die SR is nog onbekend (Maclennan 
et al., 1985). Die SR bevat ook een of meer proteolipiede met lae moleku-lere 
massa waaroor daar min bekend is (Maclennan et al., 1985) . · r 

'i 

1. 2. 2 . 6 lip i ede 

Die SSR membraan se to ta le 1 ipiedinhoud is 35% waarvan 80% hoogs onversadigde 
fosfolipiede en 20% neutrale lipiede is (Eletr & lnesi, 1972). Hierdie , •l 
neutrale 1 ipiede sluit in chol esterol, chol esterolesters, triasielgliserol •1 i'!n 
vrye vetsure. Volgens Chamberlain et al. (1983) is die fosfolipiedsamestel­
ling (%) van SSR en CSR soos volg : 

Fosfolipied SSR( %) CSR(%) ,, I 

Fos fati die 1 cho 1 i en 72,7 60.7 ' ' 
Fosfatidieletanolamien 13,5 23 ,0 
Fosfatidielinositol 8,7 9,9 
Sfingomielien 1,0 3,3 
Fosfatidiel serien 1,8 2,6 
Kardiol ipien 0,3 0 
Ander 2,0 0,5 

., , ,,i 

Hierdie fosfolipiede is noodsaaklik vir die aktiwiteit van die ATPase en Ca 2+­

transport . Verwydering van die fosfolipiede inhibeer die ATPase en sodra die 
fosfolipiede teruggeplaas word, herstel die aktiwiteit weer (Martonosi, 1984). 
Die vloeibaarheid van die lipi ede bepaal die vermoe van die ATPase om Ca 2+ te 
transporteer (Inesi et al., 1973). Byna alle lipiede is in 'n vloeibare vonn 

by temperature hoer as o0 c, maar 'n klein poel van lipiede in die mikro­

omgewing van die Ca2 +-ATPase smelt by 15-20°c (Blazyk et al., 1985). Dit d~{ 

daarop dat die lipiede in die onmiddellike omgewing van die ATPase die tempe~ 
ratuurafhanklikheid van die ensiem beinvloed . I 
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van die 90-100 lipiede per molekuul ATPase is slegs 30 noodsaaklik om 
ATPase-aktiwi teit instand te hou (Moll er et al., 1982). Hierdie 30 lipiede 
kom "i n 'n lagie om die ATPase voor en staan as die lipiedannulus bekend 
(Bennett et al., 1980). Die konfonnasieverandering wat noodsaaklik is vir 
di e apname van Ca 2 + is afhanklik van die fisiese toestand van die lipied­
annulus. Die transport van Ca 2 + deur die ATPase, word bevoordeel deur 'n 
meer-:vl'oeibare lipiedannulus (Bennett et al., 1980). Volgens Bennett et al. 
(1980) met die lipiede in die annulus die volgende eienskappe besit om 
optimale ATPase-aktiwiteit te verseker: 

ol' 

, . ·i ''n lae oorgangstemperatuur van kristalyne na vloeibare kristalyne vorm, 

ii) vetsuurkettings met meer as 14 C-atome (16-20C), 
iii) 'n Zwitterioon- of dipolere ioongroep, 
iv) 'n vrye amiengroep wat noodsaaklik is vir Ca 2 +-transport. 

-·D,ie .Hpiedsamestell ing van SSR en CSR verskil betekenisvol van mekaar 
(Chamberlain et al., 1983) en dit is onseker of hierdie verskille die verskil 

:: in1 -tempo van Ca 2+ -transport en ATPase-aktiwiteit veroorsaak. 

1.3 Struktuur en funksie van die hartspier sarkotubulere stelsel 

Die hartspiersel bevat groot hoeveelhede mitochondria wat tydens die bereiding 
van CSR, die preparaat kontamineer en onsuiwer maak (Pretorius, 1972) . Die 
Ca2 +-opname vermoe van die CSR preparaat neem ook binne een tot vier dae af 
met SOS (Pretorius et al., 1969). Die onsuiwerheid en onstabiliteit van CSR 
preparate het tot gevolg gehad dat daar aanvanklik meer navorsing op SSR 
gedoen is. Die rol wat CSR tydens die eksitasie-kontraksiesiklus van hart­
spier speel is as gevolg hiervan nog nie duidelik afgebaken nie. 0nlangse 
navorsing het getoon dat daar groot kwalitatiewe en kwantitatiewe verskille 
tussen SSR en CSR bestaan. 

1.3.1 , Strukturele ooreenkomste en verski lle tussen die sarkotubulere stelse ls 
van skeletspier en hartspier 

Elektronmikroskopies is daar verskeie ooreenkomste en verskille tussen die 
sarkotubulere stelsel van skelet- en hartspier. Hartspier vertoon dieselfde 

dwa rsgestreepte voorkoms as skeletspier en die A-, I-, M-, H-bande en Z-lyne 

~an hartspier is identies aan die bande van skeletspier (Bloom & Fawcett, 
1975). Die hartspiersel bevat meer sarkoplasma en die glikogeenkonsentrasie 
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in die sarkoplasma is oak hoer (Forssmann & Girardier, 1970). Die hartspier­
sel bevat baie meer mitochondria as die skeletspier . Di e volumefraksie van 
die spiersel wat deur mitochondria beslaan word, wissel afhangende van die 
tipe skeletspier maar in witskeletspier is dit ongeveer 1%, terwyl dit in 

" Rdnae hartspier 26% is (Canale et al . , 1986). Dit het tot gevolg dat kon­
taminasie van CSR preparate deur mitochondriale fraksies so hoog as 50% kan 

wees (Pretorius, 1972). 

Die T-buis van die hartspiersel het 'n baie grater deursnee as die T-buis van 
die skeletspiersel . Die deursnee van die skeletspiersel T- buis wissel tussen 
2q;-?.0 nM terwyl die meeste dierspesies se hartspierse l T-buise 'n deursnee 
va~ 100-350 nM vertoon (Canale et al., 1986). In teenstelling met skeletspier 
besit die T-buis van die hartspiersel vesikulere invouings (caveolae) en 
basale laminamateriaal kom in die wand voor (Peachey & Franzini-Armstrong, 
1983). Die T-buis van die skeletspiersel is gelee op die vlak van die Z-lyn 
en die T-buis van die hartspiersel op die vlak van die A-I aansluiting 

' I 

(Sol!ITier '& Johnson , 1970). By die hartspiersel is die opening van die T-buis 
makliker sigbaar o~der die elektronmikroskoop en volgens Bloom & Fawcett 
(1975) kan die ha rtspiersel se T-buis by die uitruiling van metaboliese 
stowwe betrokke wees. Die deu~snee van die T-buis is ook afhanklik van die 
deursnee van die hartspiersel (Canale et al., 1986). Die hartspiersel se 
T-buise kan oak moontlik sywaarts en parallel aan die CSR verloop (Wheeldon & 
Gan, 

0

1971) en aksiale vertakktnge v~rbind die T- buise met mekaar (Canale 
et al.; , 1986). 

Die CSR is minder georden in struktuur en vertoon onderontwikkel as dit met 

SSR vergelyk word (Kyk Fig. 1.2) . Die SSR bestaan Yit goed geordende termi­
nale sisternae wat met mekaar verbind is deur die L- buise wat regoor die 
M-band dwarsverlopende krae vorm (Bloom & Fawcett, 1975). Die SSR van aan­
grensende sarkomere is struktureel byna identies aan mekaar terwyl die CSR 
van aangrensende sarkomere struktureel baie van mekaar verskil (Canale et al . , 
1986). In vergelyking hiermee besit CSR ve rskillende dele wat struktureel 
van mekaar verskil afhangende van die deel van die sarkomeer waar dit voorkom. 
Canale et al. (1986) beskryf die struktuur soos volg: 
Soos SSR vonn die CSR kontakareas met die T-buis, maar hier is geen duidelike 
tenninale sisternae wat 'n sakagtige struktuur om die T-buis vorm nie . 

Triades word dus ook deur die CSR en T-buis gevorm, maar dikwels is slegs die 

kontakarea van een sarkomeer se SR betrokke om dan 'n diade te vorm . Triades 
en diades word ook tussen die CSR en die aksiale vertakk inge van die T-buis 
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gevonn. In teenstel1ing met SSR vonn die CSR ook perifere kontakareas met 

die sarko1errma. By voels waar geen T-buise teenwoordig is nie, vorm die ' 

CSR slegs perifere kontakareas met die sarko1errrna. SR-voetjies kom net soos 

by SSR ook by CSR in die kontakareas voor. In die sentrale dele van die 

sa rkomeer l::an twee verski 11 ende CSR strukture onderskei word. Teenoor ''c!i e 

M-band kom daar soos by die SSR ook 'n netwerk van bui se voor wat beke'ntf' 

staan as die M-netwerk. Longitudinaal gerangskikte buise verbind dik '· 

M-netwerk met ander netwerke wat oor die Z-lyn voorkom. Die SR wat reg'ci'or 

die Z-lyn voorkom, lean opgedeel word in Z-buise, korbulere SR en si'ste'rnale 

SR. Gesamentlik staan die strukture as die Z-netwerk bekend. Z-buise is 'n 

deel van die Z-netwerk wat die Z-lyn volg. Tussen die Z-buise en die Z-1yn 

is daar kort vesels wat die strukture aan mekaar anker. Korbulere ~R i~ 

ronde of ovaal strukture wat in die Z-netwerk voorkom. Hierdie uitsl~ip~ngs 
' ·ILiV 

het 'n deursnee van 70 nM en is gevul met e1ektrondigte granules. Aangesien 
. ' .. ,,,, 

die korbulere SR SR-voetjies op die sitoplasmiese oppervlak besit en dat~ 

kalsekwestrien in die lumen voorkom stem dit baie ooreen met die CSR io die 
j. I l •j • 

kontakareas maar vorm geen kontakarea met die T-buis of sarkolerrma ~ie.,.
1
, 

Sisternale SR is plat, verlengde dele van die CSR in die omgewing va~ ?tB 
z- ·1 yn. Die CSR vorm ook 'n eenvoudi ge netwerk van bui se random di_e, mit9

1
~. 

chondria wat in die spiersel voorkom (Canale et al., 1986). Hier.die ge~ompli­

seerde struktuur van die CSR is 'n aanduiding dat die CSR moontlik 'n m~nr 

gespesialiseerde funksie in die hartspiersel kan vervul as wat aanvanklik 

vermoed is. 1 ,· 

1. 4 Eksitasie-kontraksiekopp~ling in skeletspier 

Die proses wat as skakel tussen die depolarisasie van die spiervese1 en .die 

kontraksie van die spier dien, staan as die eksitasie-kontraksiekoppeling 
bekend. Die belangrike rol wat SSR vervul in die eksitasie-kontraks,iekoppel­

ing van skeletspier word algemeen aanvaar (Carafoli, 1985). 'n Depolart!S'as i e­

golf vanaf die sarkolerrma, die gevolg van 'n aksiepotens iaal, beweeg in die · 

T-buis af na die dieperliggende dele van di e spierse1. Ca 2•-vrystelling,:uit 

die terminale sisternae vind plaas en Ca 2+ bind aan die troponien. Die•·: 

inhiberende effek van die troponien-tropomiosienkompleks op die interaksi~ 

tussen aktien en miosien,word opgehef en spierkontraksie vind plaas. Indien 

die ontlading van die motoriese senuwee staak, begin die L-buise van die -SR 

om Ca 2+ aktief op te neem. Die Ca 2•-konsentrasie in die sarkoplasma daal' en 

spierverslapping tree in. Deur middel van die L-buise beweeg die Ca 2+ tehlg 

na die terminale sisternae waar dit gestoor word vir die vo1gende kontra~sie 

(Winegrad , 1970). 
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1.4.1 Ca 2+-vrystelling 

Die meganisme van Ca 2+-vrystelling vanuit die terminale sistemae van SSR is 
nog onbekend en Ca 2+-vrystelling bly die grootste onsekerheid in die funk­
sionering van SSR (Chiesi, 1984; Ikemoto et al., 1984). Studies van ver­
skillende meganismes wat Ca 2+-vrystelling veroorsaak, is gedoen met die hoop 
om vas te stel wat die meganisme i s wat in vivo geld. Hierdie studies het 
nog nie die oplossing van die probleem gevind nie, maar heelwat inligting is 
verkry oor die verskillende moontlikhede. Meganismes wat ondersoek is slu it 
in: Ca 2+-vrystelling as gevolg van pH-verandering (Nakamaru & Schwartz, 1972); 
ea 2+-vrystelling as gevolg van kaffeien (Weber, 1968); Ca 2+-vrystelling as 
gevolg van 'n ionofoor (Scarpa et al . , 1972) en Ca 2+-vrystelling as gevolg 
van die omkeer van die Ca 2+-pomp (Barlogie et al., 1971). Hierdie meganis­
mes is te stadig of onfisiologies om betekenisvolle bydraes te lewer tot die 
eksitasie-kontraksiekoppeling in die spier (Martonosi, 1984). Die swemblaas­
spier van die seeduiwelvis (Opsanus ) trek 200-300 keer per sekonde saam en 
die vrystelling en opname van Ca 2+ vind binne 3-5 msek. plaas. Dit beteken 
dat die Ca 2+-vrystelling teen 'n tempo van 1 500 µmol Ca 2+/mg SR-proteien/ 
min. moet plaasvind (Martonasi, 1984). Die enigste meganismes wat op hierdie 
stadium 'n moontlike fisiologiese rol kan speel, is depolarisasie-gestimuleer­
de Ca 2+-vrystelling en Ca 2+-gestimuleerde Ca 2+-vrystelling. 

i) Depolarisasie-gestimuleerde Ca 2+-vrystelling 

Die moontlikheid bestaan dat die SR membraan depolariseer indien die T-buis 
depolariseer (Kasai & Miyamoto, 1976). 0ordrag van die depolarisasiegolf van 
die T-buis na die terminale sisternae vind moontlik deur middel van die SR­
voetjies plaas (Franzini-Armstrong, 1980) . Schneider & Chandler (1973) het 
beweer dat gelaaide groepe oor die T-buismembraan beweeg tydens depolarisasie 
en dan deur middel van die SR-voetjies Ca 2+-vrystelling veroorsaak. Chandler 
et al. (1976) het 'n direkte meganiese koppeling tussen die beweging van ge­
laaide groepe in die T-buis en Ca 2 +-vrystelling voorgestel. Die meganiese 
koppeling is instaat om die Ca 2+-kanaal in die SR membraan te open en Ca 2+­
vrystelling tot gevolg te he. Tydens latere studies het hulle egter gevind 
dat dit waarskynlik 'n meer komplekse koppeling is (Baylor et al., 1983). 
Dat depolarisasie van die SR membraan Ca 2+-vrystelling veroorsaak is reeds in 
1973 deur Kasai & Miyamoto bewys. Hulle het daarin geslaag om die SR membraan 
te depolariseer deur 'n potensiaal verski l oor die SR membraan te skep. Die 
potensiaal verskil is verkry deur ioonsubstitusie en depolarisasie van die 
SR membraan lei tot Ca 2+-vrystelling. Die moontlikheid bestaan dat Ca 2+-
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vrystellingskanale hierby betrokke is. Fairhurst et al. (1983) het vier keer 
meer [3H]-nitrendipienbindingsplekke (moontlik spanningsafhanklike Ca 2 +_ 

kanale) in die te nninale sisternae gevind as in die L-buise. 

ii) Ca2 +-gestimuleerde Ca 2 +-vrystelling 

Tydens die bestudering van die vrystelling van Ca 2 + as gevolg van kaffe1en 

het Ebashi et al . (1969) gevind dat die effek van kaffe1en baie verhoog word, 
indien 'n klein hoeveelheid Ca 2 + bygevoeg word. Die moontlike rol van Ca2 + 

om Ca2 +-vrystelling tot gevolg te he, is ook deur Ford & Podolsky (1970) en 
Endo et al. (1970) bevestig . Depolarisasie van die T-buis kan moontlik ver­
oorsaak dat Ca 2 + van buite diesel, of ca•+ gebind aan die T-buismembraan, 

in die se l in beweeg. Die hoeveelheid Ca 2 + is te klein om kontraksie te"-Wrl 
oorsaak, maar dit prikkel die SR om meer Ca 2 + vry te stel (Thorens & Endo, 
1975). Die binding van Ca 2 + aan kanale op die buite oppervlak van die SR 
membraan kan hierdie Ca 2 +-kanale moontlik open om Ca 2 +-vrystelling tot gkvo'"i~ 
te he (Martonosi, 1984). Uit die literatuur is dit duidelik dat die megari\s~ 
mes betrokke by ca 2 +-vrystelling kontroversieel is en nog geen eens terrmighd1U 
bestaan oor die fisiologiese rol wat die verskillende meganismes speel 'n'ti? :u.o 

,i b 

ih 

◄ 1, ... 

Die Ca 2+-opnameproses deur die SR is 'n aktiewe proses en vereis energie 'otti ' : 
die Ca 2+ teen die elektro-chemiese gradient op te neem. Die hidrolise v'an '' 1 

1 mol ATP is nodig vir die opname van 2 mol Ca 2+ (Weber et al .• 1966)". vDi~ rl• 

hidrolise van ATP en die transport van die Ca 2+ word deur die ATPase prote1en 
bewerkstellig . Die eerste skema van reaksies wat tydens die Ca 2+-transport''·: 

plaasvind, is i n 1979 deur de Mei s & Vianna voorgestel. Sedertdien is vJr '..: '" 
skeie skemas gepubliseer waarvan die stappe verskil. Figuur 1.3 is 'n 
samevatting van skemas soos voorgestel deur Froud & Lee (1986), Inesi (1985)'; 

; I Martonosi (1984) en McIntosh & Boyer (1983) . 

Die ensiem kan in een van drie konfonnasietoestande verkeer. Die grondtoestand 
+ ,, 

(E) oorheers in afwesigheid van Ca 2 
• Die E1 toestand word gekenmerk deur di~ 

teenwoordighe i d van die Ca 2+-bindingsplekke aan die buitekant van die SR 

vesikel en die E2 toestand deur die teenwoordighei d van die Ca 2+- bindings­
plekke aan die binnekant van die vesikel. Die E1 toestand besit 'n hoe 
affiniteit vir Ca 2+ en E2 'n lae affiniteit. 
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, ATPase 

.q·l\.:~~ ;1;~ransport begin sodra Ca 2+ aan die buitekant van die membraan (Ca~+) 

11a,ri,,!j,i,.1;., t;w~e bindingsplekke van die ATPase bind (Stap 1). Sodra die eerste 
_ca~;. ,lf ~d,, verhoog die affiniteit van die tweede bindingsplek vir Ca 2+. Die 
moqnt}iJ(~eid bestaan dat slegs die een bi nd ingsp lek beskikbaar is en sodra 
di~ eerste Ca 2+ daaraan bind, vind daar 'n konformas ieverandering plaas wat 
die tweede bindingsplek blootle (Inesi, 1985) . Die binding van ca z+ veroor­

saak 'n ensiemkonfonnasieverandering van E na E1 (Stap 2). Dit is die eerste 

te~pobf!.P~lende stap in die reaksiesiklus (Rauch et al., 1978). Sodra die 
twe~~~ ~az+ aan die ensiem bind word die ensiem gefosfori l eer deur die oor­

dr~9. 1va~: 'n hoe energie fosfaat van die MgATP na di e ensiem (Stappe 3 + 4). 
Die g~rQsforileerde ensiem ondergaan 'n konformasieverandering van E1 na E2 

en ,~~,ni} okasie van die eksterne gebonde Ca 2+ na die binnekant van die mem­
br~~n vind plaas (Stap 5). Hierdie konformasieverandering gaan gepaard met 
'n daling in Ca 2+-affiniteit van di e bi ndingsplekke (Inesi, 1985) en Ca 2+ 
word, binne-i n die vesikel vrygestel (Ca ~+ in Stap 6). Mg 2+-gekataliseerde 

• I , • 1 

hidrolise van die fosfo-ensiem vind plaas (Stap 8) en is die tweede tempo-

bepalende stap in die reaksiesiklus (Martonosi, 1984). Pi word vrygestel 
(~tap?) en die ensiem keer terug na die E toestand met die Ca 2+-bindings-

.. ~lekke aan die buitekant van die membraan (Stap 10). 

Hierd_ie proses van Caz+ -transport is omkeerbaar i nd ien ADP en Pi teenwoordi g 

is, die intravesikulere Ca 2+-konsentrasie hoog is en die eksterne Ca 2+­
konsentrasie laag is (de Meis & Vianna, 1979). Dit het die omkeer van die 
Ca 2+- pomp tot gevolg en vir elke mol ATP wat vanaf ADP en Pi gevorm word, 

word twee mol Ca z+ buite die membraan vrygestel (Martonosi, 1984). 
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1.5 Eksitasie-kontraksiekoppeling in hartspier 

Die meganisme van die eksitasie-kontraksiekoppeling in skeletspier is met 

enke le uitsonderinge byna volledig bekend. Die enigste onsekerheid wat nog 

bestaan, is die gebeure wat lei tot Ca2 +-vrystelling en die meganisme betrokke 

by die vrystelling van Ca2 + (Chiesi, 1984; Ikemoto et al., 1984). In t eeA~ 

ste lling hiennee is die eksitasie-kontraksiekoppeling van hartspier nog ·••·· ' 

grootliks onbekend en die rol wat die CSR speel tydens die slag-tot-slag ,, . . 

regulering van Ca2 + is tot so onlangs as 1980 bevraagteken (Hasselbach, 1980). 

Hierdie toestand kan grootliks toegeskryf word aan die onstabilitei t en ,,on- '• 

suiwerheid van CSR preparate wat onder andere veroorsaak word deur subs'ell-u­

lere fragmente afkomstig van mitochondria, sarkolemma en lisosome. Op die ,1 

sitoplasmiese oppervlak van die CSR is daar minder 40 j partikels en dusi, <1 , _, 

minder ATPase proteien in die membraan (Agostini et al., 1975), terwyl 'die .: .' 

hartspiersel ook minder SR bevat as die skeletspiersel (Carsten, 1964). ,· 

Hierdie feite plus die 3-5 keer laer aktiwiteit van CSR in ver.gelyking ·met, ,~ 

SSR (Pretorius , 1972) het die vermoede laat ontstaan dat CSR nie verantwoorde­

lik is vir die regulering van Ca2 + tydens di e kontraksie en verslapping ,vanil 

hartspier nie. Die groot hoeveelhede mitochondria in die hartspiersel •tZ6f i. 
van die totale volume volgens Canale et al. 1986) en die feit dat mitochonijF1a 

Ca2 + kan opneem en vrystel (Harigaya & Schwartz, 1969), het die vennoedel ,, ; 

laat ontstaan dat die mitochondria die hoofreguleerder van ca•+ in die ha-rt-1 

spiersel is. Dit het gclei tot 'n groot twispunt oor die rol wa t CSR en " 

mitochondria speel tydens die s lag-tot-slag regulering van die ca•+-konsen- -; 

trasie in die hartspiersel. Weber et al. (1964) en ook Harigaya & SchwarhJd 

(1969) het beweer dat die mitochondria deel het aan die verslapping van ·Hifrt '­

s pier. Carafoli et al. (1975), het gevind dat mitochondria 'n groot deet ·~ah 

die Ca 2 + gebind aan troponien kan opneem. Die reaksie is taamlik vinnig en ·' 

is as voldoende gevind om verslapping tot gevolg te he. Die groot probleem · 

was egter die vrystell ing van Ca 2 + deur die mitochondria. Ktibler & •l 

Shinebourne (1971) toon aan dat mitochondriale Ca 2 +-vrystelling 100 keer tt! •'.I 

klein is om kontraksie te gee. Dit het duidelik 9eword dat die affiniteit• •,, 

van die mitochondria vir Ca2+ en die maksimale tempo van Ca 2+-opname en vry- ' 

stelling onvoldoende is vir die s lag-tot-slag regulering van die ca •+_ •• 1 

konsentrasie (Carafoli, 19e2). Onder fisiologiese toestande (1 µM Ca 2 + + 

1-3 mM Mg 2+) is die mitochondria se bydrae 6,3% van die totale Ca 2+-opname· wat 

in diesel plaasvind, in vergelyking met die 88% van die CSR (Carafoli, 1985) . 

Tydens patologiese toestande soos isgemie kan groot hoeveelhede Ca 2 + die 

spiersel binnedring en die Ca 2+- konsentrasie in diesel kan tot 10 µM styg. l 
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0nder hierdie omstandighede is die mitochondria se bydrae 50% van die totale 

Ca 2+-opname wat in diesel plaasvind, in vergelyking met die CSR se bydrae 

van ,46.5% (Carafoli, 1985). Die mitochondria is du s die grootste Ca 2+-

"'~ r:eservoir in diesel en kan as 'n langtennyn Ca 2+-buffer optree om die Ca 2+­

vl akke, in die sel binne aanvaarbare grense te hou (Carafoli, 1982). Dit 

kan derhalwe aanvaar word dat CSR die grootste bydrae le~ier tydens die slag­

tot-~lag regulering van die Ca 2+-konsentrasie in die hartsel (Carafoli, 1985). 

I,".,_! 

Die ,,gebeure ~,at lei tot Ca 2+ -vryste ll i ng by CSR is nog meer onbekend as by 

SSR l(Endo, 1985). Dit wil voorkom asof Ca 2+-gestimuleerde Ca 2+-vrystelling 

'n..gr.ot:er moontlikheid is as by SSR en dat die meganisme van die Ca 2+-ge­

stimu1~erde Ca 2+-vrystelling by CSR kwantitatief verskil van die proses by 

SSR, ;(-£ndo, 1985). Depolarisasie-gestimuleerde Ca 2+-vrystell ing by CSR is nog 

nie on~ersoek nie en daar bestaan dus baie min inligting oor die meganisme 

van Ca 2:--vrystelling by CSR (Endo, 1985). 

lr;.char-tsp,ier is die molekulere me9anisme van kontraksie essensieel dieselfde 

as: -v t r .~keletspier maar die meganisme van eksitasie-kontraksiekoppel ing is 

. ;sob&tansieel verskillend (Endo, 1985). Die verskil mag die gevolg wees van 

die feH dat dit nie nodig is om die kontraksiekrag van 'n skeletspiervesel 

te. -i1terander .. nie. Die kontraksiekrag van skeletspier word deur ruimtel ike en 

tempotale· sunrnasie verhoog. By hartspier is alle spierselle betrokke tydens 

elke , ~ontraksie en geen tetanus kom voor nie . Die hoeveelheid Ca 2+ wat 

be:;kj.kbaar 'is vir die kontraktiele proteiene word aangepas by die kontraksie­

krc1,:9, wat benodig word (Endo, 1985). Katesjolamiene be'invloed die tempo en 

~ontraksiekrag van hartspierkontraksies deur die c-AMP-afhanklike stimulering 

Vil.(l:, die Ca 2+-pomp-aktiwiteit van die CSR (Chiesi et al., 1983). Die stimu­

leri ng vind plaas via die fosforilering van 'n 22 000 dalton proteolipied, 

fosfolamban, deur 'n c-AMP-afhanklike proteienkinase (Chiesi et al., 1983) . 

Die . stimulerende effek van c-AMP op die Ca 2+-opname en ATPase-aktiwiteit is 

waarskynlik as gevolg van die versnelling van di~ tempobepalende stappe in 

die ATPase reaksiesiklus (Davis et al., 1983). Fosforilering van fosfolamban 

veroorsaak veranderinge in die hidrofobiese mikro-omgewing van die ATPase en 

dit versnel die transport van Ca z+ (Chiesi et al., 1983). Dieselfde stimule­

,rende effek word ook verkry deur die fosforilering van fosfolamban deur 'n 

endogene kalmodulienafhanklike kinase (Chi esi et al., 1983). 

Fosfolamban kan du s gefosforileer word deur c-AMP-afhanklike proteienkinase 

en ook deur kalmodulienafhanklike protei"enkinase . Die twee 11ee is onafhanklik 
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van mekaar en indien fosfolamban deur beide die wee gefosforileer word, is 

die stimulerende effek van die twee wee aanvullend tot mekaar (Davis et al., 
1983). Chiesi et al . (1983), het bewyse gevind dat fosfolamban uit twee 
proteienfraksi es bestaan . Die polipeptied Pll word gefosforileer deur 
kalmodulien-afhanklike proteienkinase en PL2 deur c-AMP-afhanklike proteien­

kinase. 

Anders as by hartspier is die regulering van SSR deur c-AMP en kalmodulien 
nie duidelik nie (Molla~. 1985). Diec-AMP afhanklike stimulasie van 

Ca-transport is gerapporteer deur Schwartz et al. (1976) maar ander werkers 
kon dit nie herhaal nie (Kirchberger & Tada, 1976). Kalmodulien is aanvank­

lik as uniek aan CSR beskou (Bilezikjian et al., 1982) maar die teenwoord1g­
heid daarvan in SSR is gelyktydig deur Campbell & Maclennan (1982) en 
Chiesi & Carafoli (1982) gerapporteer. Daar is dus 'n kalmodulien-afhanklike 
proteienkinase in die SSR membraan maar dit is nog nie geidentifiseer nie 
(Molla et al., 1985) . Kalmodulien aktiveer ook die Ca 2 +-pomp ATPase in die 

hartspier sarkolernma en die moontlikheid bestaan dat kalmodulien nie net via 
kalmoduli en-afhanklike kinase die CSR-aktiwiteit kan verhoog nie, maar ook 
direk betrokke is by die basiese funksionering van Ca 2+-opname (Molla et al., 

1985). Daar is ook aanduidings dat kalmodulien moontlik betrokke is by die 
regulering van die Ca2 +-vrystellingskanale maar verdere navorsing hieroor is 

nodig (Meissner, 1986). 

1.6 Doel en motivering 

Uit die literatuurbesp reking is dit duidelik dat daar groot leemtes bestaan 
oor die meganisme van eksitasie-kontraksiekoppeling in hartspier. Dit is in 
teenstelling met die goed geordende en grootliks bevestigde model wat reeds 
opgestel is oor die eksitasie-kontraksiekoppe ling in skeletspier. Navorsing 
oor die CSR word bemoeilik deur die probleme van onstabiliteit en onsuiwer­
heid van CSR preparate. Dit he t tot gevolg gehad dat navorsers hul toegespits 
het op die SSR en bevindinge is geekstrapo leer na die CSR. Dit is egter 

vandag bekend dat die CSR gespesialiseerde strukture bevat waarvan die funk­
sies nog onbekend is en wat nie by SSR voorkom nie. Die CSR membraan bevat 
ook onbekende proteiene en minstens sewe ongeidentifiseerde kaln~dulienbin­

dende proteiene kom in die membraan voor (Molla~. 1985) . 
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Die onstabiliteit van CSR preparate word weerspieel deur die onvermoe van 

die . CSR om weerstand te bi ed teen eksteme fisies-chemiese faktore wat dit 

beskadig. Tydens hierdie studie is daar 'n vergelyking getref tussen die 

stabiliteit van SSRen CSR. Die stabil iteit van SSR en CSR is tel kens onder­

soek •deur die SR bloat te stel aan eksterne fisies-chemiese faktore. Daar 

is oak gepoog om die meganismes betrokke by die beskadiging van die SR deur 

die eksterne faktore vas te stel om sodoende meer oar die struktuur-funksie 

verwantskappe in CSR te wete te kom. As fisiese faktor is temperatuur gebrui k 

om die stabiliteit van SSR en CSR met mekaar te vergelyk en as chemiese 

faktore pH-veranderinge en die kombinasi e van Triton X-100 en 'n Ca 2 +- i onofoor . 

Dit ; s algemeen bekend dat die Ca 2+-opname vermoe van CSR tydens verouderi ng 

van die CSR preparaat vinnig afneem. Binne 1-4 dae daal die Ca 2+-opname 

vermoe van CSR in afwesigheid van oksalaat met 50% (Scales & McIntosh, 1968; 

Pretorius et al., 1969). Di e onstabiliteit van CSR Ca 2+-opname is veral na­

delig omdat di e aanvangsaktiwiteit van CSR direk na bereiding reeds so l aag 

is . 'Da~r kan dus nie lang reekse eksperimente' uitgevoer word' met dieselfde 

CSR preparaat nie. Die onsekerheid oor die meganisme betrokkP by die ons t a­

bil-i t ei t maak dit moeilik om afleidings te maak oar resultate wat verkry i s 

met CSR. 

Uit die literatuur kom daar 'n paar moontli ke oorsake vir die onstab ili tei t 

van CSR na vore. Dit is bekend dat kaliumpermanganaat rea ktiewe SH-groepe 

oksideer en 'n afname in Ca 2+-opname tot gevolg het (Ariki & Shamoo, 1983). 

Oksidasie kan dus 'n rol speel by die onstabiliteit van CSR. 'n Ander moont­

likheid is dat proteolitiese ensieme tydens die homogenisering van di e CS R .... 
preparaat vrykom en die preparaat kontamineer en be~kadig deur proteol i t i ese 

vertering. Die vermoede het bestaan dat die oksidasie en/of vertering van 

die membraan deur kontaminerende proteolitiese ensieme die deurlaatbaarhe id 

van .die SR membraan kan verhoog om sodoende die Ca 2 +-opname te benadeel. 

In vi vo beskerm glutatioon organelle teen oksidasie (Jones et al . , 1983) en 

daar is toe besluit om anti-oksidante te gebruik om die stabiliteit van CS~ 

preparate te probeer verbeter. Die effek van proteol i t i ese vertering op die 

stabilitei t van die CSR preparaat kan ondersoek word deur gebru i k te maak van 
'n inhibeerder van proteolitiese ensiemaktiwiteit en proteolitiese vertering 

deur kontaminerende ensieme kan nageboots word deur tripsienvertering. In 

hierdie projek is die onstabiliteit van CSR ondersoek deur gebrui k te maa k 
van anti-oksidante en 'n inhibeerder van proteolitiese ensieme. Die behan cel-
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ing van die SR membraan deur Tripsien kan ook nuttig gebruik word om meer 

lig te werp op die ligging van die ATPase proteien in die membraan. Aart- · 

gesien CSR preparate in vergelyking met SSR preparate meer vatbaar is vir -1 

beskadiging deur eksterne faktore, sou verwag kon word dat die funksione-11!' · 

dele van die CSR ATPase proteien nader aan die oppervlak van die membra'im • 

gelee is of meer toegankl ik is vir eksterne beskadiging. Hierdie dele' s·oul' 

ook moontl ik vinniger deur tripsienvertering beskadig kon word. 'n Verge~,Yk­

ing tussen die effek van tripsienvertering op SSR en CSR is gedoen om ' hierdie 

saak te ondersoek. I. 

Indien oksidasie en/of proteol itiese vertering membraandeurlaatbaarheid"we'l 

verhoog om die Ca ' +-opname te benadeel, sal 'n verhoogde temperatuur ook die 

stabiliteit van CSR preparate benadeel. Temperatuur is as fisiese ekstern~ 

fa ktor gebruik om die stabiliteit van SSR en CSR verder te ondersoek. ' Tem\'Je­

ratuur word algemeen gebruik om membrane te manipuleer en uit die literat~br 

is dit duidelik dat verhoogde temperature verskeie membrane deurlaatba'~r maak. 

Verhoogde temperatuur veroorsaak 'n toename in membraandeurlaatbaarheiil Jal\' 
eritrosi etmembrane (Brahm, 1982), Gol gimembrane (White ~. 1984) en long­

selmembrane (Garrick & Chinard, 1982). Dieselfde effek van 'n toename i'n" 1
; 

deurlaatbaarheid kan ook by die SR membraan verwag word. Verskeie aspekte· 

van Ca ~+-vrystelling en membraandeurlaatbaarheid van geisoleerde SR is al ' ' 

ondersoek terwyl die SR vesikels in t1itPo vir lang tydperke by relatief-hoe' 

temperature soos J7°C geinkubeer is (Nayler & Dresel, 1984). Dit is duide·­

lik dat die membraandeurlaatbaarheidsveranderinge ·:at moontlik as gevolg van 

die hoe temperatuur kan plaasvind, hierdie resultate kan benadeel . Die aoel 

van hierdie ondersoek was om vas te stel wat die effek van temperatuur ·a·s · 

fisiese eksterne faktor op die stabiliteit van SSR en CSR is en om vas ' ~e· 

stel by watter temperature $SR en CSR membraandeurlaatbaarheidsveranderinge 

ondergaan. Die moont like megani smes daa rby betrokke, is ook ondersoek 'tlm 

vas te stel of dit dies elfde is vir SSR en CSR. 
,I 

Die effek van pH-veranderinge. is 'n chemiese eksterne faktor wat algemeen 

gebruik word tydens die karakterisering van ensieme. Die rol wat H+ spee1 

tydens die funksionering van die SR geniet tans baie aandag aangesien die 

H+ -i one ten nous te betrokke is by die funks i oneri ng van die SR en die 'ATPa~e­

ens i em . H+- ione kan moontlik 'n rol s peel by die eksitasie-kontraksiekop'p~1-

ing (lnesi, 1985), Ca 2+-vrystelling (Nakamaru & Schw~rtz, 1972) en tyderis 

Ca 2 +-opname is daar 'n uitruiling van Ca 2 + en H+ om die elektrogeniese effE!k 
(, ! 
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van die Ca 2+-pomp te balansee r (lnesi, 1985). Hierdi e navorsing moet met 
groot versigtigheid aangepak word, aangesien die vrye Ca 2+-konsentrasie in 
die reaksiemengsel ·verander sodra die pH verander (Fabiato & Fabiato, 1979a) . 
'n Verandering aan die vrye Ca 2+-konsent rasie sal opsigself 'n invloed op 
die aktiwiteit van die SR he (Levit:; ky et al., 1981). Dit gebeur egter 
dikwels dat pH-studies gedoen word sender om die gepaardgaande vrye Ca 2+­
konsentrasieveranderinge in ag te neem (de Meis & Inesi, 1982; Shigekawa 
et al., 1976; Sreter, 1969). Tydens hierdie studie i s 'n teoretiese studie 
gedoen om vas te stel watter veranderinge die vrye Ca 2+- konsentrasie onder­
gaan indien die pH van verskillende reaksi emengsel s verander. Hierdie studie 
is uitgevoer met behulp van 'n rekenaarprogram wat ontwikkel is en gebruik 
maak van die dissosiasiekonstantes van Fabiato & Fabiato (1979a). Die opti­
male pH van SR Ca 2+-opname en ATPase-aktiwiteit soos gerapporteer in die 
literatuur varieer geweldig en tydens hierdie studie is pH-veranderinge as 
'n chemiese eksterne faktor gebruik om die stabiliteit van SSR en CSR met 
mekaar te vergelyk en om die optimale pH van SSR en CSR vas te stel. 

Bo en behalwe pH-veranderinge, is 'n tweede chemi ese eksterne faktor gebruik 
om die stabiliteit van SSR en CSR met mekaar te vergelyk naamlik die kombi­
nasie van Triton X-100 en die Ca 2+-ionofoor A23187 . Triton X-100 is 'n 
detergens wat algemeen gebruik word om die SR membraan te vervloei, ATPase 
ensieme te isoleer en te bestudeer. Die vloe ibaarheid van die lipiede in die 
membraan is belangrik en beinvloed die aktiwiteit van die ATPase . Die inbou 
van die Triton in die membraan verander die vloeibaarheid van die membraan 
en kan meer inligting verskaf oor die lipi ed-proteien interaksie in die mem­
braan. In kombinasie met Triton word dikwels ook gebruik gemaak van 'n 
Ca 2+-ionofoor om die ontwikkeling van 'n Ca 2+-konsentrasiegradient oor die 

vesikelmembraan te verhoed. Aanvanklik is aanvaar dat die ionofoor slegs 
as 'n draer van Ca 2 + dien en nie direk die membraanproteiene beinvloed nie. 
In 1983 het Hasselbach ~ egter gevind dat die ionofoor X537A in teen­
woordigheid van O - 0,3 mg Triton/ml die ATPase-aktiwiteit onderdruk . So­
dra die Tritonkons entrasie egter verder verhoog wo rd, verdwyn hierdie 
onderdrukking weer en die ATPase-aktiwiteit keer terug na die hoer vlakke. 
Hasselbach et al . het beweer dat hierdi e ve rskynsel uniek is aan X537A en 
dat die verlaging in ATPase-aktiwiteit nie deur hoe Ca 2 +-konsentrasies ver­
hoed kan word nie. McIntosh & Ross het egter in 1985 gerapporteer dat hulle 
hierdie effek ook met 'n ander Ca 2 +-ionofoor, A23187 gekry het. Tydens 
hierdie studie is die kombinasie van Triton en A23187 as chemiese eksterne 
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faktor gebruik om die stabiliteit van SSR en CSR te ondersoek en met mekaar 
te vergelyk . Daar is ook ondersoek ingestel of die effek wat Hasselbach 
et al. (1983) met Triton en X537A verkry het uniek is aan X537A en of dit 
by beide SSR en CSR voorkom. Daar is ook gepoog om vas te stel waar die 
ionofoor die reaksiesiklus van die ATPase ensiem beinvloed. 

,• ,, . l 

,, •I' 

' •:.. , . 1 

'. 
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HOOFSTUK 2 

METODES EN MATERIAAL 

2.1 Bereiding van SR vesikels uit skeletspier 

Die witskeletspier wat van die agterbene van konyne verwyder is, is gebruik 
om die SR vesikels te berei. Die metode van Eletr & lnesi (1972) is met 
enkele wysigings gevolg. Di e konyn i s met 'n harde hou agter die kop 
bewusteloos geslaan en dan doodgemaak deur die karotis-arteries deur te sny. 
Sodra die konyn doodgebloei het, is die spier verwyde r en ge1~as in yskoue 
0,1 mM EDTA, pH 7,0. Oortollige ve t- en bindweefsel is verwyder en 1709 
fyngesnyde spier is in 500ml medium I (10 mM MOPS; 10% sukrose (w/v); 
0,1 mM EDTA, pH 7,0) i n 'n Waring-homogeniseerder gehomogeniseer. 

Homogenisering is vir 15 sekondes elke 5 minute vir een uu r lank uitgevoer. 
Gedurende die homogeniseri ng is die pH van die homogenaat konstant gehou 
tussen 6,5 en 7,0 deur die byvoeging van klein hoeveelhede 5% KOH. Die 
homogenaat is 20 minute lank teen 9 600 o.p.m. in 'n Sorvall GSA rotor 
(15 000 g) gesentrifugeer . Hierna is die supernatant deur 'n 2 cm dik laag 
gaas gefiltreer om lae-digtheidslipiede te verwyder . Die gefiltreerde super­
natant is 90 minute lank gesentrifugeer teen 25 000 o.p .m. in 'n Beckman 
rotor 30 (40 000 g). 

Die sediment wat sO verkry is, is in 48 ml medium 2 (10 mM MOPS; 0,6 M KCl, 
pH 7,0) deur middel van 'n glas homogeniseerder gehersuspendeer en 40 minute 

lank geinkubeer by 2-4°C. lnkubasie i n 'n hoe konsentrasie KCl is noodsaak­
lik om die kontraktiele proteiene op te los. Hierna is die preparaat vir 
20 minute teen 11 000 o.p.m. in 'n Beckman rotor 30 (15 000 g) gesentrifugeer. 
Die boonste 20% supernatant bevat lae-digtheidslipiedeen is nie gebruik nie. 
Die onderste 20% supernatant bevat fragmente van mitochondria, sarkolemma en 
SR en is ook nie gebruik nie. Die oorblywende supernatant is vir 90 minute 
teen 25 000 o.p .m. in ' n Beckman rotor 30 (40 000 g) gesentrifugeer en di e 
finale sediment is in medium 3 (IO mM MOPS; 30% sukrose (w/v), pH 7,0) 
gehersuspendeer. Die hele prosedure is in 'n koelkamer by 2-4°C uitgevoer. 

2. 2 Bereiding van SR vesikels uit hartspier 

Eletr & Ines i (1972) se metode vir die bereiding van skel etspier SR (kyk 
par. 2. 1) is aangepas sodat hartspier SR berei kon word. 
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Honde is met natriumpentobarbitoon genarkotiseer en die harte verwyder . 

Nadat die hart gespoel is met yskoue 0,1 mM EDTA, is die oortollige vet- en · 
bindweefsel met 'n sker verwyder. Slegs ventrikelspier is gebruik en 100 g 

fyngesnyde spier is gehomogeniseer in 500 ml medium 1 (40 mM MOPS; 10% sukrose 
(w/v); 0,1 mM EDTA, pH 7,2) in 'n Waring-homogeniseerder. Homogenisering is 
vir 20 sekondes elke minuut vir 3 minute herhaal. Na homogenisering is di 'e:·• 

homogenaat se pH ongeveer 7,0. Verder stem die metode ooreen met die bereiding 
van skeletspier SR soos beskryf ender 2.1 buiten dat die 40 minute inkubasie~ 

periode wegge 1 aa t is om die berei dings tyd so kort as moont 1 i k te hou. 01'~1 ·" 
meer onstabiele CSR is dus vir 'n korter tydperk blootgestel aan enige proteo­
litiese ensieme wat tydens die bereiding teenwoordig mag wees . Die medi1um ' 31 

waarin die finale hersuspendering plaasvind, bevat ook 1 mM OTT om oksidasie1 

teen te werk (Cleland, 1964). "1 

C ,, 

2.3 Suiwering en isolering van SSR ATPase ,!·,,. 

Die metode van Chu et al. (1983) is met enkele wysigings gevolg. SSR met •n·' 
konsentrasie van ten minste 20-25 mg proteien/ml ( > 100 mg prote1en) is ver-­
dun met 'n gelyke volume van 'n oplossing wat bestaan uit 0,5 M sukrose; ., ,1.1 
10 mM Tes, pH 8,7; 2 M KCl; 2 mM CaC1 2; 2 mM MgC1 2; 1 mM DTT en 1 mM Na 2~~TP. 

10% Deok5icholaat (DOC) is versigtig hierby gevoeg totdat die oploss i ng 
helder word . Die finale DOC-konsentrasie is ongeveer 0,4 mg DOC/mg SR 
proteien. Di:? mengsel is stadig geroer vir 5 minute by 4°c en daarna vir '' ·•I 
20 minute lank teen 41 000 o. p.m. in 'n Beckman rotor 50 . 2 Ti (200 000 g) .,,.,, 
gesentrifugeer. Die supernatant i s versigtig verwyder en verdun met ' n · ,.,·, 

gelyke volume van 'n oplossing wat bestaan uit 40% gliserol (w/v); 20 mM'ies, 

pH 7,0; 2 mM MgCl ,. ; 2 mM Na 2ATP en 2 mM CaCh. Die mengsel is stadig 11 

geroer vir 20 minute en daarna vir
0 

30 minute lank teen 41 000 o.p.m. in 'n ' 
Beckman rotor 50.2 Ti (200 000 g) gesentrifugeer . Die sediment is gehersus- · 
pendeer in 10 mM Tes (pH 7,0) en op 'n liniere 20-50% (w/v) sukrose gradienT­
geplaas wat ook die volgende bevat het: 10 mM Tes, pH 7,0; 0,5 M KCl; 

1,0 mM MgCl 2 ; 1,0 mM Na 2ATP en 1,0 mM Ca Cl 2 - Die gradient is vi r 6 uur 
(of oornag) teen 25 000 o. p.m. in 'n Beckman rotor SW 28 (85 000 g) gesentri­
fugeer. Die band in die middel van die gradient is verwyder, gehersuspendeer 
in 10 mM Tes (pH 7,0) en vir 45 minute lank teen 30 ODO o.p.m . in 'n Beckman 

rotor 50.2 Ti (100 000 g) gesentrifugeer . Die sediment is finaal gehersuspen: 

deer in 10 mM Tes (pH 7,0) en diese lfde dag gebruik . 
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2 4 Prote'ienbepaling vol gens die Fol inmetode (Lowry et al . , 1951) 

PJ!l., volgende oplossings is opgemaa k: 

z; r:,. . 
Op)p:,si ng 1: 

.0Plo.¾ i!lg 2: 

Opl~Hi ng 3; 

190 mM NaC0 3 

100 mM NaOH 

430 mM natriumtartraat (C ,. H,Na 20&) 

20 mM cuso. 

~1E;,
11
d:riie oplossings is in die verhouding van 50:1:1 gemeng om oplossing 4 

te .. k.r.y:. •By 5 ml van oplos s ing 4 is 0,025 ml SR monster of blanko gevoeg en 

vir 3 minute by 37°C ge'inkubeer. Hierna is 0,5 ml Phenolreagens bygevoeg 

en vir 'n verdere 20 minute gei nkubeer. Die optiese digtheid word by 700 mµ 

gelees en met 'n seruma lbumi en-standaard vergelyk. 

2.5 1~1P~se-aktiwiteit van SR 

- 1 •1'J 

Die t~po van ATP-hidroli se is bepaal deur die vr,yste ll ing van anorganiese 

. ,,fpsfP.at ,met behulp van di e metode van Fis ke & Subbarow (1925) vas te stel. 

Die vo,lg!!nde reaksiemengsel is gebrui k: 20 mM MOPS , pH 7,4; 120 mM KCl; 

0,2 mM CaCl 2 ; 0,2 mM EGTA; 2,5 mM MgCl 2; 5 mM NaN 3 en 0,2 - 0,3 mg SR 

prot~~~n/~l by temperature soos in die byskrifte van die verskillende figure 

aange~ui i.s. Die reaks ie i s begin deur 2 ,5 mM ATP by die reaks iemengse l te 

voeg . .. Di(l reaksie is beeindig deur 1 ml monsters op spesifieke tye te onttrek 

~n 1b¥, gelyke volumes lOS TCA (w/v) op ys te voeg . Na 10 mi nute is die monsters 

vir 10 minute gesentrifugeer teen maksimum snelheid in 'n tafelsentrifuge . 

Die ,poeveeJheid anorganiese fosfaat gevonn in elke mo nster, is bepaa l as 

aan\luidi.ng van die Ca 2 +-Mg 2 +-afhankl ike ATPase-aktiwiteH. Om die invloed 

v~n p~ ,op die ATPase-aktiwiteit te bepaal, is Tris-maleaat (pH 5,6 - 7,6) 

of Tris~HCl (pH 8,0 - 8,8) in di e pl ek van MOPS as buf fer gebruik. 

2.6 ATP-afhanklike Ca 2+-opname deur SR 

Ca 2+- opname is i n teenwoordigheid van kal s iumpresipete rings ione soos oksalaat 

en ook in die afwesigheid daarvan uitgevoer. 
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2.6 .1 ATP-afhanklike Ca 2+-opname deur SR in afwesigheid van oksalaat 

Ca 2+-opname is uitgevoer in 'n reaksiemengsel bestaande uit 20 mM MOPS, 
pH 6,8; 120 mM KCl; 0,1 mM ' 5Ca-CaC]z; 0,1 mM EGTA; 2,5 mM MgC1 2 ; • ., , 

5 mM NaN 3 en 0,15 mg SR proteien/ml by temperature soos in die byskrifte 
van die verskillende figure aangedui is. Die opname is begin deur 2,5 mM "ATP 
by die reaksi emengsel te voeg. Die opname is beeindig deur Millipore­
filtrering. Di e oorblywende Ca ' + in die filtraat is bepaal deur middel va~ . 

vloeistofsintillas ietelling. 

In die afwesigheid van Ca 2+-presipiteringsione soos oksalaat styg die vrye -
Ca2+-konsentrasie in die vesikel so hoog dat die inwaartse en uitwaartse, · ,. 
transport van Ca 2+ 'n ewewig bereik. Binne 20 tot 30 sekondes by 25°C is 
daar dus geen verdere toename in die Ca 2+-inhoud van die vesikel nie. Die · 
Ca 2+-opname in afwesigheid van oksalaat soos verteenwoordig deur die ewewigs­
vlak, is bepaal. Dit is dus 'n aanduiding van die Ca2+-inhoud of kapasiteit • 

van die SR vesikel eerder as die tempo van Ca 2+-opname. , •· 1 

2.6.2 ATP-afhanklike Ca 2+-opname deur SR in teenwoordigheid van oksalaat 11,c,11 
, , , l l ~ 

Ca 2+-opname is uitgevoer in 'n reaksiemengsel bestaande uit 20 mM MOPS , ◄, .. ·, 

pH 6,8; 120 mM KCl; 1 mM ' 5Ca-CaCl 2 ; 1 mM EGTA; 10 mM K2C2H20,; 
5 mM NaN 3 en 0,15 mg SR proteien/ml by temperature soos in die byskrifte van 
die verskillende figure aangedui is. Oie opname is begin deur 2,5 mM MgATP '. 
by die reaksiemengsel te voeg. Oie opname is beeindig deur Millipore-filtre­
ring. Die oorblywende Ca 2+ in die filtraat is bepaal deur middel van vloei- '• 
stofsintillasietelling. Om die invloed van pH op Ca 2+-opname te bepaal, is ·,, 
Tris-maleaat (pH 5,6 - 7 ,6) of Tris- HCl (pH 8,0 - 8,8) in die plek van MOPS '" 
as buffer gebruik. In teenwoord igheid van oksalaat presipiteer die Ca 2 + liinrte 
die vesikel in die vonn van onoplosbare kalsiumoksalaat en die vrye ea•+_ 
konsentrasie in die SR vesike l styg dus nie so hoog dat die uitwaartse be~ 
wegi ng van Ca 2+ deur mi ddel van uitru il i ng of pass iewe uitvloei toeneem ni e. 
Die tempo van Ca 2 +-opname kan dus bepaal word deur die reaksie t e beeindig 1 

op verskillende tye nadat die opname begin is. 

2.7 Die oplosbaarheid van SR in Triton X-100 
.. I 

Die oplosbaarheid van SR in Triton X-100 is bepaal met behulp van die metode ' i 

van Villalafn et al. (1982). Die volgende reaksiemengsel is gebruik: 
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0,3 M sukrose; 1 mM OTT; 10 nt-1 MOPS, pH 7,0 en 1 mg S~ prote·ien. Verskil­
lende konsentrasies Triton X-100 is by die reaks iemengsel gevoeg en vir 5 
minute by kamertemperatuur gelaat. Optiese digtheid i s by 550 nm gemeet. 

,81- Die lipied:proteicnverhouding 

SR: ves ikel s met 'n totale proteieninhoud van 10 mg soos bepaal met behulp 
van die metode van Lowry et al. (1951), is gevriesdroog tot 'n konstante 
massa bereik is. Aangesi en die membraan uit proteien en lipiede saamgestel 
is •en die proteieninhoud bekend is (10 mg), kan die lipiedinhoud uit die SR 
vesikels se totale massa bereken word. 

2. 9, .. L ipiedbepal ing 

D1eJ t holesterolinhoud van die SR membrane is bepaal volgens die metode van 
Borchman et al. (1982). Die totale lipiede is geekstraheer in 'n CHC1 3 : 

MeOH (1:2 v/v) medium en die cholesterol is bepaal met behulp van die Lieber­
mann-Burchardreaksie. Die geekstraheerde lipiede is by gelyke volumes 
(CH 9C0)2·0 - H2 S0, (30:1 v/v) gevoeg. Die monsters is vir 20 minute in die 
donker. by kamertemperatuur gelaat, by 680 nm gelees en vergelyk met cholesterol­
standaarde . 

2.10\; l'ri'psienvertering 

Die metode van lnesi & Asai (1968) is met enkele wysigings gevolg. Die ver­
tering •van SR is gedoen by 25°c in 'n reaksiemengsel bestaande uit 20 mM MOPS, 
pH 7,0; · 80 mM KCl; 121 sukrose (w/v); 2,6 mg SR proteien/ml en tripsien in 
. n l':20 of 1: 100 verhouding met SR proteien. As kontrole is tripsieninhibeer­
der in n 4:1 verhouding tot tripsien by die reaksiemengsel gevoeg. Vertering 
is bei!indig deur tripsieninhibeerder in dieselfde verhouding by te voeg. 

2.11 : Die bepaling van die vrye Ca 2+-konsentrasie en die handhawing van 'n 
konstante vrye Ca 2+-konsentrasie by verskillende pH-waardes 

Die bepaling van die vrye Ca 2+-konsentrasie is moontlik gemaak deur die 
programme wat Fabiato & Fabiato (1979a) geskryf het vir 'n Texas Instruments 
TI-59-sakrekenaar oor te skryf vir 'n Hewlett Packard 868-rekenaar. Dit 
bestaan uit drie programme. 
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Program 1 bereken die oenskynlike stabiliteits- of bindingskonstantes van 
verskillende ione by versk il lende pH-waardes uit die absolute bindingskon- ·· 
stantes. Aangesien die verskillende ione, ligande en Ht in die reaksie­

mengsel met mekaar kompeteer om binding, kan die absolute bindingskonstantes 

wat in die literatuur verskyn nie gebruik word nie. Die oenskynlike bindings­
konstantes moet bereken word en dit kan dan in die ander twee progralTllle geBPuik 
word. 

Program 2 bereken die totale konsentrasies van verskil lende ione wat nodig is 
om s~esifieke vrye ioonkonsentrasies in 'n komplekse reaksiemengsel te kry. 

Program 3 bereken die vrye ioonkonsentrasies van verskillende ione vanuit die 
totale konsentrasies van die ione in 'n komplekse reaksiemengsel. 

2.12 Chemikaliee 

Daar is deurgaans gebruik gemaak van analitiese graad chemikaliee en 
gedeioniseerde, dubbelglasgedistilleerde water. Radioaktiewe ~5 Ca verkry 
van New England Nuclear en Aquagelsintillasievloeistof is gebruik. A23187 is 
verkry van Calbiochem en deoksicholaat van Fluka. Nupercaine is geskenk deur 
Ciba-Geigy. 

2.13 Statistiese verwerkings 

Standaard-afwykings is bepaal met behulp van die volgende vergelyking: 

~ r x 1- n 
n-1 

Die aantal eksperimente wat uitgevoer is, is tel kens so aangepas dat die 

standaard-afwyking nie met meer as 5~ van die gemiddelde afgewyk het nie. 

Die aantal eksperimente uitgevoer word telkens by die figure aangedui. 

Lini~re regressiepassings is gedoen met behulp van die volgende vergelykings: 

Y a1 x + a
0 

r xy-
rx:::y 

n en -ao = y - a I X 

rx2 
- ~ 

n 
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Die ,korrelasie koeffisient r 2 is gebruik om liniere verwantskappe te toets . 

. ;, .. · •,:,: 

~1P14 ~orrelasie koeffisient r 2 

'.\,. • .. I" 
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HOOFSTUK 3 

MEGANISME VAN ONSTABILITEIT VAN CSR 

3. 1 Inleiding ' . l 

Oit is algemeen bekend dat geisoleerde CSR 'n lae funksionele stabiliteit 
vertoon as dit met SS R vergelyk word. Die Ca 2+-opname van SSR bly stabiel 
vir minstens sewe dae (Eletr & Inesi, 1972) terwyl die Ca 2+-opname vennoe 

van CSR binne een tot vier dae met 50% afneem (Carsten, 1964; Scales tr 

McIntosh, 1968; Pretori us et al., 1969). Die onstabiliteit van CSR is • ,, · 
veral nadelig omdat die aanvangsaktiwiteit van CSR s legs ongeveer 10% van •· 
SSR aktiwiteit is (Pretorius et al . , 1969). Hierdie onstabiliteit het rta~ >i · 

versing oor die funksionering van CSR benadeel en tot gevolg gehad dat daa~ 
vandag groat leemtes bestaan in die kennis van die meganismes betrokke by",, 

die funksionering van CSR. 'I Ill 

, • I ,l"J 

Verskeie bereidingsmetodes en tegnieke is ontwikke l om die stabiliteit van 
CSR te verbeter. Dikwels word CSR preparate slegs di rek na bereiding gebnJi~ 
(Shigekawa et al:, 1976; Drurmiond & Dunham, 1978). Sormiige navorsers stool'" 
die SR preparaat by -7D°C (Toogood et al., 1983) maar vol gens Chamberlain" ., , 

et al. (1983) veroorsaak dit agteruitgang van die SR funksionering. Mourlrdi-an 
et al. (1985) vriesdroog die SR preparaat in teenwoordigheid van trehalos~. · 
Gradientsentrifugering i s cok al toegepas om 'n stabieler CSR preparaat te 
probeer berei (Katz~., 1970). Katz et al. (1970) het bevind dat gra- ., 
dientsentrifugering nie veel verbetering gee nie tensy litiumbromied i n " 
hipertoniese sukrose (40%) as bereidingsmedium gebruik word. Sukrose stabiJ1 

li seer die CSR en het 'n groot verlaging in die aziedsensitiewe ATPase-akt i~I 
witeit (van mitochondriale oorsprong) tot gevolg (Katz & Repke, 1967). 
Pretorius & Malan (1974) het gevind dat 35% sukrose die halfleeftydperk van •· 
die CSR preparaat van vyftien na ses tig uur verleng . Repke & Katz (1969)' '' 
beweer dat die hipertoniese sukrose die CS R stabil iseer as gevolg van die 
inhibering van li sosoomkontaminante in die preparaat . In teenstelling hier­
mee is daar navorsers wat natriumbikarbonaat as bereidingsmedium gebruik en 
beweer dat sukrose nadelig is vir die SR preparaat (Harigaya & Schwartz, 
1969; Nayleretal . , 1975). 

Om die i nh iberende effek van vrye vetsure op die CSR te verhoed is albumieri ' 

by die preparaat gevoeg (Masero & Yu, 1970 ). Die teenwoordigheid van album~eh 
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in di e preparaat bemoeilik egter di e bepaling van di e preparaat se proteien­
konsentras ie. Ander middels wat al 9ebruik is om die CSR te probeer stabi­
liseer sluit in askorbiensuur, sisteien, anmoniumasetaat (Carsten, 1964; 
Maclennan, 1970) en a-merkapto-etanol (Bonnet et al . , 1978) . Anti-oksidante 
soos ditiotreitol (OTT) (Van Winkle et al . , 1978) en vitamien E (o-tokoferol) 
{Scales & McIntosh, 1968) is by die preparate gevoeg om die oksidasie van 
CSR te·,beperk. 

Die meganfsme betrokke by die lae s tabiliteit van CSR i s egter nog onbekend 
en geniengde sukses is met die pogings om die stabil i teit te verbeter behaal. 
Wat .~el na vore gekom het is dat ' n afname in Ca 2 +-opname voor kom indien die 
SR b.lootgestel word aan oksidasie deur kaliumpermanganaat (KMnO, ) (Ariki & 

StJ.aniqp ; ,1983). Die afname in Ca 2+-opname is gekoppel aan oks idas ie van 
reak.t,iew_e SH-groepe na sulfoonsuurgroepe (-SOJH) (Ariki & Sha11100, 1983). 
Oksidasie kan dus moontlik ook tydens die bereiding en die stoor van CSR 
preparate 'n bydrae lewer tot die onstab i liteit van die preparaat . 

. IC;l\t;z ,,~ . (1970) het gevind dat daar in die CSR preparaat lisosome voorkom 
a:;9ok. proteolitiese ensieme wat van die li sosome afkomstig is. Die moontlik­
heid-Aestaan dat hierdie proteolitiese ensieme 'n bydrae kan lewer tot die 

.,011sJabHiteit van die CSR preparaat. Die suiwerheid van 'n preparaat het dus 
'n ~o~ · inv loed op die stabiliteit daarvan . 

•". j I 

Tyde11s, hierdie stud ie is daar gepoog om die stabiliteit van die CSR preparaat 
te ver~eter deur die effek van oksidasie en proteolitiese ens ieme tee te werk . 
Om,oksidasie te probeer beperk is twee anti-oksidante gebruik naamlik gebuti­
lee de ~hidroksitolueen (BHT) en ditiotrei t ol (OTT) . BHT is 'n anti-oksidant 
wat algemeen in die voedselindustrie gebruik word (Wi ndholz et al., 1983) en 
dit is •beke nd dat OTT SH-groepe teen oksidasie beskem1 (Cleland, 1964). In 
'n poging om die effek van kontaminerende proteolitiese ensi eme uit te skakel 
is gebruik gemaak van 'n kragtige inhibeerder van proteolitiese ens i eme 
naaml i.k fenielmetielsulfonielfluoried (PtlSF) (Farney & Gold, 1963). 

Die hoi!ronstabiliteit van die CSR kan n10ontlik 'n aanduiding viees dat di e 
funksionele dele van die ATPase proteien meer oppervlakkig in die CSR membraan 
voorkom of meer toeganklik i s vir eksterne beskadiging . Om hierdie moontlik­
hede te ondersoek is daar gebruik gemaa k van tripsienvertering . Die fragmen­
teri ng van membraanproteiene deur tri ps i enverteri ng i s s uk sesvol gebruik om 
meer inligting te bekom van rodopsien en ioonkanale in di e eritrosietmembraan 

31 



(Toogood et al., 1983). Dit is ook gebruik om die ATPase-ensiem van SSR in 

kl einer f ragmente op te breek en om sodoende meer te wete te kom oor die 
struktuur-funksieverwantskap van die ATPase (lnesi & Scales, 1974). Matige 
tripsienvertering verdeel die ATPa se proteien (106 000 dalton) in twee 
kleiner fragmente naamlik A (55 000 dalton) en B (45 000 dalton) en indien di.e 
vertering vir langer tye toegepas word , word fragment A weer in twee subfrag­
mente A1 ( 30 000 da lton) en A2 ( 20 000 da 1 ton) verdee l (Saito et al . , 198.4) •. 
Minstens drie van die vier- reaktiewe SH-groepe is teenwoordig op die A1-.i .. ,,. 
fragment (Saito et al . , 1984) . Toogood et al. {1983) het gevind dat indien, .. ,i 
die fragmente in gesintetiseerde vesikelmembrane ingebou word, die B-fragmen 
optree soos 'n nie-s pesifieke transmembraan ioonkanaal terwyl di e A2-fra gt\l_e n.t . 
optree soos 'n funksione l e Ca2+- hek. Hieruit het Toogood et al. (1983 ) afge,-, 
lei dat tripsienvertering 'n kanaal blootle waardeur Ca2+-vr¥stelling moon Jj* 

kan plaasvind . ,,., .. 

,, 1,• 

Die vatbaarheid van die SR membraan vir tripsienvertering word deur verske~e.· 
faktore beinvloed . Die temperatuur waarby die vertering plaasv i nd het '.n , , , 
groot invloed op die mate van vertering (Saito et al . , 1984; Blazyk et al_. ., 
1985). Hierdie invl oed van temperatuur het waarskynlik te doen met die vloej­
baarheid van die l ipiedannulus om die ATPase prote'ien. 'n Meer vloeibare. . •:; 
annulus het tot gevolg dat die ATPase proteien meer toega nklik is vir tripsi en­
vertering (Blazyk et al., 1985). Die membraan kan beskerm word teen verte.r~lll! 
deur die byvoeging~Ca2+ (Ikemoto et al., 1971b; Saito et al., 1984.) of ;, 

sukrose ( Ikemoto et al . , 1971b). 

Die lipiedlae van die SR membraan beskerm die hidrofobiese gedeeltes van die 

ATPa se proteien aangesien die memb raan ondeurlaatbaar is vir tripsien 
(Ikemoto, 19B2). Die ATPase molekuul besit hidrofobe en hidrofie le dele wat : 
heen en weer deur die SR membraan strek en lusse aan die sitoplasmiese kant 
van die membraan vorm (Ikemoto, 1982). Die hidrofiele lusse is dus meer •11 

blootgeste l aan tripsienvertering . Deur die SSR en CSR aan trips ienvertering11 
bloot te ste l kan die effek van vertering op die funksionering van die ATPase : 
ensieme met mekaar vergelyk word orn meer l ig te werp op kwa l i tatiewe en • l 
kwantitatiewe verskille en moon t l ik die oorsaak van die onstabiliteit van CSR, 

,. 
Die Ca 2+-transport van CSR is baie meer onstabiel as die ATPase-aktiwiteit .. , 

(Carsten, 1964) wat moontlik die gevolg is van deurlaatbaarheidsveranderinge:, 
Die bestudering van deurlaatbaarheidsveranderinge is dus noodsaaklik en dit 

kan gedoen word deur die membrane bloot te stel aan hoe temperature. Al hoewel 
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temperatuur-ge'induseerde veranderinge aan die SR membraan waarskynlik geen 

fisiologiese rol speel nie, is dit tog 'n nuttige parameter om die struktuur­

funksieverhouding van die SR te bestudeer. Temperatuur is dan ook een van 

'die veranderlikes wat algemeen gebruik word om ensieme te karakteriseer. 

Temp'e'rlituur het verskillende effekte op biologiese membrane en dit wissel van 

vervloerng van die lipiede in die membraan {lnesi ~-, 1973) tot onomkeer­

bare ,denaturering van die proteiene in die membraan by hoe temperature 

Cl!af'9alrio & Santos, 1976). Denaturering van die ATPase vind plaas by 48-50° C 

en•· geen ATPase-aktiwiteit is aanwesig bokant die temperature nie (lnesi 

et,; a,t.; 1973; Carvalho & Santos, 1976), lndien Arrheniusplottings van die 

tempe~&tuurafhanklikheid van membraan gebonde ensieme gedoen word is dit 

algemeen bekend dat nie-linieere kromme verkry word (Sandermann, 1978). Die 

waarskynlikste rede vir die veranderinge in die aktiveringsenergie wat deur 

'n1 ,breekpunt in die kron111e weerspieel word, is 'n orde-wanorde faseverander­

ing in die lipieddeel van die membraan (lnesi et al., 1973). Hierdie ver­

ande:'rin'g in aktiveringsenergie kom voor by 20°~die SR mernbraan en bokant 

roFo -vertoon die lipiede 'n groter mate van wanorde en vloeibaarheid (lnesi 

et a1., • i973). Tussen 5 en 20°c word ensiemreaksies vertraag as gevolg van 

die hoogs geordende omgewing waarin die ATPase voorkom {lnesi ~. 1983). 

·111J.sseh ~30°c en o0 c is daar 'n skerp toename in die vloeibaarheid van die li­

piede 'in die membraan en bokant o0c is die meeste lipiede reeds in 'n vloei­

bare vorm. Daar is egter 'n klein poel van lipiede wat naby 1s-20°c vervloei 

en die 1 ipiedannulus om die ATPase vorm (Blazyketal ., 1985). Die geisoleerde 

ATPllse •toon geen verandering by 20°c nie en die lipiedannulus reageer dus met die 

prote'ien om die ATPase se temperatuur afhankl i ke gedrag te bei"nvloed {Blazyk ~. 

1985,. Die volledigevervloeing van die lipiedannulus is gekoppel aan 'n konfor­

masi·everandering in die prote'ien self, moontlik 'n ruimtelike orientasie­

verandering in die membraan. Hierdie konformasieverandering le die proteien 

meer · bloot vir vertering (Blazyk et al . , 1985). By 37-40° c vind daar nog 'n 

konfoiinasieverandering plaas wat meer SH-groepe beskikbaar stel (lnesi et al.. 

1973). Carvalho & Santos (1976) het gevind dat indien SSR vesikels lekbaar 

gemaak word en daarna gepreinkubeer word by 35-45°c die SSR 'n hoer 

ATPase-aktiwiteit vertoon by 20°c. Oie pre'inkubasie by 35-45°c het rnoont-

lik die ATPase molekuul laat oopvou na 'n vorm wat meer aktief is as die 

natuurlike vonn (Carvalho & Santos, 1976). 

Verhoogde temperatuur veroorsaak 'n toename in die n~mbraandeurlaatbaarheid 

van eritrosietmembrane (Brahm, 1982), Golgimembrane (l-lhite et al., 1984), 

longselmembrane (Garrick & Chinard, 1982) en SSR membrane (Vale & Carvalho, 

1980; Volmer, 1981). Volgens Inesi et al. (1973) is die optimale temperatuur 
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vir SSR Ca 2+-opname sonder oksalaat 35°C en in teenwoordigheid van oksalaa t is 
die optimale temperatuur 42°C. Die optimale temperatuur vir die bepaling van 
die ATPase-aktiwiteit is volgens Inesi et al. (1973) 48°c. By hoer tempera­
ture neem Ca 2+ -opname dus a f, terwyl die ATPase-ak tiwi teit toeneem as gevo 1 g 
van verhoogde membraandeurlaatbaarheid (Inesi et al., 1973). Met oksalaat 
is hierdie deurlaatbaarheid met verhoogde temperatuur baie minder opvallend 
of afwesig (Sreter, 1969; lnesi et al., 1973; Meltzer & Bennan, 1984) . 
Dit wil dus voorkom asof dit slegs vrye Ca 2 + is wat uit die vesikel kan lek . 
Die effl uks van Ca 2+ vind moontl i k deur 'n temperatuurafhankl i ke hekproses 
(Palade et al., 1983) of 'n kanaal plaas (Toogood et al., 1983). 

Verskeie aspekte van Ca 2+-effluks, Ca 2+-vrystelling en membraandeurlaatbaar­

heid van geisoleerde CSR is al bestudeer terwyl die vesikels vir lang periodes 
by 37°c geinkubeer is (Nayler & Dresel , 1984). Oit is duidelik dat verander­
inge aan die ment>raandeurlaatbaarheid as gevolg van hierdie temperatuur, 
die waarde van hierdie resultate sal venninder. Tydens hierdie studie is die 
effek van temperatuur op die membraandeurlaatbaarheid van SSR en CSR ondersoek 
asook die moontl ike meganisme betrokke by die temperatuur-geinduseerde deur­
laatbaarheidsveranderinge. 

3.2 Resultate 

3.2.1 Meganisme van onstabiliteit van CSR 

3.2.1.1 Invloed van BHT, OTT en PMSF op die Ca 2 +-opname van CSR 

Om die optimale konsentrasies te bepaal, is dosis ··responskrommes van die uit­
werking van verskillende konsentrasies BHT, OTT en PMSF op die Ca 2+- opname 
van CSR getrek (Fig. 3. 1). Die byvoeging van 1 mM BHT he t 'n stimulering van 
701 op die opname-aktiwiteit van CSR ten spyte van die etanol waarin die BHT 
opgelos is. Met 'n verdere verhoging in die BHT-konsentrasie na 10 n~~ begin 
die Ca 2+-opname weer afneem. OTT het min effek op die CSR tot op 'n OTT-kon­
sentrasie van 1 rnM waarna daar 'n daling in die opname-aktiwiteit voorkom. 
PMSF het 'n geringe toename in Ca 2+-opname tot gevolg tot by 'n konsentrasie 
van 1 mM. In teenwoordigheid van 10 mM PMSF word geen opname-aktiwiteit waar­
geneem nie. 
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Figuur 3.2: Invloed van 1 mM llHT, l mM OTT en l mM PMSF op die stabiliteit 
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van CSR Ca 2 +-opname in afwesigheid van oksalaat. Die reaksie­

mengsel is soos beskryf in Figuur 3.1. Die stabiliteit van
1
csR '­

gestoor sonder enige byvoeging (o) en gestoor in teenwoordigheid 

van 1 mM llHT (X), l mM OTT (A) en l mM PMSF (• ) word getoon. oi'e 
Ca 2 +-opnarne direk na bereiding (31 nmol Ca 2 +/rng SR proteienY i's···• 

as 100% geneern. Temperatuur 37°c. 'i ·· 1 

H ierdi e fi guur verteenwoordi g die resu lta te van agt a fsonderl ilte 

eks perimente . ., .... 



3.2.1.2 lnvloed van l mM BHT, l mM OTT en l mM PMSF op die stabiliteit van 
CSR Ca 2+-opname in afwesigheid van oksalaat 

Om die invloed van BHT, OTT en PMSF op die stabiliteit van CSR te bepaal is 
CSR preparate in 4 dele verdeel en gestoor by o0c (Fig. 3.2). Die kontrole 
CSR is gestoor sonder enige addisionele beskerming en na 4 dae het die Ca z+_ 

opname gedaal tot 50% van die oorspronklike opname. Indien die CSR egter 
gestoor word in teenwoordigheid van l mM BHT of l mM OTT is daar slegs 'n 
12-15% afname in die Ca 2+-opname oor 4 dae . Die CSR gestoor in teenwoordig­
heid van 1 mM PMSF het na 4 dae 'n daling van 30% in die Ca 2+-opname getoon. 

Indien CSR gestoor word in teenwoordigheid van beide 'n anti-oksidant en 
PMSF het dit nie die stabiliteit van die CSR verder verbeter nie en 'n 12-15% 

afname in Ca 2 +-opname het steeds plaasgevind (Resultate nie getoon) . 

3.2 . 1.3 Vergelyking van die stabiliteit van CSR Ca 2+-opname sander oksalaat 
met CSR Ca 2+-opname in teenwoordighei d van oksalaat 

In 'n paging om vas te stel of die onstabiliteit van CSR die gevolg is van 

'n daling in die Ca 2+-opnametempo of die afname in die kapasiteit van die 
vesikels, is die Ca 2+-opname van verouderende CSR bepaal met en sonder oksa­
laat (Fig. 3.3). Die Ca 2+-opname van CSR in teenwoordigheid van oksalaat toon 

slegs 'n geringe afname met veroudering en vertoon dieselfde stabiliteit as 
die Ca z+_opname sonder oksalaat van CSR wat gestoor is in teenwoordigheid van 

die anti-oksi dant BHT. Daar vind dus oar 4 dae slegs 'n daling van 10-12% 
in Ca 2+-opname plaas teenoor die 50-X daling van die kontrole CSR wat gestoor 
is in afwesigheid van 'n anti-oksidant. Die Ca z+-opname direk na bereiding 
is 245 nmol Ca 2+/mg SR proteien/min. in teenwoordigheid van oksalaat en 
33 nmol Ca 2+/mg SR proteien sander oksalaat . 

3. 2 ._1 •
1
4 Li pied: proteienverhoudi ng en cha 1 es tero 1 i nhoud van SSR en CSR 

·I 

Die samestelling van die SSR en CSR membraan is ondersoek sodat die membrane 

met me.kaar. vergelyk kan word. Die CSR membraan se lipied:proteienverhouding 
(55:45) is veel hoer as die lipied:proteienverhouding van die SSR membraan 
(35·65) (Fig. 3.4). Die cholesterolinhoud van die SSR en CSR membraan is ook 
ondersoek (eksperimentele prosedure word beskryf in Hoofstuk 2: Metodes en 

materiaal). Die cholesterolinhoud van CSR (0,069 mg/mg proteien) is meer as 
drie keer hoer as die cholesterolinhoud van SSR (0,02 mg/mg proteien). 
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Di e reaksiemengsels vir die kontrole CSR gestoor sonder anti­

oksidant (• ) en die CSR gestoor in teenwoordigheid van 1 mM BHT 

(• ) is soos beskryf in Figuur 3. 1. Di e CSR ca 2 +-opname in teen­

woordi ghei d van oksa l aa t (X) i s gedoen in 'n reaks i emengse l wa t 

hes taan het uit: 20 mM MOPS, pH 6 ,8; 120 mM KCl; 1 111M 

'' 5 Ca-CaCl 2 ; 1 mM EGTA; 10 mM K2 C2 H2 0,; 2,5 mM MgC1 2 ; 

5 mM NaN 3 ; 2,5 mM ATP en 0 ,15 mg SR proteten/ml. H·ierdie CSR 

is gestoo r in afwes igheid van 'n ant i -oksi dant. Temperatuur 37°c. 

Die Ca 2+-opname direk na bereiding is as 100% geneem . 

ft-ierdie figuur verteenwoordig die resul tate van agt afsonderlike 

eksperimente. 



LIPIED: PROTEIEN 
SSR 

LIPIED: PROTEIEN 
CSR 

Figuur 3 . 4: Histogram van die lipied:prote·ienverhouding van SSR en CSR. 

Eksperimentel e prosedure word beskryf in Hoofstuk 2: Metodes en 

materiaal. 
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3.2.1.5 Invloed van tripsienvertering op die Ca 2 +- opname van SSR en CSR 
in teenwoordigheid van oksalaat en ook sonder oksalaat 

Om vas te stel of die funksionele dele van die CSR ATPase wat betrokke is by 

Ca 2 +-transport, meer oppervlakkig in die membraan voorkom as SSR ATPase is 
die SR vesikel s blootgestel aan tripsienvertering (Fig. 3.5). Na 20 minute 
se vertering het die CSR Ca 2 +-opname in afwesigheid van oksalaat gedaal met 

77% en in teenwoordigheid van oksalaat met 98%. Hierteenoor het die SSR 
Ca 2 +-opname in afwesigheid van oksalaat gedaal met slegs 35% en in teenwoordig­
heid van oksalaat met 72%. Die CSR Ca 2 +-opname word dus meer geredelik be­
skadig deur tripsienvertering. Vertering het ook 'n nadeliger invloed op die 
Ca 2+-opname in teenwoordigheid van oksalaat as op die Ca 2+-opname sonder 

oksalaat . Die tempo van opname word dus meer benadeel as die kapasiteit van 
die vesikel s. Voor vertering is die CSR Ca 2+-opname in teenwoordigheid van 
oksalaat 240 nmol Ca 2 +/mg SR protei'en/min. en sonder oksalaat 30 nmol Ca 2+/mg 
SR protei'en. Die ooreenstemmende waardes vir SSR Ca 2 +-opname was 1 225 nmol 
Ca 2 +/mg SR proteien/min. en 131 nmol Ca 2+/mg SR protei'en. 

3. 2.J.6 lnvloed van tripsienvertering op die ATPase-aktiwiteit van SSR en CSR 

Die SSR en CSR vesikel s is blootgestel aan tripsienvertering om vas te stel 
of daar enige kwalitatiewe verskille bestaan tussen SSR en CSR ATPase (Fig. 3.6). 
Die ATPase van CSR is baie meer sensitief vir tripsienvertering as SSR ATPase. 

Na 15 minute se vertering was die SS R ATPase-aktiwiteit nog 84% van di£, 'akt'iwi­
teit voor vertering in vergelyking met die 43% van CSR ATPase-aktiwiteit . Die 
ATPase-aktiwiteit van SSR was voor vertering 1,9 µmol Pi/mg SR protei'en/min. 
en die ATPase-aktiwiteit van CSR 0,295 µmol Pi/mg SR proteien/min. 

3. 2. 2 Tempera tuur-gei'nduseerde membraandeurl aatbaarhei dsveranderi nge 

3.2.2. l Effek van temperatuur op die SSR en CSR Ca 2+-opname in teenwoordig­
heid van oksalaat 

SSR en CSR Ca 2 +-opnames in teenwoordigheid van oksalaat is uitgevoer by ver­
skillende temperature (Fig. 3. 7) . Dit wil voorkom asof die tempo van Ca2 +­
transport deur SSR en CSR dieselfde reageer by verskillende temperature. Die 
maksimale Ca 2+-opname van SSR (2 051 nmol Ca2 +/mg SR proteien/min . ) en die 

van CSR (380 nmol Ca 2+/mg protei'en/min . ) i s verkry by 45°c en 42-4J0 c respek­

tiewelik. 
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lnvloed van tripsienvertering op die Ca 2+-opname van SSR en 

CSR in teenwoordigheid van oksalaat en ook sonder oksalaat . 

Die vertering van die SR membrane is gedoen by 25°c in 'n 

reaksiemengsel bestaande uit 20 mM MOPS, pH 7 ,O; 80 mM KCl; 

12% sukrose (w/v); 2,5 1119 SR prote'ien/ml en tripsien in 'n 

verhouding van 1:20 met SR proteien. As kontrole is tripsien­

inhibeerder in 'n 4:1 verhoud ing tot tripsien by die reaksie­

mengsel gevoeg. Vertering is beeindig deur tripsieninhibeerder 

in dieselfde verhouding by te voeg . Die Ca 2 +-opname van SSR (e) 
en CSR (A) i n afwesigheid van oksalaat is gedoen in 'n reaksie­

mengse 1 soos beskryf in Fi guur 3. 1. Die Ca 2 + -opname van SSR (0) 

en CSR {X) in teenwoordigheid van oksalaat is gedoen in 'n 

reaksiemengsel soos beskryf i n Figuur 3.3. Die Ca 2 +-opnames 

voor vertering is as 100% geneem. Temperatuur 37°C. 

Hierdie figuur verteenwoordig die resul tate van ses afsonderlike 

eksperimente. 
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Figuur 3.6: lnvloed va n tripsienverteri ng op die ATPase-aktiwi teit van SSR 
en CSR. Tripsienvertering is gedoen in 'n reaksiemengsel soos 
beskryf in Fi guur 3.5 behalwe dat die trips ien:prote'ien verhou­
ding 1: 100 was . Die reaksiernengsel vir die bepaling van die 
ATPase-aktiwiteit he t bestaan uit: 20 mM MOPS, pH 7,4; 

42 

120 mM KC l; 0,2 mM CaC12 ; 0,2 mM EGTA; 2,5 mM MgCl , ; 
5 mM NaN 3; 2,5 mM ATP en 0 ,3 mg SR prote'ien/ml. Temperat4~r , 
25°c. Die ATPase-aktiwiteit van SSR (e) en CSR (0) word getoon , 
Die ATPase-aktiwiteit voo r vertering is as 100% geneem. 
Hierdie figuur verteenwoordig die resultate van vier afsonderlike 
eksperimente. 
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Effek van temperatuur op die SSR en CSR Ca 2 +-opname in teen­

woordigheid van oksalaat. Die Ca 2 +-opname van SSR (o) en CSR (e ) 
in teenwoordigheid van oksalaat is gedoen in 'n reaksiemengsel 

soos beskryf in Figuur 3.3. 

llierdie figuur verteenwoordig die resulta t e va n vier afsonderlike 

eksperimente. 

43 



• n 
Vl 
;o 

::z 1,2 ,, ..... 
::;: )> ', I 

---- ---f 
,_: ,::, 

"' 0 "' 0: 1,0 Cl) ,, 
Cl... I 

0: 
)> 
:,<; 

V) ---f 
Ol 

.,_.1,, ,.,_) 
:e:: 

E ...... 
---- 4,0 0,8 ---f .•! 

r, 
Cl... ..... ,,, 

---f 

0 
E "c 
;:t. 

0,6 3 -3,0 0 

I-..... ,::, w 
I-

----3 3 / I •I I ..... 2,0 0,4 U'l 

~ ~ •ll l ,J""1L 
<X'. 

I ,::, fl"} 
<LI ;o 
"' 0 ,., I', 
"' 1,0 0,2 -I 

Cl... 
I- ~ • 11,II 1 
<X'. 3: ...... 

I J 11:0 :z . 
a:: 
Vl 

·j 

Vl 

0 4 8 12 16 20 
PRE! NKUBAS I ETYD {MIN.) 

Figuur 3.8: Effek van verskillende preinkubasietye en preinkubasietempera- , , 

ture op die ATPase-aktiwiteit van SSR en CSR. Die reaksiemeng- 1 

sel is geinkubeer totdat dit die gewensde temperatuur bere,' k het. 

voordat die SR bygevoeg is en die preinkubasietyd begin is, 

gevolg deur die bepaling van die ATPase-aktiwiteit b.Y dieself\le , 

temperatuur. Reaksiemengsels soos beskryf in Figuur 3. 6 is ge­

bruik en die volgende reekse is gedoen: CSR by 45°c (• ) en-
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500C (0) en SSR by 45°c (t>) en so0 c (• ) . 

llierdie figuur verteenwoordig die resultate van vyf afsonderlike 

eksperi mente. 



3.2.2. 2 Effek van versk illende preinkubasi etye en preinkubasietemperature 
op die ATPase-aktiwiteit van SSR en CSR 

SSR en CSR vesikel s is gepreinkubeer by verskillende temperature en vir vel"­
skill~nde tye voordat die ATPase-aktiwiteit bepaal is by dieselfde tempera­
tuur (fig. 3.8). By 45 en so0 c het die preinkubasietyd die ATPase-aktiwiteit 
van CS~· baie meer drasties beinvloed. By 45°c vertoon SSR ATPase-aktiwiteit 
'n verhoogde aktiwiteit tot en met 'n preinkubasietyd van 16 minute terwyl die 
CSR A'P~ase-aktiwiteit 'n daling toon. By so0 c neem die SSR ATPase-aktiwitei t 
toe tat ' met 'n preinkubas i etyd van 8 minute waarna dit skerp daal. By so0 c 
neem ~ie CSR ATPase-aktiwiteit o™niddellik af sodra die preinkubasie begin. 

3.2.2.3 Effek van verskillende temperature op die Ca 2+-inhoud van SSR vesikel s 
gelaai met Ca 2 + in die afwesigheid en teenwoordigheid van oksalaat 

Om vas ~te ,stel wat die effek van verhoogde temperatuur op die SSR membraan­
deurla tttbaarheid is, is SSR vesikel s gelaai met Ca 2+ by 25°c in teenwoordigheid 
en afwesigheid van oksalaat en daarna blootgestel aan 40°C, 45°C en so

0
c 

(Fig . i. 9). SSR vesikels is gelaai in afwesigheid van oksalaat by 25°C vir 
5 minu~e en 'n lading van 152 nmol Ca 2+/mg SR proteien i s bereik . Nadat die 
mate van lading bepaal is , is die temperatuur binne 1 minuut verhoog na 40°c, 
45°c of ·so0c. Verdere inkubasie by 40°C het tot gevolg gehad dat die Ca 2+­
i nhoud van die SSR vesikel toeneem . Inkubasie t.,y 45°c het 'n geleidelike 
verlies aan Ca 2+ tot gevolg en na 20 minute is die Ca 2+-inhoud van die vesikels 
slegs 20%. Inkubasie by so0 c het tot gevolg gehad dat die Ca 2+ baie vinnig 
uit die vesikels beweeg het en na 6 minute het alle Ca 2+ uitbeweeg. In die 
teenwoordigheid van oksalaat is die SSR vesikels gelaai vir 10 minute by 2s 0c 
en •'n•· hding van 5 120 m1ol Ca 2+/mg SR proteien is bereik. lnkubasie by 40°c 
het • bin'he 4 minute gelei tot 'n verdere opname van Ca 2+ waarna die Ca 2+- inhoud 
vari ltre vesikels 'n geringe afname toon tot op 20 minute. lnkubasie by so 0c 
het ook' ' n vinnige opname van Ca 2+ tot gevolg maar na 2 minute begin die ge­
l~1deli~e afname reeds. 

3.2.2'.' 4 Effek van verskillende temperature op die Ca 2+-inhoud van CSR 
vesikels gelaai met Ca 2+ in die afwesigheid en teenwoordigheid van 

I ' oksalaat 

Die effek van verhoogde temperatuur op die CSR membraandeurlaatbaarheid is 

vasgestel deur die CSR vesikel s met Ca 2+ te laai by 2s 0c in teenwoordigheid 
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Figuur 3.9: Effek van verskillende temperature op die Ca 2 +-inhoud van SSR 

vesikels gelaai met Ca 2 + in die afwesigheid en teenwoordighei~ i 1 

van oksalaat. Die vesikels is gelaai sonder oksalaat by 25°C 

vir 5 minute in 'n reaksiemengsel soos beskryf in Figuur 3.1 

behah,e dat die CaC]z en EGTA-konsentrasies na 0,1 mM verhoog 
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is. Na lading is die temperatuur vinnig (< 1 min) verhoog na 

40°c (6), 45°c (• ) of so0c (•) en die Ca 2+-inhoud van die 

vesikels is bepaal oor 'n periode van 20 minute. In die teen­

woordigheid van oksalaat is die vesikels gelaai by 25°C vir 

10 minute in 'n reaksiemengsel soos beskryf in Figuur 3.3. 

Na lading is die temperatuur vinnig verhoog na 4o0 c (0) of 

so0 c (e ). Die mate van lading by 2s0 c is as 100% geneem. 

llierdie figuur verteenwoordig die resultate van vier afsonder-

1 i ke eksperimente. 
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figuur .J·.10: Effek van verskillende temperature op die Ca 2+-inhoud van CSR 

1 • vesikels gelaai met Ca 2+ in die afwesigheid en teenwoordigheid 

van oksalaat. Die vesikels is gelaai sonder oksalaat by 2s 0c 
vir 5 minute in 'n reaksiemengsel soos beskryf in Figuur 3.1 

behalwe dat die CaCl2 en EGTA-konsentrasies na 0,1 mM verhoog 

is. Na lading is die temperatuur vinnig (<l min) verhoog na 

40°c (6) of 45°c (~) en die Ca 2+~inhoud van die vesikels is 

bepaal oor 'n periode van 20 minute . In die teenwoordigheid 

van oksalaat is die vesikels gelaai by 25°c vir 10 minute in 

'n reaksiemengsel soos beskryf in Figuur 3.3. Na lading is die 

temperatuur vinnig verhoog na 40°C (0) of so0c (e). Die mate 

van lading by 25°C is as 100% geneem. 

fli erdi e fi guur verteenwoordi g die resultate van vi er afsonder-

1 i ke eksperimente. 
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en afwesigheid van oksalaat en die vesikels daarna bloot te stel aan 40°C, 
45°c en so0 c (Fig. 3.10). CSR vesikels is gelaai in afwesigheid van oksalaat 
by 2s0 c vir 5 minute en 'n lading van 45 nmol Ca 2+/mg SR proteien is bereik. 

Hierna is die temp~ratuur binne 1 minuut verhoog tot 40°C of 45°c. lnkubasie 
by 4o0 c het 'n aanvanklike toename in Ca2 +-inhoud van die CSR vesike l tot 
gevolg maar na 3 minute begin die Ca 2 +-inhoud daa l tot op 50% van die oor­
spronklike lading . By 45°c daal die Ca 2+-inhoud van die CSR vesikels vi nnig 
tot 0% na 13 minute. In die teenwoordigheid van oksalaat is die CSR vesikels 
gelaai vir 10 minute by zs0 c en 'n lading van 2 109 nmol Ca 2 +/mg SR proteien 
is bereik. Nadat die temperatuur verhoog is na 40°C het die Ca 2 +-inhoud 
vinnig toegeneem tot hoer as 300% van die oorspronklike Ca 2+- inhoud . By so0 c 

het die Ca 2+- inhoud van die CSR vesikels taamlik konstant gebly na 'n geringe 
aanvanklike toename. 

3.2.2.5 Effek van 25 uM A23187 op die Ca2 +-inhoud van SSR en CSR vesikels 
gelaai met Ca 2 + in die afwesigheid en teenwoordigheid van oksalaat 

In 'n poging om vas te stel of Ca 2+ in teenwoordigheid van oksalaat die SR 

vesikel kan verlaat, indien die vesikeldeurlaatbaarheid verhoog word, is die 
Ca 2+-ionofoor A23187 by gelaaide vesikels gevoeg (Fig. 3.11). Indien A23187 
by SSR en CSR ves ikeis gevoeg word wat met Ca 2+ gelaai is in afwesigheid van 
oksalaat, beweeg alle Ca 2+ uit die vesikels binne enkele sekondes. Die SSR 
vesikels wat gelaai is in teenwoordigheid van oksalaat, se Ca 2+-inhoud styg 
tot 1181 nadat A23187 bygevoeg is en die CSR inhoud styg tot 176%. Die mate 
van lading van SSR in teenwoordigheid van oksalaat is 5 034 nmol Ca 2+/mg 
proteien en in afwesigheid van oksalaat 159 nmol Ca 2+/mg proteien . Die oor­
eens temmende waa rdes vi r CSR is 1 940 nmo 1 Ca 2+ /mg proteien en 42 nmo 1 Ca z+/ 
mg proteien . 

3.2.2.6 Effek van preinkubasietemperatuur op die membraandeurlaatbaarheid 
van SSR en CSR 

'n Vergelykende s tudie van die effek van temperatuur op die membraandeurlaat­

baarheid van SSR en CSR is gedoen deur die SR vesikels bloot te stel aan ver­
skillende preinkubasietemperature (Fig . 3.12) . Die ATPase-aktiwiteit verhoog 
indien die ves ikelrnembraan meer deurlaatbaar word en kan dus as maats taf 
gebrui k word om die membraandeurl aa tbaa rhei d te monitor. 
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Figuur 3.11: Effek van 25 µM A23187 op die Ca +-inhoud van SSR en CSR 

vesikels gelaai met ca•+ in die afwesigheid en teenwoordigheid 

van oksalaat. Die SSR vesikels (• ) en CSR vesikels (4) is 

gelaai sonder oksalaat by 25°c vir 5 minute in 'n reaksiemengsel 

soos beskryf in Figuur 3.1 behalwe dat die CaC1 2 en EGTA-konsen­

trasies na 0,1 mM verhoog is. SSR vesikels (0) en CSR vesikels 

(6) is ook in teenwoordigheid van oksalaat gelaai by 25°c vir 

10 minute in 'n reaksiemengsel soos beskryf in Figuur 3.3 . 

Nadat die mate van lading bepaal is , is 25 µM A23187 by die 

reaksiemengse l gevoeg en die Ca 2+-inhoud van die vesikels bepaal 

oor 'n periode van 20 minute. Tempera tuur 25°C. 01 e mate van 

lading voordat A23187 bygevoeg is, is as 100% geneem. 

Hierdie figuur verteem1oordig die resultate van vier afsonder­

like eksperimente. 
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Fi guur 3. 12: Ef fek van prei'nkubas i etempera tuur op die membraandeurl a~~~_aar.~ 

heid van SSR en CSR. Die ATPase-'-aktiwiteit is gebruik as , .11 ,. 
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parameter om die membraandeurlaatbaarheidsveranderinge te, 11 • 

monitor. Die SR vesikels is vir 1D minute geprei'nkubeer by .·, , ,. 

verskillende temperature in 'n reaksiemengsel soos bes kryf in 

Figuur 3.6. Na 1D minute preinkubasie is die temperatuur ,. 1,~ 

verander na 25°C en die reaksie begin deur die byvoeging v~n 1 

2 , 5 mM ATP. Die ATPase-ak tiwi tei t van SSR (6) en CSR (~) io .• 1 
afwesigheid van A23187 word getoon asook die SS R (0) en CSR C.l 
ATPase-aktiwi teit bepaa l in teenwoordigheid van 10 µM A23iB?. ,, 

Die ATPase-aktiwiteit van elke reeks na prei'nkubasie by O~~ ,1\r 
as 1001 geneem . ,j .• 

Hierdie figuur verteenwoordig die resultate van ses afsonder-

1 i ke eksperimente. 



lndien die Ca 2 +-ionofoor A23187 by die reaksiemengsel gevoeg word het die 
verski ll ende preinkubasietemperature geen addisionele effek op die ATPase­
aktiwiteit nie. Die ionofoor het dus die membraan ten volle deurlaatbaar 
vir Ca 2 + gemaak. Uit di e figuur is dit duidelik dat die SSR ATPase by 'n 
hoe temperatuur (45°C) nog funksioneel bly terwyl CSR ATPase-aktiwlteit be­
gin afneem na blootstelling aan 4D0 c. In afwesigheid van A23187 begin die 
deurlaatbaarheid van die SSR membraan verhoog na bloots tell ing aan 30°C. 
Blootste ll i ng van SSR aan temperature tussen 30°en 4B°C het 'n drastiese 
toename in membraandeurlaatbaarheid en ATPa se-aktiwiteit tot gevolg , waarna 
di e ATPase-akt iwiteit skerp afnee111 as gevolg van denatureri ng . Die CSR 
vesikels toon reeds tekens van verhoogde deurlaatbaarheid by temperature 
laer as 2s0 c en denaturering van die ATPase tree ook vroeer in. Die SSR 
ATPase-akti witeit na pre'inkubasie by o0 c i s 3,8 umol pi/mg proteien/min . i n 
teenwoordigheid van A23187 en 1,9 umol Pi/mg. proteien/min. in afwesi gheid 

van A23187. Die ooreenstemmende waardes vir CSR is 0,489 umol Pi/mg 
proteien/min. en 0,291 µmol Pi/mg proteien/mi n. 

3.2.2. 7 Invloed van rutheniumrooi op die temperatuur-ge"induseerde membraan­

deurlaatbaarheid van CSR 

In 'n pog i ng om die megani sme betrokke by temperatuur-geinduseerde membraan­
deurlaatbaarheid te ondersoek, i s gebrui k gemaak van rutheniumrooi. CSR 
vesikels is gepreinkubeer vir 10 minute by verskillende temperature waarna 
die ·A'l'Pase-aktiwi teit bepaal is by 2s0 c (Fig . 3.13). lndien JO µM A23187 by 
die CS'R gevoeg word is die vesikels ten volle deurlaatbaar vir Ca 2+ en geen 
toenarile in ATPase-aktiwiteit word verkry met preinkubasie by hoe temperatuur 
ni e. 

•t '· 

Preinkubering van CSR sonder enige toevoegi ng toon tekens van verhoogde deur­
laatbaarheid by temperature laer as 2s 0c soos ook in Figuur 3.12 getoon. In 
teenwoo·rdigheid van 60 µM rutheniumrooi word die deu rlaatbaarheid by tempera­
ture laer as 35°c in 'n groot mate onderdruk, gevolg deur 'n skielike toename 
in d~~rlaatbaarheid tussen 35°en 45 °C soos aangedui deur die skielike ver­
hoging· in ATPase-aktiwiteit . Hi erdie skieli ke toename in deur laatbaarheid 
stem baie ooreen met die reaksie van SSR op preinkubasie by verskillende 
temperature soos getoon in Figuu r 3. 12 . 

In teenwoordigheid van 120 µM rutheniumrooi word die deurlaatbaarheid van die 
CSR membraan ten voll e onderdruk en geen toename in ATPa se-akti witeit word 
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10 minute gepreinkubeer by verskil 1 ende temperatur e in 'n 

reaksiemengsel soos beskryf in Figuur 3.6 . Na 10 minute 

preinkubas i e is die temperatuur verander na 25°C en die 

reaks ie begin deur die byvoegi ng va n 2, 5 mM ATP . Die ATPase­

aktiwiteit van die volgende reekse word getoon: CSR sonder 

enige toevoegings (o); CSR met 10 µM A23187 (c.}; CSR met 

60 µM rutheniumrooi (e } en CSR met 120 1,1M rutheniumrooi (A). 

Die ATPase-aktiwiteit van elke reeks na preinkubasi e by o0 c 
i s as 100% geneem . 

Hierdie figuur verteenwoordig die resultate van sewe afsonder­

li ke ekspe rimente. 
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Figuur 3.14: Invloed van rutheniumrooi op die temperatuur-geinduseerde 

onderdrukking van CSR Ca 2+ -op name. CSR ves i ke 1 s is vi r 

10 minute gepreinkubeer by 45 °c in 'n reaksiemengsel soos 

beskryf in Figuur 3.1 behalwe dat die CaC1 2 en EGTA-konsentra­

sies na 0,1 mM verhoog is . Na preinkubasie is die temperatuur 

vinnig verander na 25°C en by die reekse waar rutheniumrooi 

gebrui k is, is 120 µM rutheniumrooi bygevoeg. 400 µM nuper­

cai ne is reeds voor preinkubasie by die een reeks gevoeg . 0ie 

Ca 2+-opname is onmiddelik na pre'inkubasie begin deur die by­

voeging van 2,5 mM ATP. Die volgende reekse word getoon: 

geen preinkubasie of ruthen i umrooi (• ) ; geen preinkubasie 

plus 120 µM rutheniumrooi (O); preinkubasie sonder ruthenium­

rooi (A); preinkubasie plu s 120 pM rutheniumrooi (ll.) en 

preinkubasie plus 400 µM nupercaine (X). 
Hierdie figuur verteenwoordig die resultate van vyf afsonder­

like eksperimente. 
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verkry nie. Die rutheniumr'.loi is in alle gevalle waar dit gebruik is eers 

na preinkubasie by die reaksiemengse l gevoeg. Die CSR ATPase-aktiwi te i t na · 

preinkubasie by o0 c is 0,489 µmol Pi/mg proteien/min. in teenwoordigheid van 

A23187 en 0,293 µmo l Pi/mg proteien/min. in afwesigheid van A23187 . Die 

temperatuur- geinduseerde membraandeurlaatbaarheidsveranderinge by SSR vesik.els 

kan nie herstel word deur die byvoeging van rutheniumrooi nie (Resulta te nie 

getoon). Konsentrasies van tot 1 mM r ut heniumrooi is gebruik . 

3.2.2.8 lnvloed van rutheniumrooi op die temperatuur-geinduseerde onder.druk-

king van CSR Ca ' +-opname ':· i 

Rutheniumrooi i s na preinkubasie by die reaksiemengsel gevoeg om va s te ,stel 

of dit die vennoe van die CSR om Ca 2+ op te neem, na preinkubasie by 45qC ·sbu 

herstel (Fig. 3 .14) . Nupercaine i s ook bygevoeg om die moontlike rol wat •:..: 

endogene fosfol ipase tydens preinkubasie kan speel te ondersoek . Die teen'< ,' 

woordigheid van 120 uM rutheniumrooi het die Ca 2+-opname van CSR, wa t nie · by 

45 ° C gepreinkubeer is nie, met 25t verhoog. Preinkubasie vir 10 minute· by •l, 

45 ° C het 'n daling van 35% in die Ca' +-opname van die CSR vesikels tot -gevol!J. 
Die byvoeging van 120 11 M rutheniumrooi na preinkubasie herstel die vennoe van 

CSR 0111 Ca 2 + op te neem en in die ves i ke 1 te hou, vo 11 edi g. Die byvoegi rrg ·~im 

400 µM nupercaine het geen effek op die temperatuur-geinduseerde onderdru~~ing 

van Ca ' +-opname nie. •,r, 

· V 

3.3 Bespreking ·., 'I 

3.3.1 Megani sme van ons tabiliteit van CSR 

Die mees opvallende verski l tussen die sta biliteit van SSR en CSR is die · • 

vinnige afname in die Ca 2+-opname van CSR tydens veroudering. Die CSR Ca 2+_ . 

opname in afwes1gheid van oksalaat daal binne een tot vier dae met 50%• (Cars-ten, 

1964; Scales & McIntosh, 1968; Pretorius et al., 1969). Navorsingsresultate 

wat onder sekere toestande verkry i s kan nadelig beinvloed word deur die on~­

stabiliteit van die CSR. Dit is dus be langrik dat die oorsake van die onsta­

biliteit va sgeste l word en dat die stab l iteit verbeter word. Twee faktore ·· 

wat tot die onstabilite it van CSR preparate kan bydra is oksidasie en die • ~ 

tcenwoordigheid van proteo l itiese ensieme . Proteol ities e ensieme afkomstig '·' 

van lisosome kan moontlik tydens die bereidingsproses vrygestel word. 
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Om oksidasie te beperk is twee anti -oksidante naamlik gebutileerde hidroksi­
,tolueen (BHT) en ditiotreitol (OTT) gebruik. Fenielmetielsulfonielfluoried 
(PMSF). is gebruik om die effek van kontaminerende proteolitiese ensieme uit 

.• !•te, s,kakel. BHT en PMSF is onoplosbaar in water en is in etanol opgelos. 
Oie maoksima l e etanolkonsentrasie in die reaksiemengsel is onder 4% gehou en 
het slegs 'n geringe effek op die reaksie gehad. Op grond van die dosis­
responskronMnes in Figuur 3. 1 is 1 mM as optimale konsentrasie viral drie die 

- rea'gerise aanvaar en by verdere eksperimente gebrui k. Di t is ook du idel ik dat 
BHT 'n addisionele st imulerende effek op Ca 2+-opname het. 

Die onstabiliteit van CSR word in Figuur 3.2 bevestig en na slegs 4 dae het 
. d.ie ·•ca 2+-opname van CSR gestoor so nder enige byvoeging gedaal met 50%. In 

teenwoordigheid van 1 mM PMSF het die Ca 2+-opname na 4 dae gedaal met 30% en 
ver.gelyki ng met die 12-15% daling in teenwoordigheid van 'n anti-oksidant. 
Bei de, oksidasie en proteoli se dra dus by tot die onstabiliteit van CSR maar 
oks4dasje lewer die grootste bydrae tot die daling in Ca 2+-opname tydens 

11e~udering . 
)• t •'/ • l ,1 , 

.. Otei Ca 2+-opname van CSR is baie meer onstabie l as die ATPa se-aktiwiteit 
(Carsten, 1964) en by beide SSR en CSR preparate daal die ATPase-aktiwiteit 
oor 'n tydperk van 7 dae glad nie (Resultate nie getoon) . Die veroudering 
van CSR het dus ontkoppeling van die ATPase-a ktiwiteit en Ca 2+ transport tot 
gevolg wat waarskynlik plaasvind as gevolg van deurl aatbaarheidsvera11deringe 
van di e CSR membraan . 

Om die molekulere meganisme van oksidasie en die mate van deurlaatbaarheid 
van verouderde CSR membrane te ondersoek is Ca z+ -opname gedoen in teenwoord i g­
heid en afwesigheid van oksalaat (Fig. 3.3). Dit is duidelik dat Ca 2+-opname 

.. in teenwoord igheid van oksalaat baie meer stabiel is as Ca 2+-opname so nder 
oksalaat. Die Ca 2 +-opname in teenwoordigheid van oksalaat vertoon dieselfde 
stabiliteit as die CSR wat gestoo r is in teenwoordigheid van 'n ant i -oksidant. 
Dit dui daarop dat die tempo van Ca 2 +-opname relatief konstant bly maar dat 
die kapasiteit van die ves ikels afneem. Die vrye Ca 2 + in die vesikel kan dus 
geredelik uit die vesi kel lek. lndi en oksalaat teenwoordig is presipiteer die 
Ca 2+ as kalsiumoksalaat neer in die vesikel. Die deurlaatbaarheid van die 
membraan is ook nie so verhoog dat die kalsi umoksalaat die vesikel kan verlaat 
nie. Dit wil dus voorkom dat die lipi ed en/of proteien deel van die membraan 
deur oksidasie beskadig word en vrye Ca 2+ kan uitlek sander om die ATPase­

aktiwiteit te benadeel. Die 12- 15% afname in Ca 2 +·opname, wat tydens verou­

dering in teenwoordighei d van 'n anti -oksidant verkry word, is moontlik die 
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oorsaak van ander faktore soos die teenwoordigheid van vrye vetsure in die 

preparaat. 

Jndien di e proteien en 1 ipied samestelli ng van SSR en CSR membrane met mekaar 
vergelyk word is dit duideli k dat daar kwalitatiewe en kwanti ta ti ewe verslti lle 
bestaan. Elektroforese ondersoeke van CSR membrane het aangetoon dat die ·· 

relatiewe konsentras ie van ATPase in die CSR membraan laer is as in die •SSR 
membraan en dat daar verske ie ander proteiene voorkom (Campbell et -al. ; ,1•983). 

Die konsentrasie van ATPase in die CSR membraan is al so laag as 8% van dte 
totale proteieninhoud gerapporteer (Dux & Martonosi, 1984 ) maar ons beramtng is 

tussen 20-25% van die totale proteieninhoud. Die ATPa se inhnud van SSR is ' 
veel hoer naamlik 70 -90'.!: (Malan et al ., 1975). Die l ipied:prote'ienverh-oadi ng 
van SSR en CSR verskil groot liks van mekaar (Fig. 3.4) . Die lip ied:proteilen­
verhouding van SSR is 35:65 en die van CS R 55:45. Die CSR membraan bevat dus 
baie meer lipiede as die SSR membraan en dit verhoog die moontlikhei d ivan t• 
oksidatiewe beskadiging va n veral die onversadigde vetsure i n die CSR membraan. 

Vol gens Borchman et al. (1982) wissel die fosfol ipied:cholesterol ve rhoudfr'lg 
van die SR van verskillende tipes skeletspier tussen 6,0 en 12.0 en volgeri~ 
Owens et al. (1973) is diesel fde verhouding vir CSR 9,0. Tydens hierdil!"' 
onde rsoek is daar bevind dat die cholesterolinhoud van CSR (0,069 mg/mg 
prote'icn)drie keer hoer is as in SSR (0,02 mg/mg proteien). Dit dui 'daahlp 
dat die fosfolipiedinhoud van CSR ook baie hoer is as in SSR. lndien 'die · 
lipiede van SR membrane deur fosfolipase A-behandeling beskadig word ve rtioog 
die deurlaatbaarheid van die vesikels en vind ontkoppeling van ATPase-akt i ­

witeit en Ca '- +-opname plaas (riehn & Hasselbach, 1970; Ng & Howa rd , 1980). 

Daar is dus groat ooreenkomste tussen die beskadiging van die l i piede de~~ I 
fosfo lipase A en die effek van oksidasie tydens veroudering van CSR. •~s 
gevolg van die hoe 1 ipiedinhoud van CSR membrane is die oksidasie van 1i'p·iede 
waarskynlik die groat oorsaak van die onstabiliteit van CSR preparate. 

3.3 . 2 lnvloed van proteolitiese vertering op die funksionering van SSR en CSR 

Tripsienvertering is gebruik om die s truktuur en funksionering van SSR en CSR 
met mekaar te vergelyk. Di e blootstelling van die SR membraan aan tripsieri­
verterihg kan meer Jig werp op die liging van die funksionele dele van di~ 
ATPase proteier. in d;e 111ernbraan. Di e hoer sensitiwiteit van di e CSR vir 

eksterne veranderinge dui daarop dat die CS R ATPase se funksione l e del e IOOont­
lik nader aan die oppervlak van die mernb raan ge l ee is of meer beskikbaar is 
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vir beskadiging. Di e invloed van tripsienvertering op die fun ksionering van 
CSR, kan ook as model gebrui k word om die bydrae van proteol iti ese ens i eme 
tot die onstabiliteit van CSR, te ondersoek. 

: l. Dn ,figuur 3.5 word getoon dat die Ca 2+-opname van CSR in teenwoordigheid en 
afwesigheid van oksalaat, meer geredel i k deur tripsienvertering benadeel 

;,word : , Die ATPase-akti wi teit van CSR word ook ba i e makl Her deur trips i en-
i: .'verteri ng onderdruk (Fig. 3. 6) . Nada t CSR vi r 15 minute b 1 ootges tel is aan 

•tripsienvertering is die ATPase-aktiwiteit slegs 43% van die aktiwiteit voor 
.,:,verter.i ng in verge lyki ng ·met die 84% van SSR. Dit is dus dui de 1 i k da t die 

SSR AiPase proteien baie beter beskerm i s in die membraan en dat die funksio­
" nele ,dele van die CSR ATPase gouer beskadig word deur proteolitiese vertering . 
. ,.Jiierdi:e ihoer sensitiwiteit van die CSR ATPase kan verklaar word indien die 

-_ 1.CSR AJPa-se proteien se funksionele dele meer oppervlakkig gelee is of indien 
di~~ipiedannulus van die CSR ATPase van so 'n aard is dat die ATPase meer 

,. ,.,. ,b.\potges-tel is aan vertering. 

,.O.ie .~ mperatuur waarby vertering plaasvind het 'n groat i nvloed op die mate 
~a» IVE:rtering (Saito et al., 1984; Blazyk et al . , 1985). 'n Meer vloeibare 
annulus het tot gevolg dat die ATPase proteien meer toeganklik is vir trip­
sienvertering (Blazyk et al., 1985). Die moontlikheid bestaan dus dat die 
lipiedannulus van die CSR ATPase meer vloeibaar is by lae temperature as die 
annulus van die SSR ATPase . Die CS R ATPase word dus minder beskerm en is 
llll!er toeganklik vir eksterne faktore wat die funksionele dele kan beskadig . 
. . ,, 

DH .is opvallend dat die Ca 2+-opname in teenwoordigheid van oksalaat, van 
b~jde SSR en CSR, meer sensitief is vir vertering as die Ca 2+-opname in af­
wesigheid van oksalaat (Fig. 3.5). Die tempo van Ca2 +-opname word dus meer 

.,. nadj!ng getref deur tripsienvertering as die kapasiteit van die SR vesikels . 
Beskadiging van die ATPa se proteien l ei dus tot minder effektiewe transport 
van Ca 2+, eerder as tot verhoogde membraandeurlaatbaarheid. Die invloed van 

.,.,· proteolitiese verteri ng op die CSR funksionering verskil dus van die effek 
van veroudering op die CSR. Tydens veroudering verhoog die membraandeurlaat­

·:baarheid van die CSR sander veel invloed op die transport van Ca 2+. Hierdie 
res ulta te bevestig die bevinding dat proteolitiese ensieme 'n ondergeskikte 
rol by die onstabiliteit van CSR prepa rate speel. 
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3. 3. 3 Temperatuur-ge'induseerde membraandeurl aatbaarhei dsveranderi nge van 

SSR en CSR 

SSR en CSR Ca 2 +-opname in teenwoordigheid van oksalaat vertoon optimale tempe­

rature van 45 °c en 42-43°C respektiewelik (Fig. 3.7). Die teenwoordigheid' vah ok­

salaat verhoed dat Ca 1 + na opname uit die vesikel kan beweeg en die kul'Vles-' 'Ver­

teenwoordig dus die tempo van Ca 2 +-opname. Die maksimale Ca 2 +-opnametelripu •ivan 

SSR en CSR verskil met 'n faktor van 5 wat ooree•nstem met die bevind inge ·van 

Pretorius ( 1972). Di t dui op kwanti ta ti ewe verski 1 le tussen SSR en CSR· AT1."ase. 

In die 1 iteratuur word die ATPase-inhoud van die CSR membraan so laag as 8%. 

van die totale prote'ieninhoud geskat (Dux & Martonosi, 1984). Tydens vor.t ge 

studies in hierdie laboratorium is met behulp van elektroforese bepalings - , 

va s gestel dat die CSR ATPa se- inhoud nader aan 20-25% van die totale pm>te'f n 
is in vergelyking met die 70-90% van die SSR ATPase (Resultate nie getoo~~i : 

Die 1 aer Ca 2+ -opnametempo van CSR kan dus deur kwanti ta ti ewe verski Jl e; 1 • , -

verklaar word. 

Pre'inkubasie van SSR en CSR by die optimale temperatuur (45°C) en hoe r • (50~ ) 

toon egter dat die ATPase-aktiwiteit van SSR en CSR baie verskillend reageer 

(Fig. 3.8) . Die CSR ATPase is meer sensitief vir hoe temperature en word 

selfs beskadig by 45° C indien die preinkubasie lank genoeg duur. In ver ge'l'yk­

ing hiermee stimuleer di e hoe temperatuur aanvanklik die SSR ATPas e-aktiwi t eit 

en denatureri ng begin eers op 'n 1 a ter stadium i ntree. A 1 hoei,1e l die optimal e 

temperatuur vi r SSR en CSR Ca + -opname in teenwoordi ghei d van oksa l aat ba i e'• 
dieselfde is, is die blootstellingstydperk vir CSR krities. Dit mag daai't>p•' 'dui 

dat die orientasie van die CSR ATPase in die membraan verskil van die van SSR 

ATPase of dat die CSR lipiedannulus om die ATPase proteien, nie die selfde be­

skerming bied teen hoe temperature as die SSR lipiedannulus nie. 

Die aanvanklike stimulasie van die SSR ATPase-aktiwiteit deur die hoe iempe­

ratuur kan verklaar word deur die membraandeurlaatbaarheidsveranderinge wa1: 

by hoe temperature voorkom. Om vas te ste l of daar wel 'n uitlek van ·ca 2;1; ·• 

plaasvind,is SSR en CSR met Ca 2+ gelaai en daarna blootgestel aan vers killende 

temperature (Fig . 3.9 + 3.10). Uit die betrokke figure is dit du i deli·k dat '· 

die Ca 2+-inhoud van SSR en CSR vesikels by 45 °c, in afwesigheid van oksalaat, 

daal. 

In teenwoordigheid van ok salaat daal die inhoud •van die_ SR vesikels nfe maar" 

addisionele Ca 2+ word opgeneem by die hoer temperature. Die SSR Ca 2+-inhoud 
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bereill gou weer 'nnuwe ewewigsvlak maar die CSR is instaat om by 40° C vir 
' n !anger tydperk nog Ca 2 + op te neem. Dit kan moontlik verklaar word deur 
kleiner hoeveelhede ATPase proteiene wat in die CSR membraan voorkom en dus 
langer neem om die ewewigsvlak te bereik . 

:,._ ,11 

. ; Jndien die effek van hoe temperatuur op die Ca 2 +-inhoud van die vesikels in 
, .• teenwoordigheid en afwesigheid van oksalaat met mekaar vergelyk word, is dit 
.•. ~uidelik dat indien oksalaat teenwoordig is, die Ca 2 +-inhoud van die vesikels 

,n~e ~fneem nie. Die deurlaatbaarheidsveranderinge wat as gevolg van die hoe 
. ,. emperatuur ontstaan is dus van so 'n aard dat vrye Ca 2 + kan deurbe~1eeg maar 

nie kalsiumoksalaat nie. Dit stem ooreen met die toestand wat verkry word 
ind,i.en die SR vesikels deurlaatbaar gemaak word deur die byvoeging van 'n 
Ca2 t -ionofoor (Fig. 3. 11). Die totale Ca2 +-inhoud van beide SSR en CSR, ver­
JaM,,die vesikels binne sekondes nadat A23187 by die reaksiemengsel gevoeg is 
ill(~f-wesigheid van oksalaat. Die A23187 het egter geen uitbeweeg van Ca2 + tot 
gevolg by die kalsiumoksalaat gelaaide vesikels nie. Die temperatuur-geindu­
seerde membraandeurlaatbaarheidsveranderinge is dus nie die gevolg van die 
oopbreek van die vesikels nie, maar eerder die skepping van klein poriee of 

1 d'ie.- beskadiging van bestaande kanale, byvoorbeeld die normale vrystellings­
kan!!le, 

1Q ·tias ,te -stel by watter temperature die deurlaatbaarheidsveranderinge begin, 
, :,t, 1die ATPase-aktiwiteit van SSR en CSR as maatstaf gebruik (Fig . 3.12). 
:Yer.hoogde membraandeurlaatbaarheid word gekenmerk deur 'n verhoogde ATPase­
a~ti witeit aangesien 'n hoe Ca 2 +-konsentrasiegradient nie oor die vesikels 

•· membraan kan opbou, en die hidrolise van ATP inhibeer nie. Indien daar 'n 
,,Ga2 "!:,;onofoor teenwoordig is, word ook geen verhoogde ATPase-aktiwiteit ver­
-~ny met hoe temperature nie. 

Temperature bo J0°C het SSR membraandeurlaatbaarheidsveranderinge tot gevolg . 
Dit,,.stem ooreen met Millman (1980) se bevindinge . Die CSR toon reeds mem­
br,i\a_r1deurlaatbaarheidsveranderinge by temperature laer as 2s0 c. Hierdie 
deur-laatbaarheidsveranderinge wat veroorsaak word deur preinkubasie by tem-

. ,per~~ure onder 25° c word waarskynlik gedeeltelik veroorsaak deur die bloot­
st_!!.111 ing van die vesikels aan 2s0c tydens die bepal ing van die ATPase­
aH.iwiteit. Dit het tot gevolg dat die presiese temperatuur waarby CSR 
membraandeurlaatbaarheidsveranderinge begin, nie bepaal kan word nie . Dit is 
egter redelik seker dat di t onder 2s0 c begin. Die CSR membraan is dus baie 
sepsitiewer vir verhoogde temperature as SSR . 

. . , 
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In 'n poging om die 111eganisme betrokke by die temperatuur-geinduseerde mem-· 

braandeurlaatbaarheidsveranderinge te ondersoek is daar gebruik gemaak van 

rutheniumrooi. Rutheniumrooi is 'n bekende inhibeerder van Ca 2 +- vrystelling 

deur Ca 2+-vrystellingskanale in SSR en CSR (Miyamoto & Racker, 1981; 

Chamberlain et al., 1984) . Gewoonl ik word 10-20 µM rutheniumrooi gebruik ·oin 
+ -- •l .,., , 

Ca 2 -vrystelling te onderdruk (Chamberlain et al., 1984). Met 'n heelwat 
- - ~• ,.t _ ,i 

hoer rutheniumrooikonsentrasie naamlik 60 pM, maar met dieselfde rutheni um-
. ,;1 , 

rooi:prote'ienverhouding as Chamberlain et al. (1984), is 'n gedeeltelike 

herstel van die temperatuur-geinduseerde membraandeurlaatbaarheidsveranderinge 

by CSR verkry (Fig. 3. 13) . Bo 35°C kan 60 µM rutheniumrooi nie die deurlaat-
., , •1l••1 I 

baarheidsveranderinge herstel nie en is 'n skerp toename in ATPase-aktiwiteit 

aanwes ig. Hierdie skerp toename bo 35°c, is identies aan die reaksie'· va'h''.~SR 

ves i kel s op preinkubas i e by versk i1 l ende temperature soos getoon in Fi guur· ' 

3.12 . Die deurlaatbaarheidsveranderinge van CSR word egter ten volle opgehef 

deur 120 µ M rutheni umrooi. 
.• , , , ' 11f• 

In Figuur 3.14 ~iord getoon dat die onderdrukking van Ca 2 +-opname deur ' ph!r~~ 
.• \, .,., 

kubasie by 45 °c ook deur 120 µM rutheniumrooi herstel word . Die deurlaat- · '· 

baarheidsveranderinge wat deur 45°C veroorsaak word, word gedeeltelik herstel 

deur die temperatuur te verlaag na 25 °c. In Figuur 3.10 is getoon dat .. i·~~~~ 
0 + , •r 

basie by 45 C tot gevolg het dat alle vrye Ca 2 die vesikel verlaat. ln~ien. 

die vesikels egter na pre'inkubasie by 45 °c weer afgekoel word, kan dit weer 

'n redelike hoeveelheid Ca 2+ opneem (Fig. 3.14). 

Di t is al gemeen bekend da t se 11 ul ere membrane soos pl asmamembrane (Franson 

et al . , 1978), mitochondria (Cheah & Cheah, 1981) en endoplasmiese retikulum 

{Chien et al., 1980) intrinsieke fosfol ipase ensieme bevat. Die preinkubasie 

van CSR membrane by 45 °c kan dus membraan ._ beskadi gi ng deur vrye vetsure, 

afkomstig van fosfolipase-aktiwiteit, tot gevolg he (Fiehn & Hasselbach, 1970). 

Die byvoeging van nupercaine hidrochlorier:fl, 'n fosfolipase A-inhibeerder 

(Scarpa & Lindsay, 1972), het egter nie die verhoogde membraandeurlaatbaarhei d 

van CSR tydens preinkubasie by 45° c, verhoed nie (Fig. 3.14). Fosfolipase­

aktiwiteit speel dus nie 'n rol by die membraandeurlaatbaarheidsveranderi nge 
nie. 

Die hoe rutheni umrooi konsentras i e ( 120 µ M) wa t gebru i k is, het 'n a fname van 

20-25% in ATPase-aktiwiteit tot gevolg gehad (Resultate nie getoon) . Dit is 

egter bekend dat SR membrane nie so sensitief vir rutheniumrooi is as ander 

membrane soos mitochondria nie (Howell, 1982). Di t word ook bevestig deur 
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die 25% toename in die Ca 2 +-kapasiteit van CSR vesH,els wat met 120 µM 

~theniumrooi verkry is in Figuur 3.14. 

Q~~ 120 µM rutheniumrooi is veel hoer as die rutheniumrooikonsentrasies wat 
nodig is om Ca 2+-gestimuleerde Ca 2+-vrystelling te verhoed. Die beskadiging 
of blootle van die kanale kan van so 'n aard wees da,t meer rutheniumrooi ....... , + + 
benodig word, om die deurbeweeg van Ca 2 te verhoed, as tydens Ca 2 -gestimu-
le~r~e Ca 2 +-vrystelling. Die moontl ikheid bestaan dlus dat die hoe temperature 
die yry~tellingskanale kan beskadig. 

'111 I I • 

~ Die moontlikheid bestaan ook dat die temperatuur-geinduseerde membraandeur-
••t . 

.1,~ ~bailrheidsveranderinge, die gevolg is van nuwe poriee wat ontstaan in die 
.• ~l;!lllbraan. Die meganisme waarvolgens rutheniumrooi hierdie effek kan herstel 

I .. ' I ,~ 

is onseker. 
11!i. 

l 4 t1 ~;141. 

Aangesien 1 µM rutheniumrooi nie die SSR membraandeurlaatbaarheidsveranderinge 
by hoe temperature kan herstel nie, bestaan die moontlikheid dat die meganisme 
betro~ke by temperatuur-geinduseerde membraandeurlaatbaarheidsveranderinge by 
- 11 I • 1 • 

SSR verskil van die meganisme betrokke by CSR . 
.: ,. 

1i1~die~ Ca 2+-effluks of Ca 2+-vrystellings studies ged1oen word, moet daar met 
If ;p I ' 

1. 

groot versigtigheid gewerk word, sodat die SR vesike'ls nie vir lang tydperke 
~ Joi • 0 
bY, byv(!orbeeld 37 C (Nayler & Dresel, 1984) geinkube1~r word nie . Die tempe-
ratuur-geinduseerde membraandeurlaatbaarheidsveranderinge sal die resultate 
so verkry waardeloos maak . 

.., , 'I IJ, 
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HOOFSTUK 4 

INVLOED VAN pH OP DIE SR 

4.1 INLEIOING 

Om die SR membraan te bestudeer, is dit nuttig om die membraan bloot te ste~ 
aan veranderinge aan die omgewing waarin die SR vesikels voorkom. Di e .1, ,,·1 

reaksie van die SR op hierdie manipulasie kan dan nuttige inligting ve~~.f , 
oor die struktuur en funksionering van die SR. Indien daar kwalitatiew~, .. -. ,·: 
en kwantitatiewe verskille tussen SSR en CSR bestaan sou verwag kon wo~d ,d,at 
die reaksie van die SR membrane op die manipulasie verskillend sou wees., . ,,1 

Een verandering wat aangebring kan word, is die pH van die reaksiemengseJ ., ~ 

Die effek van pH-verandering op ensieme, word algemeen gebruik tydens ~·e : 
karakterisering van ensieme (de Meis & Inesi , 1982). Ensieme is baie afhank­
lik van die pH en die optimale pH van elke ensiem bepaal in watter omgew~-119 . ., 
die ensiem effektief kan funksioneer . By die SR speel die H+ 'n belangr·jce ,,•. 
rol omdat dit waarskynlik betrokke is by die eksitasie-kontraksiekoppe_lj11g1,1 · 

(lnesi, 1985). In 1970 het Nakamaru & Schwartz die moontlikheid dat die 
H+-konsentrasie die intraselluH!re Ca 2+-konsentrasie beheer, deur as bood-.,.r, 
skapper vir ca 2+-vrystellin9 op te tree, begin ondersoek. In 1972 vind hul.le 
dat 'n pH-verandering van 6,46 na 7,82 lei tot 'n vrystelling van 80-90 nmo~ 
Ca 2 +/mg proteien. Die geleiding van 'n depolarisasiegolf deur die intra- , ,1 

sellul~re membrane kan dus gepaard gaan met 'n verandering in pH in die o~­
gewing van die membrane. Die SR membraan is sensit,ief vir pH-veranderinge en 
dit het 'n verandering in die Ca2 +-deurlaatbaarheid tot gevolg (Nomura ,& 
Nakamaru, 1976; Dunnett & Nayler, 1979). Schneider & Chandler het reeds 
in 1973 gepostuleer dat protone 'n belangrike rol by die eksitasie-kontraksie­
koppeling speel. Hulle het beweer dat gelaaide groepe oor die T-buismembra~n 
beweeg tydens depolarisasie en dan deur middel van die SR-voetjies Ca 2+-, ry- : 
ste lling veroorsaak . 

I • , 

Die belangrikheid van protone is deur Shoshan et al. (1981) bevestig. HuJ~ • 
het gevind dat tydens Ca 2+-opname daar 'n H+-gradient oor die SR membraan 
ontstaan as gevolg van 'n uitruiling van Ca 2+ en H+. Hulle beweer dat die 

handhawing van hierdie H+- gradient die Ca 2+-vrystellingskanale geslote hou. 
lndien Ca 2+-vrystelling plaasvind, sal die vrygestelde Ca 2+ die kanaal sluit 
en sodoende toelaat dat die H+-gradient, as gevolg van die uitruiling van ea 2+ 

en H+, weer ontwikkel. Ca 2 +-vrystelling is deur Shoshan et al. (1981) bewerk-
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stellig deur die H+-gradient op te hef met die byvoeging van H+-ionofore in 
die reaksiemengsel. Tydens Ca 2 +-opname vind daar dus uitruiling van Ca 2 + 
en H+ plaas (Inesi, 1985; Yamaguchi & Kanazawa, 1985). Die uitruiling vind 
waarskynlik plaas om ·•n wanbelans van ladings oor die SR membraan te voorkom. 
Of hierdie uitruilingsproses siklies plaasvind en of dit noodsaaklik is vir 
die funksionering van die ATPase, is onseker. 

~ft is 'dus duidelik dat H+-ione 'n baie belangrike rol tydens die normale 
funksionering van die SR speel en moontlik betrokke is by die oordrag van die 
depdlarisasiegolf van die T-buis na die termina l e sisternae (Schneider & 
Chandler, 1973), die prikkeling van die SR om Ca 2 +-vrystelling te laat plaas­
v1n'd1 (Nakamaru & Schwartz, 1972) en moontlik by die beheer van die Ca 2 +­
vryste11 ingskanale (Shoshan et al., 1981). H+ is oo k moontlik betrokke by 
die i~~truiling met Ca 2+ om die elektrogeniese effek van die Ca 2 +-pomp te 
balanseer (Inesi, 1985). Daar bestaan egter nog baie onsekerhede en teen­
strydighede in die literatuur oor die moontlike rol van H+-ione. 

hH,.1 1• 

Varskeie navorsers beweer dat die effek van pH-verandering op die SR te klein 
en ·-te•lstadig is om 'n rol by eksitasie-kontraksiekoppeling te speel (Dunnet & 

Nay,l•l!r, '1979; Endo, 1977; Fabiato & Fabiato, 1979b). 
,:1 ., 

Die !S'lf}membraan is hoogs deurlaatbaar vir H+-ione (Inesi & Hill, 1983; 
·rhe>si ,'·1985; Yamaguchi & Kanazawa, 1985). As gevolg van hierdie H+-deur­
l hatbaarheid is dit onseker hoe dit moontlik is dat 'n H+-gradient, wat 
deur R+J. ionofore opgehef kan word, oor die SR membraan kan ontstaan, soos 
beweer ·deur Shoshan et al. (1981). 

Die optimale pH van SR Ca 2+-opname en ATPase-aktiwiteit soos gerapporteer in 
die flteratuu r varieer geweldig. Waardes wissel tussen pH 7,2-8,3 vir 
A'TP~se-aktiwiteit en pH 6,2-6,8 vir Ca 2+-opname (Carvalho & Leo, 1967; 
Nlilkam'art.1· & Schwartz, 1970; Sreter, 1969; Tate et al., 1981). Dit is duide­
lik lt'tat die optimale pH-grense vir Ca 2+-opname en die bepaling van die ATPase­
aktiwiteit van mekaar verski l (Tate et al., 1981). Die ATPase vertoon dus 
verskillende optimale pH-waa rdes afhangende van die spesifieke proses waarby 
die ~hs iem betrokke is. Die funksionele betekenis van hierdie skeiding in 
optimale pH is onbekend maar dit is 'n aanduiding van die belangrike rol wat 
H+ in die mikro-omgewing van die membraan speel. 
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Figuur 4.1: Effek van pH op die vrye ioonkonsentrasies van Ca 2+, Mg2+, EGTA en 

ATP in die standaard Ca 2+-opname reaksiemengsel. Reaks i emengsel: 

20 mM Tris-maleaat of Tris-HCl; 120 mM KCl; I mM CaCl,; 
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l mM EGTA; 10 mM K2C2lh0~; 2,5 mM MgCl, en 2,5 mM ATP . Die . 

vrye ioonkonsentrasies is teoreties bFeken met behulp va11·, 'ti" ;. 
rekenaarprogram wat ontwikkel is en d¼e dissosiasiekonstantl:s1·van 

Fabiato & Fabiato (1979a) gebruik. Di·e volgende vrye ioonkonseh­

trasies word getoon: ATP (o); Mg 2+ (o); EGTA (A) en Ca 2+ (•} . 



Om hierdie leemtes en onsekerhede op te klaar, sal daar in die toekoms meer 
aandag aan die effek van H+ op die SR en die karakterisering van die ATPase 
gegee moet word. Ander navorsing wat aandag geniet, is die rol van H+ 

tydens toestande van isgemie (Krause & Hess, 1984; 0kabe et al., 1985) en 
ook konfonnasieveranderinge van die ATPase as gevolg van pH-veranderinge 
(Meltzer & Bennan, 1984; Grassi de Gende & Alonso, 1985). Hierdie navorsing 
moet egter met groot versigtigheid aangepak word, aangesien die vrye Ca z+_ 
konsentrasie in die reaksiemengsel verander sodra die pH verander (Fabiato & 
Fabiato, 1979a). Hierdie verafutering in vrye Ca 2 +-konsentrasies kan een van 
die redes vir die teenstrydi9hede in die literatuur wees. 

Indien die effek van verskillende H+-konsentrasies op die SR bepaal word, 
moet die reaks iemengsel s dus telkens so verander word, dat die vrye Ca 2 +­
konsentrasie konstant b1y . 'n Verandering aan die vrye Ca 2+-konsentrasie 
sal op sigself 'n inv loed op die aktiwiteit van die SR he (Vianna, 1975; 
Levitsky et al., 1981). 0it 9ebeur egter dikwels dat pH-studies gedoen word 
sonder omfugepaardgaande vrye Ca 2~-konsentrasieveranderinge in ag te neem 
(de Meis & Inesi, 1982; Shigekawa et al . , 1976; Sreter, 1969). 

Om die effek van pH-veranderinge op die vrye ioonkonsentrasies in reaksie­
mengsels te bepaal, is 'n teoretiese studie gedoen met behulp van Fabiato & 
Fabiato (1979a) se dissosiasiekonstantes en sakrekenaarprogram wat oorgeskryf 
is vir 'n Hewlett Packard 86 8-rekenaar. Die vrye ioonkonsentrasies van Ca z+, 
Mg 2+, EGTA en ATP in die ca z+_opname reaksiemengsel is ondersoek (Fig. 4.1). 
Indien die pH van 5,6 verhoog word na 8,8 is daar relatief min verandering 
in die vrye konsentrasies van ATP en Mg 2+. Die vrye EGTA en Ca 2+-konsen­
trasies daal egter skerp. By pH 6,7 en 7,2 is die vrye Ca 2+-konsentrasie 
10 µMen 3 µM respektiewelik. 0it is dus duidelik dat die vrye Ca 2+-konsen­
trasie in die Ca 2+-opname reaksiemengsel drasties verander indien die pH 
verander . Vol gens Levitsky et al. (1981) is die optimale vrye Ca 2+-konsen-

,, . trasie vir Ca 2+-opname 3-10 ~Ca 2+-opnames word gewoonlik gedoen by pH 6,8 
· ,wat •'.n ,vrye Ca 2+-konsentrasie van 7,9 µMin die Ca 2+-opname reaksiemengsel 

tot gevolg het. Die boonste grens van die optimale vrye Ca 2+-konsentrasie 
(10 µM) word by pH 6,7 bereik en indien die pH laer daal, het dit 'n skerp 
toename in vrye Ca 2+ tot gevolg (80 µM Ca z+ by pH 5,6). Hoe vrye Ca 2+-

:. koMentrasies het die vanning van CaATP-komplekse tot gevolg wat met MgATP 
koqpeteer . Aangesien MgATP die substraat vir die ATPa se ensiem van SR is, 
sfcltl, 'n toename van CaATP 'n inhiberende effek op die ATP-hidrolise uitoefen 
(Vianna, 1975) . Die membraan se affiniteit vir CaATP is agt keer hoer as vir 
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Fi guur 4. 2: Effek van pH op die vrye ioonkonsentras i es van Ca 2 +, Mg 2+, EGTA 

en ATP in die standaard reaksiemengsel waarin die ATPase-aktiwi­

teit bepaal is. Reaksiemengsel: 20 mM Tris-maleaat of Tris-Hcl; 

120 mM KCl; 0,2 mM CaC1 2 ; 0,2 mM EGTA. 2,5 mM MgC1 2 ; 
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2,5 mM ATP en 5 mM NaN 3 • Die vrye ioonkonsentrasies is bereken 

met behulp van 'n rekenaarprogram wat ontwikkel is en d·ie disso­

siasiekonstantes van Fabiato & Fabiato (1979a) gebruik . Die 

volgende vrye ioonkonsentrasies word getoon: ATP(□); Mg 2 + (o); 
EGTA (.t.) en Ca 2 + (e). 



MgATP en 'n toename in vrye Ca 2+-konsentrasies inhibeer die ATP-hidrolise en 

Ca 2+-opname dus baie vinnig (Vianna, 1975). 

Indien die pH van die reaksien~ngsel hoer styg as 7,2, daal die vrye Ca 2 +­
konsentrasie laer as 3 µM . By pH 8,8 is die vrye Ca 2 +-konsentrasie slegs 
0,3 µM. Die vrye Mg 2 +-konsentrasie verander egter min indien die pH van 
die reaksiemengsel styg en by pH 8,8 is die vrye Mg 2• -konsentrasie 182 µM. 
Daar is dus 'n groot oom1aat vrye Mg 2+ in die reaksiemengsel, indien dit 
vergelyk word met die vrye Ca 2+-konsentrasie. Die kompetisie tussen Mg 2+ en 

Ca 2+ inhibeer die tempo van fosfoproteien vorming, ten spyte van die feit dat 
die SR se affiniteit vir Mg 2+ drie keer laer is as vir Ca 2+ (Vianna, 1975). 

Die Mg 2+ verhoog ook die dissosiasiekonstante vir die passiewe binding van 
Ca 2+ aan die SR (Vianna, 1975). lndien die pH van Ca 2+-opname reaksiemeng­

sels dus onder 6,7 daal of hoer as 7,2 styg, kan die vrye Ca 2+-konsentrasies 

die Ca 2+-opname nadelig beinvloed. 

Die vrye ioonkonsentrasies in die reaksiemengsel waarin die ATPase-aktiwiteit 
bepaal word, is ook onderhewig aan pH-veranderinge. 'n Teoretiese studie is 
uitgevoer om die effek van pH op die vrye konsentrasies van Ca 2+, Mg 2+, EGTA 

en ATP vas te stel (Fig. 4.2). Die vrye Mg 2+ en ATP-konsentrasies het nie veel 
verander nie, terwyl die vrye EGTA en Ca 2+-konsentrasies baie verander met 
pH veranderinge. By pH 5,6 is die vrye Ca 2+-konsentrasie 100 µMen by pH 8,8 

is dit 0,3 µM. 'n Vrye Ca 2+-konsentrasie van 1-3 µM word verkry tussen 
pH 7,2 en 7,8 wat volgens Krause & Hess (1984) die optimale vrye Ca 2+-konsen­

trasie vir die bepaling van die ATPase-aktiwiteit is. Die ATPase-aktiwiteit 
word bepaal by pH 7,4 wat 'n vrye Ca 2+-konsentrasie van 2 µMin die reaksie­

mengsel tot gevolg het . Sodra die pH in die reaksiemengsel buite die pH 7,2-
7,8 grense is, sal die vrye Ca 2+-konsentrasie 'n nadelige invloed op die 
ATPase-aktiwiteit uitoefen. 

"Hierdie effek wat pH-veranderinge op die vrye Ca 2+-konsentrasie het, kan 

mooritlik die verskillende optimale H+-konsentrasies verklaar wat in die 

• l'i'teratuur gerapporteer word. Hierdie studie is gedoen om die effek van die 
veranderende vrye ca z+ _konsentrasie met pH-veranderinge op die SR te ondersoek 

,, en om die optimale pH vir Ca 2+-opname en ATPase-aktiwiteit vas te stel. 
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Figuur 4.3: Effek van pH op die Ca 2+-opname van SSR en CSR in teenwoordig­

heid van K-oksalaat. Die Ca 2+-opnames is verkry in reaksie­

mengsels waarvan die vrye Ca 2+-konsentrasle konstant gehou is 

(SSR .o1. en CSR 6) en ook met veranderende vrye Ca 2+-konsent~asie 

as gevolg van pH veranderinge (SSR e en CSR o). 
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Reaksiemengsel : 20 mM Tris- maleaat of Tris-HCl; 120 mM Kq .• ,,,, 

l mM CaCl 2, 1 mM EGTA; 10 111M K2C2H20,; 2,5 mM MgC]z; 1,, 

2,5 mM ATP en 0,15 mg SR prote'ien/ml. Temperatuur 2s0 c.· In 
' · 

die gevalle waar die Ca 2+-konsentrasie konstant gehou is, is 

die reaksiemengsel telkens aangepas met behulp van 'n rekenaar­

progra111 wat ontwikkel ls en die dissosias iekonstantes van .. 

Fabiato & Fabiato (1979a) gebruik. Die vrye Ca 2+-konsentr~sje •-'i, 
is konstant gehou op 8,3 µM. 

Hi erdi e fi guur verteem,oordl g die resul ta te van se,~e afsonder-

1 i ke eksperilnente. 



4.2 Resultate 

4.2.l Effek van pH op die Ca 2 +-opname van SR in teenwoordigheid van K-oksalaat 

Om vas te stel of die veranderende vrye Ca2 +-konsentrasie 'n invloed het op 
die effek van pH op SR Ca 2 +-opname, is opnames gedoen in reaksiemengsels 
waarvan die vrye Ca 2 +-konsentrasies konstant op 8,3 µM gehou is. 0pnames is 
ook by verskillende pH-waardes gedoen in die standaard reaksiemengsel sonder 
om die vrye Ca 2 +-konsentrasie te beheer (Fig. 4.3). Die optimale pH vir SSR 
Ca 2 +-opname is in albei gevalle 6,8. Indien die vrye Ca 2 +- konsentrasie nie 
beheer word nie, is die SSR sensitiewer vir lae pH-waardes. 0nder pH 6,2 het 
dit betekenisvol verskil van die opnames waar die vrye Ca 2 +-konsentrasie 
konstant gehou is. Die optimale pH vir CSR Ca 2 +-opname is in albei gevalle 
7,0. Die CSR Ca 2+-opname is sensitiewer vi r lae pH-waardes, indien die vrye 
Ca 2 +-konsentrasie nie konstant bly nie . By pH 6,6 en laer het dit betekenis­
vol verskil van die opnames waar die vrye Ca 2+- konsentrasie konstant gehou 1s. 
Indien die SSR en CSR opnames met mekaar vergelyk word, is dit duidelik dat 
die CSR meer sensitief is vir pH-veranderinge as SSR. Indien die vrye Ca 2 +­
konsentrasie konstant gehou word, daal die CSR opname onder 50% van die 
maksimale opname sodra die pH laer as 6,6 daal of hoer as 7,6 styg. By beide 
hierdie pH-vlakke is die SSR opnames steeds 80% van die maksimale opname. 
Die optimale pH vir CSR Ca 2+-opname is ook 7,0 in vergelyking met die 6,8 van 
SSR. Die maksimale Ca 2+-opname van SSR was 980 nmol Ca 2+/mg proteien/min. 
en die van CSR 197 nmol Ca 2+ /mg proteien/min . 

4.2.2 Effek van pH op die ATPase-aktiwiteit van SR 

4.2 .'i. l Effek van pH op die ATPase-aktiwiteit van CSR 

Om Vas te stel wat die invloed van veranderende vrye Ca 2+-konsentrasie op die 
effek van pH op CSR ATPase-aktiwiteit is, is bepalings gedoen in reaksie­
mengs1els waarvan die vrye Ca 2+-konsentrasie konstant gehou is en ook in die 
standaard reaksiemengsel sonder om die vrye Ca 2+-konsentrasie te beheer 
(Fig'. 4.4). Die optimale pH vir CSR ATPase-aktiwiteit is in alle gevalle 7,6. 

lndien die vrye Ca 2+-konsentra si e in die reaksiemengsel konstant bly, vertoon 
dieJCSR ATPase ensiem oor wyer pH-grense nog hoe aktiwiteit . Met veranderende 

vrye Ca 2+-konsentrasie is die ATPase-akth1iteit by pH-waardes onder 7,1 en bo 
7,9 reeds laer as 50% van die maksimale aktiwiteit van 0,496 µmol Pi/mg 
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Figuur 4.4: Effek van pH op die Ca 2+-Mg2 +-afhanklike ATPase-aktiwiteit van 

CSR. Die A: Pase-aktiwiteit is bepaal in reaksiemengsels waarvan 
die vrye Ca 2+-konsentrasie konstant gehou is (.o.) en ook met 

veranderende vrye Ca 2+-konsentrasie as gevolg van pH veranderinge 

(o). Reaksiemengsel: 20 mM Tris-maleaat of Tris-HCl; 
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120 mM KCl; 0,2 mM CaCl2; 0,2 mM EGTA; 2,5 rnM MgCl,; 2,5 mM ATP; 

5 mM NaN, ; 5 11M A23187 en 0,2 mg SR prote'ien/ml. Temperatuur 25°C . 

l·lierdie figuur verteenwoordig die resultate van vyf afsonderlike 

eksperimente. 
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Figuur 4.5: Effek van pH op die Ca 2+-Mg 2+-afhanklike ATPase-aktiwiteit van 
SSR. Die ATPase-aktiwiteit is bepaal in reaksiemengsels waarvan 
die vrye Ca 2+-konsentrasie konstant gehou is (A) en ook met 
veranderende vrye Ca 2+-konsentrasie as gevolg van pH veranderinge 
(e ). Reaksiemengsel: 20 mM Tris-maleaat of Tris-HCl; 
120mMKCl; 0,2mMCaClz; 0,2mMEGTA; 2,5mMMgCl 2 ; 2,5mM 
ATP; 5 mM NaN 3 ; 20 µM A23187 en 0,2 mg SR proteien/ml. 
Ternperatuur 25°c. 
Hierdie figuur verteenwoordig die resultate van vyf afsonderlike 
eksperimente. 
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prote'ien/min. Indien die vrye Ca 2 +- konsentrasie egter konstant gehou word,., 
is die ATPase-aktiwiteit by pH 7,1 en 7,9 steeds 77% en 72% respekt ieweli k. , 
Met konstante vrye Ca 2 +-konsentrasie daal die ATPase-ak tiwiteit onder SOS , I· 

sodra die pH laer as 6,8 en hoer as 8,2 is. 
,, j,• ., 

4.2.2.2 Effek van pH op die ATPase-aktiwiteit van SSR 

Die invloed van veranderende vrye Ca 2 +-konsentrasie op die effek van pH oJ>I • 
SSR ATPase-aktiwiteit, is ondersoek. ATPase-aktiwiteit is bepaal in reaksie­
mengsels met konstante sowel as veranderende vrye Ca 2 +-konsentrasies (f.1g1 • • 4.S). 
Optimale pH in die reaksiemengsel met konstante vrye Ca 2 +-konsentrasi e· is··i7,6, 
maar met veranderende vrye Ca 2+-konsentrasie het die optimale pH na 7, ,1/ef'­

skuif. Met konstante vrye Ca 2 +-konsentrasie daal die ATPase-aktiwi te it 1 onder 
50% sodra die pH laer as 6,5 en hoer as 8,2 is. Die ooreenstelll1lende waardes 
met veranderende vrye Ca 2 +-konsentrasie is pH 6,2 en 7,9. Daar het dUs•1 'nr'l 

geringe verskuiwing na laer pH-waardes plaasgevind as gevolg van die ver~n~er­
ende vrye Ca2+ - konsentras i es. Die maks i ma 1 e ATPase-aktiwi teit van SSR ·wa s:' 1 

3,6 µ11101 Pi/1119 prote'ien/min. r,1 

4.3 Bespreking 

Die effek van pH op die SR is om verskeie redes in die verlede onde rsoeko: • .. 
Die reaksie van die ATPase ensiem op 'n pH-verandering kan meer lig werp op · 
die struktuur en funksionering van die SR en die karakterisering van die ,ITPase 
ensiem. Dit is ook van fisiologiese belang, omdat die pH wissel tydens die 
nonnale funksionering van die liggaam sowel as tydens toestande soos isg ie 
( Krause & Hess, 1984). Daar vi nd oak pH-veranderi nge in die mi kro-omgew11n1g11

• 

van die SR membraan plaas as gevolg van Ca 2+ en H+- uitruiling tydens Ca 2+_ '" 

opname (lnesi, 1985; Yamaguchi & Kanazawa, 1985). Die pH en die vrye ca•+~ . 
konsentrasie in die reaks i emengsel beinvloed oak mekaar se effek op die S~. 
Die pH be,nvloed die Ca 2+-affiniteit van die ATPas~ (Nakamaru & Schwartz, 
1970), terwyl die Ca 2+ die ATPase kan beskenn teen die effek van die H+ 
(Meltzer & Bennan, 1984). pH-studies word dikwels gedoen sonder om die ge­
paardgaande vrye Ca 2+ - konsentrasieveranderinge in ag te neem (Shigekawa ' 
et al., 1976). 

4.3.1 Invloed van vrye Ca 2+-konsentrasieveranderinge wat tydens pH-ver~hderinge 

voorkom, op die SR-aktiwiteit 

Die effek van die veranderende vrye Ca 2+-konsentrasie met pH-veranderinge is 
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duidelik sigbaar in Figuur 4.3. Beide SSR en CSR Ca 2 +-opnames is oenskynlik 
meer sensitief vir lae pH-waardes, indien die vrye Ca 2 +-konsentrasie nie 
beheer word nie. Sodra die vrye Ca 2+-konsentrasie styg as gevolg van 'n 
daling in pH, het dit 'n inhiberende invloed op die Ca 2 +-opname bo en behalwe 
die inhiberende effek van die dalende pH. Hierdie inhiberende effek van die 
verhoogde vrye Ca 2 +-konsentrasie is moontlik die gevolg van die vorming van 
CaATP-komplekse wat met MgATP kompeteer as substraat vir die ATPase ensiem. 
Die daling in vrye Ca 2 +-konsentrasie by hoer pH-waardes het nie die verwagte 
eiifek .. op die Ca 2 +-opname gehad nie. Moontlik is die tempo van fosfoproteien 
,vonni'ng nie so nadelig deur die vrye Mg 2 +-konsentrasie getref nie. Die 
op\imaJe pH van beide SSR en CSR Ca 2 +-opname is nie deur die vrye Ca 2 +_ 

, ,: konsentrasie verander nie, aangesien die vrye Ca 2 +-konsentrasie by pH 6,8 en 
7.~ ooderskeidelik 5 en 8 IJM is . Dit val binne die optimale vrye Ca 2 +-kon­
sentrasiegrense van 3-10 µM. 

Di~ •ATPase-aktiwiteit om beide SSR en CSR is deur die verandering in vrye 
·, Qil~;~konsentrasie wat voorkom tydens pH-verandering, beinvloed. Die optimale 

pH v~n -CSR ATPase-aktiwiteit na~mlik 7,6 is nie deur die veranderende vrye 
Ca 2 +-konsentrasie beinvloed nie (Fig. 4. 4) . 'n Styging sowel as 'n daling 
in die vrye Ca 2 +-konsentrasie het 'n addisionele inhiberende effek op die 
ATPase-aktiwiteit van CSR. Hierdie inhiberende effek is waarskynlik as gevolg 
van die vorming van CaATP-komplekse indien die pH daal en 'n hoe Mg2 +:Ca2+­
verhauding wat die tempo van fosfoproteien vorming benadeel indien die pH 
sty,g., In teens telling met die Ca 2+-opname word die ATPase-aktiwiteit van 
,c:i~ nadelig getref deur 'n daling in die vrye Ca 2 +-konsentrasies. 

J , t. 

In~ii#.n ,die vrye Ca 2+-konsentrasie in die reaksiemengsel waarin die SSR ATPase­
a~~1ij\'/,i,~eit bepaal is, nie beheer word nie, verskuif die optirnale pH van 7,6 

na 1,4,,{fig. 4.5). Hoewel klein, kom hierdie verskuiwing na links regdeur 
di~ ,pH-spektrum van pH 5,6 tot 6,8 voor . Met konstante vrye Ca 2+-konsentra­
si~- hidroliseer die ATPase ensiem ATP dus optimaal by 'n effens meer alkalie­
se pH . . 

Dit ,is dus duidel ik dat indien die pH van reaksiemengsels verander word, die 
gepaa dgaande veranderinge in vrye Ca 2+-konsentrasies verskillende effekte op 
die aktiwiteit van die SSR en CSR het. Geen studie oor die invloed van pH 
op SR membrane kan dus uitgevoer word sonder dat die vrye Ca 2+- konsentrasie 

.,_ bem1al en konstant gehou word nie. 
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4.3.2 Vergelyking van di e invloed van pH op SS R- en CSR- aktiwiteit 

lndien die vrye Ca 2 +- konsent rasi es in die reaks iemengse l s kons tant gehou 

word, is dit duidelik dat die SSR en CSR verskillend reageer met pH-ve rander~ 

inge. 

Die maksimale Ca 2 +-opname en ATPase-aktiwiteit verkry met CSR by die opti n\ale 

pH is heelwat laer as die mak s imale aktiwiteit van SSR. Dit beves ti g Ifie ·; ,, 

bevindinge van Hoof stuk 3 dat daar kwantitatiewe vers kille bestaan tusseh d~~ 

ATPase van SSR en CSR . 

Uit Figure 4. 3, 4.4 en 4.!:i , i s dit duidelik dat die CSR meer sensiti ef ·• 1rs ' I, l 

vir 'n lae pH in di e rea ksi emengsel . Die CSR Ca 2+-opname daal skerp indien 

die pH afwyk van die optimale pH van 7,0 . Hierteenoor word die Ca 2 +-opnattle''· 

van SSR nie so nadelig beinvloed deur pH-veranderinge nie (Fig. 4. 3). o-te ., ., 

CSR Ca 2+-opname daal onder 50% van die maks imale opname indien di e pH laer ·• 1
• 

as 6,6 daal of hoer as 7,6 styg . By hierdie pH-vlakke is die SSR Ca 2+-opnail'e 

steeds 80'.t van die maks imale opname. Hierdie hoer sensitiwiteit du i op · .,., ·,' 

kwantitatiewe verskille tussen SSR en CSR. Die optimale pH van SSR ca a+_ 

opname (6,8) verskil van die optimale pH van CSR Ca 2+-opname (7,0) wat ook •'•' 

op moontlike kwantitatiewe verskille dui . ··· 11· 

,.,: 1j1\ 

Die invloed van pH op die ATPase-aktiwiteit van SSR en CSR kom baie ooteeil 

veral by hoer pH- vlakke (Fig. 4.4 + 4.5) . Die optimale pH met konstant'e 

vrye ca 2+-konsentrasi es is i n albei gevalle 7,6. Tussen pH 7,2 en pH 6:o··,s 
daar 'n vinniger afname in CSR ATPase-aktiwiteit as by SSR ATPase-aktiwi te'ft'; 

Dit wil dus voorkom asof die CSR veral vir hoe H+-konsentrasies sensitief i 's .. ' 

en ontkoppeling van Ca 2+-opname en ATPase aktiwi t eit as gevolg van pH-verlander­

i nge, vind makliker plaas in vergelyking met SSR. Hierdie hoer sensitiwfti!'it' 

dui, soos by die Ca 2+-opname, op kwantitatiewe verskille tussen die ATPas~ van 
SSR en CSR . Hierdie verskille kan veroorsaak wor d deur molekulere st rukt'uu~ 

vers kille tussen SSR en CSR ATPase of orientasievers kille van die ensie111110le­
kule in die SR membraan . 

••; 
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HOOFSTUK 5 

INTERAKSIE TUSSEN TRITON X-100, A23187 EN DIE ATPase VAN SSR EN CSR 

5.1,. , Jnl eiding 

Uit die literatuur is dit duidelik dat die lipiedsamestelling van SSR en 
C~&.~nlbrane verskil (Chamberlain et al., 1983) en dat die vloeibaarheid van 
die J~piedannulus van die ATPase proteien, die toeganklikheid van die ATPase 
,_y.iir ,f;ripsienvertering beinvloed (Blazyk et al., 1985). Uit die resultate van 
Hoofstuk 3 blyk dit dat die lipiedannulusse van SSR en CSR ATPase moontlik 
van mekaar verskil en dat die CSR ATPase meer blootgestel is aan eksteme 

faktore • 

.. . 1 ii 

~rgense word dikwels gebruik om fosfolipiede in die SR membraan te vervang 
en s~,1meer inligting te bekom oor die interaksie tussen die fosfolipiede en 
di ~A!Pase proteien (Dean & Saurez, 1984). Een van die detergense wat die 
•~~\~ gebr.uik word is Triton X-100. Triton is 'n nie-ioniese detergens wat 
geen kP,~formasieverandering aan die ATPase proteien veroorsaak of geen dena­
turering laat plaasvind nie (Helenius & Simons, 1975). Die rede hiervoor is 
dat iTriton 'n rigiede en groot apolere deel besit wat nie die hidrofobiese 
areas van die proteien kan binnedring en denaturering veroorsaak nie 
(Helenius & Simons, 1975). Indien die vrye Tritonmonomeerkonsentrasies baie 
hoog?a~ styg, kon denaturering van die proteien wel plaasvind. Dit vind 
egter .Jli.e ,plaas nie aangesien die monomere i n miselle ingebou word sodra die 
Tritq,i~pr;i,s_entrasies 2,4 x 10-"M bereik (Helenius & Simons, 1975). 'n Verdere 
"'.~r;.~~}, i.s dat Triton die ATPase-aktiwiteit verhoog met 80% in vergelyking 
~\ ¥q~r. detergense soos Brij 58 en Brij 35 wat slegs 'n 10% verhoging tot 

. ~~vol~, h~t (Dean & Saurez, 1984). Die hoe aktiwiteit wat verkry word met 
Tr,i~Pfh is_ waarskynlik omdat Triton aan al die beskikbare amfifiele setels 
.?P., ~i~. /\TPase proteien bind en ook instaat is om die proteien-proteieninter­
ak~1j1e, ,t:e breek om ATPase monomere te lewer (Dean & Saurez, 1984). 

Helenius & Sin~ns (1975) beskryf die interaksie tussen Triton en sellulere 
membrane soos volg: 
Indien Triton in lae konsentrasies teenwoordig is in 'n reaksiemengsel kom 

dit as monomere in die reaksiemengsel voor. Van die Tritonmonomere word 

ingebou in die l ipiedlae van die membraan sander om die membraan op te breek. 
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By hoer Tritonkonsentrasies word Tritonmiselle gevorm . Die konsentrasie ·· 1 

waarby die miselle begin vonn staan as die kritiese mi selkonsentrasie 1 · ' 

bekend en vir Triton is dit 2,4 X 10-'M of 0,016% in water . Die miselle 

word gevorm met die hidrofobe groepe van Triton na binne en die hidrofi·ele- •,r 

of polere groepe na buite. Detergensmonomere is teenwoordig in die mentiraMt· 

terwyl miselle ook teenwoordig is in die reaksiemengsel. Met hoer Trito~·1 

konsentrasies word alle fosfolipiede ingebou in die miselle . Die sfe ri •ese, 1
i 

vorm van suiwer tritonmi se 11 e is die 9evo l 9 van die tritonmo 1 ekuul se \.ti gL•-1 1 

vorminge konformasie. Gemengde miselle van Triton en fosfolipiede i s eli'l')t'il!s 

met Triton ingebou in die ronde punte. Die miselle verklein indien die •· 11 ;,, 

Tritonkonsentras ie verhoog word. 

Triton veroorsaak die vervloeing van die SSR menbraan en dit geskied soos 

volg: 
Met 'n Tritonkonsentrasie van 2 x 10- 5 M (0,0007%) is ongeveer 10 molekule: ,, · 1 

Triton gebind aan elke ATPase proteien (McIntosh & Ross, 1985) . 'n Triton­

konsentrasie van 1 x 10-' M (0,007%) het min effek op die funksione ri ng ·•vili'I" "' 

geisoleerde SSR (Prado et al . , 1983). Min morfologiese veranderi nge kan ·waar­
geneem word met tot 8 x 10-'M (0,05%) Triton (Prado et al . , 1983). Die ATPai e­

aktiwiteit neem egter toe as gevolg van die vervloeing van die membraan wat 
tussen 0,04 en 0,08% plaasvind (McIntosh & Ross, 1985) . Met 'n Tritonkdns ri­
trasie van 2 x 10-"M (0,013%) in die reaksiemengsel is daar reeds 110 molekule 

Triton gebind aan die ATPase proteien en met 0,1% Triton is 36% van die fosfo­

lipiede reeds vanuit die membraan verplaas (McIntosh & Ross, 1985). Met 

Tritonkonsentrasies hoer as 10- 3M (0,6 %) het die meeste fosfolipiede vervloei 

en 90% van die ATPase molekule is in monomeervorm (McIntosh & Ross, 1985). 

Triton vervang dus die lipiede om die hidrofobiese deel van die ATPase en 

daarom reageer die ensiem soos die intakte ensiem in die membraan en is dit 

nog aktief (Helenius & Simons, 1975). Die Triton kan egter nie die ensiem­

struktuur stabiel hou nie en daar moet dus 'n spesifieke fosfolipied-ATPase­

i nteraksie in die intakte SR membraan bestaan wat die ATPase stabiliseer 

(McIntosh & Ross, 1985). Twee klasse bindingsetels kom op die ATPase voo;i 
1 

waaraan Triton bind. By konsentrasies laer as die kritiese miselkonsent rasiii 1 

bind Tri ton aan 35-40 bi ndi ngsete 1 s op die ATPase om die nonna le ATPase- ... \ 

akt i witeit van die SR te lewer. Dit is dieselfde aantal bindingsetels as 'die 

aanta l fosfolipiede wat bind aan die ATPase proteien. Die moontlikheid be­

staan dus dat Triton en die fosfolipie de aan dieselfde bindingsetels bind. 
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Die fosfolipiede bind egter met 'n hoer affiniteit aan die setels (McIntosh & 
Ross, 1985). 'n Addisionele 70 Tritonmolekule bind aan die ATPase sodra die 
kritiese miselkonsentrasie bereik word (McIntosh & Ross, 1985). 

Trito~ verhoog die membraandeurlaatbaarheid van die SR vesikel en dus verhoog 
d~-e. ATPase-aktiwiteit ook . Di t bemoeil i k die bestudering van die effek van 
Triitonbinding en die vervanging van fosfolipiede op die ATPase-aktiwiteit. 
Di,t --i.s , dus be langrik dat SR vesikels gebruik word wat vooraf ten vol le deur­
laa.tjba.ar vir Ca 2+ gemaak is. Die byvoeging van 'n Ca 2+-ionofoor verseker dat 

,•:fHcfr ll!!Sikels deurlaatbaar is vir Ca 2+ (Berman , 1982). Die tempo van ATP­
hidrolise kan dus onder verskillende kondisies en met verskillende Triton­
konsentrasies bestudeer word sonder dat veranderende ATPase-aktiwiteit enige 
rol speel. Die ionofoor verhoed dat daar 'n Ca 2+-gradient oor die SR membraan 
ontst~an tydens Ca 2+-opname in afwesigheid van oksalaat (Chiesi, 1979). Dit 
is bekend dat die Ca 2+-gradient wat tydens Ca 2+-opname ontstaan, 'n inhibe­
rende · invloed het op die hidrolise van ATP deur ATPase (Inesi & Hill, 1983) . 

i,1 f ,. 

Hier:~ ·-e: ionofore is antibiotikums wat geisoleer word uit bakteriee en in 
.. fitM,t .,i.s om katione deur die membraan te transporteer (Windholz et al., 1983) . 
-Y~l~ens Scarpa et al. (1972) kan ionofore in twee klasse ingedeel word: 

J b ~t t, 1 

. iJ.i .-, fleµ.trale ionofore met sikliese konfigurasies soos valinomisien wat K+, 
+ + 

,_, 1.,.i ., 1Rb en Cs oor lipiedmembrane transporteer. 

ii) ~l~~trogeniese ionofore met liniere konfigurasies wat negatief gelaaide 
, 1 ,groepe bevat en betrokke raak by kompl eksvorming met katione byvoorbeel d 

x~i?A wat mono- en divalente katione bind. 

Die ~~e ionofore wat die meeste gebruik word is X537A en A23187 (Hasselbach 
et al 1., J983). Beide X537A en A23187 het geen effek op die elektronmikrosko­
piese vo~rkoms van die SR membraan nie (Scarpa et al., 1972). In teenstelling 
met and~r ionofore, onderdruk die twee ionofore nie die ATP onafhanklike 
bindin~ van Ca 2+ deur die SR nie. X537A en A23187 vorm lipofiele komplekse 
met qjv~lente katione en fasiliteer so die beweging van ione oor die membraan 
(~f a~~~ .et al., 1972). In teenwoordigheid van 'n ionofoor word alle Ca 2+ 
vinnig vanuit gelaaide SR vesikels vrygestel (Bennan, 1982). Ca 2+ wat in 

tee woordigheid van oksalaat gelaai is beweeg egter nie uit die SR vesikel 
indien 'n ionofoor by die reaksiemengsel gevoeg word nie (Sulakhe & Sulakhe, 
1979). 
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Volgens Bennan (1982) en Klausner et al. (1979) is daar drie moontlike 

megani smes waarvolgens die t onofoor kan funksioneer: 

i) Die ionofoor vonn 'n kanaal deur die l i piedmembraan onafhanklik ·van 

die ATPase proteien. 
,, 

ii) Die ionofoor los op in die fosfolipiedannulus van die ATPase er, die ' 

interaksie tussen die ionofoor en die ATPase geskied by die protei-en- ·· 

lipiedraakvlak. · 1 l\ 
I'• 

iii) Die ionofoor reageer direk met 'n hidrofobiese bindingsplek of kanaal 

in die ATPase proteien . 
.,, 

Die effek wat die ionofoor op die ATPase proteien het is egter nog kontrove'f'l 

s ieel. Die eenvoudigste verklaring vir die funksionering van die ion'ofoo'r ' ~s 

dat dit optree as Ca 2+-draer oor die lipiedlae van die SR membraan soniler om 

die ATPase protefen direk te affekteer (Hasselbach et al., 1983). Daar •is'"' 

egter al gerapporteer dat sekere ionofore membraanproteiene direk affekt~ r :,• 
Spesifieke interaksie tussen A23187 en die i ntrinsieke proteiene in die 1imfd­

sietmembrane is gevind deur Klausner et al. (1979). lnteraksie tussen valino­

misien, 'n K+- ionofoor, en die SSR ATPase is ook gerapporteer (Davi dson ''& ... :, 

Berman, 1985). 

Daar is ook gerapporteer dat 'n kombi nasie van 40µM X537A en Triton X- 100 in 

die konsentrasiegrense van O - 0,3 mg Triton/ml, 'n skerp afname in die SSR ' 

ATPase-aktiwiteit tot gevolg het (Hasselbach et al., 1983). By hoer Triton- 1; 

konsentrasies word die nonnale ATPase-aktiwiteit weer herstel. Hassellta'ch '' 

et al. (1983) het beweer dat hierdi e verskynsel uniek is aan X537A en nie 

deur A23187 in teenwoordigheid van Triton veroorsaak word nie. Hierdie inhi~ 

berende effek of "inhibisiegebied" kan vol gens Hasselbach et al . (19B3) nie1 1 

deur hoer Ca 2 +-konsentrasies uitgeskakel word nie. Mclnto~Ross (1985) 

het egter met A23187 en Triton ook 'n inhibisiegebied waargeneem i n die SSR 

ATPase aktiwiteit . 

In hierdie studie is daar gepoog om hierdi e kontraversiele bevindinge te 

ondersoek en meer lig op die meganisme betrokke te werp. Daar is ook gepoog 

om vas te stel of dieselfde verskynsels by CSR voorkom en dit sodoende as •n · 

parameter te gebrui k 0111 die struktuur-funksieve1"/antskap tussen SSR en CSR te 

vergelyk. 
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5.2 Resu l tate 

5.2 . 1 Oplosbaarheid van SSR en CSR in Triton X-100 

Die ~yvoeging van 10- 6M Triton by SSR toon 'n toename in die optiese digtheid 
gevolg deur 'n skerp afname in optiese digtheid met hoer Tritonkonsentrasies 
(Fig. 5.1). In teenwoordigheid van 10- 3M Triton is die optiese digtheid 
slegs 17% van die optiese digtheid in afwesigheid van Triton. Die byvoeging 
val), T,ri,ton by CSR het 'n geleidel ike afname in optiese digtheid tot gevolg 
(Fig. 5.1) . In teenwoordigheid van IO- 3M Triton is die optiese digtheid 
steeds 50% van die oorspronklike optiese digtheid in afwesigheid van Triton. 

5.2.2 Invloed van A23187 en Triton op die SSR ATPase-aktiwiteit 

D~ ,i{ll>l, loed van 20µM A23187 en verskillende Tritonkonsentrasies op SSR 
ATPi$e.aktiwiteit word in Figuur 5.2 getoon. In Figuur 5. 2A is die effek van 
V.fffskillende Tritonkonsentrasies bepaal in afwesigheid van A23187. As gevolg 
van .. ,'n toename in Tritonkonsentrasies neem die ATPase-aktiwiteit toe met 250% 
g~yolg deur 'n inhibisiegebied in teenwoordigheid van 0, 1% Triton met 'n 
~i?-\h1g van 181: in ATPase-aktiwiteit . Hierdie inhibisiegebied in afwesigheid 
~~o ,A23187 kan nie met hoer Ca 2 +-konsentrasies uitgeskakel word nie (Resultate 
nie ge~qon). In teenwoordigheid van 2011M A23187 kom 'n groot inhibisie van 
ATPase-aktiwiteit voor in teenwoor~igheid 0,03 - 0,04% Triton (Fig. 5.2B). 
Die ATPase-aktiwiteit daal met 61% en herstel by hoer Tritonkonsentrasies 
v,qlle~ig. Deur die temperatuur van 25°c te verhoog na 35°C word 'n tweede 
in~:ibisiegebied by o,oa,: Triton verkry in teenwoordigheid van A23187 (Fig. 5.2C). 
Di_ ,c~~rs_te, inhibisiegebied by 35°C begin reeds by laer Tritonkonsentrasies en 
'n ~ \" ~g van 52% in ATPase-aktiwiteit word gevolg deur 'n volledige herstel. 
Die tr ,eede inhibisiegebied vertoon 'n 6U daling in ATPase-aktiwiteit gevolg 
deu,r . ,' n, hers tel van 80:t: . Triton in afwesigheid van A23187 het geen inhiberende 
effek ,op geisoleerde ATPase nie (Fig. 5.2D). In teenwoordigheid van beide 
Triton en A231B7 word die ATPase-aktiwiteit van die geisoleerde ATPase onder­
druk . 'n Afname van 59% kom voor tot by 'n Tri tonkonsentras i e van O ,075% ge-
vol g deur 'n geringe verdere afname by hoer Tritonkonsentrasies. 

5.2.3 Invloed van A23187 en Triton op die CSR ATPase-aktiwiteit 

Om vas te stel of dieselfde inhibisiegebiede by die intakte CSR membraan voor­

kOIIJ. is ~ie effek van 5µM A23187 in teenwoordigheid van verskillende Triton-
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Figuur 5.1: Oplosbaarheid van SSR en CSR in Triton X-100. Eksperimentele 
prosedure word beskryf in Hoofstuk 2: Metodes en materiaal. 
Die optiese digtheid in afwesigheid van Triton is as 100% 
geneem. Oplosbaarheid van SSR (e ) en CSR (0 ) word getoon. 
Hierdie figuur verteenwoordig die resultate van drie afsonder­
like eksperimente. 
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Figuur 5.2: Invloed van A23187 en Triton op die SSR ATPase-aktiwiteit. 

Die invloed van Triton in afwesigheid van A23187 by 35°C word 

getoon (A). B en C verteenwoordig die effek van 20 µ M A23187 

in teenwoordigheid van Triton op die ATPase-aktiwiteit by 25°c 

en 35°c respektiewelik. Die invloed van Triton op geisoleerde 

ATPase by 35°c word ook getoon in afwes igheid ( ■) en in teen­

woordigheid (o) van 20 µM A23187. Die reaksiemengsel het be­

staan uit: 20 mM MOPS, pH 7,4; 120 mM KCl; 0,2 mM CaC1
2

; 

0,2 mM EGTA; 2,5 mM MgCh; 5 mM NaN,; 2,5 mM ATP en 0,3 1119 

SR proteien/rnl. llierdie figure verteenwoordig die resul tate 

van tussen drie (Fig. 5.2 A en 0) en agt afsonde r l ike eksperi­
mente (Fig. 5.2 8 en C). 
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Figuur 5.3: lnvloed van A23187 en Triton op CSR ATPase-aktiwiteit. Die 

invloed van 5 µM A23187 in teenwoordigheid van Triton by 2s0 c 
(A) en 35°c (B) word getoon. Reaksiemengsels soos beskryf in 

Figuur 5.2 is gebruik. Die figure verteenwoordig die resultate 

van sewe afsonderlike eksperimente. 
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• • 'Figuur 5.4: lnvloed van vrye ca•+-konsentrasie op die SSR ATPase-aktiwiteit 
in teenwoordigheid van 20 µM A23187 en verskillende Triton­
konsentrasies. Oie invloed van die volgende vrye ca•+-konsen­
trasies word getoon: 4 x 10-6 1◄ (,c), 6 x 10-'M (6) en 2 x 10- 5 M 

(e ). Die reaksiemengsel soos beskryf in Figuur 5.2 is telkens 
aangepas om die gewensde vrye ea•+-konsentrasie te lewer. Hier­
die aanpassings is gedoen met behulp van 'n rekenaarprogram wat 
ontwikkel is en die dissos iasiekonstantes van Fabiato & Fabiato 

(1979a) gebruik. Temperatuur = J5°C. Die ATPase-aktiwiteit van 

elke reeks in afwesigheid van Triton is as 100% geneem. Hierdie 
figuur verteenwoordig die resultate van vier afsonderlike eksperi­
mente. 
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konsentrasies op die CSR bepaal (Fig. 5.3) . Dieselfde patroon van !nhibisie­
gebi ede, naaml i k een by 25 °c en twee by 35 °c is met CSR verkry. Sl egs 
5µM A23187 is nodig en die Tritonkonsentrasies waar die inhibisiegebiede voor­
kom is tien keer laer. By 25 °C kom die inhibisiegebied voor tussen 0,003 en 
0,005% Triton (Fig. 5. 3A) en 'n afname van 56% word gevolg deur 'n volledige 
herstel in ATPase-aktiwiteit. By 35 °C kom 'n tweede inhibisiegebied by 0,008% 
Triton voor (Fig. 5.38). Die eerste inhibisiegebied vertoon 'n daling van 41% 
in ATPase-aktiwiteit. Die tweede inhibisiegebied vertoon 'n 53% daling gevolg 
deur 'n 85% herstel in ATPase-aktiwiteit. Soos by SSR begin die eerste inhi ­
bisiegebied by 35°c by laer Tritonkonsentrasies. 

5.2.4 Invloed van vrye Ca 2+-konsentrasie op die SSR ATPase-aktiwiteit in teen­
woordigheid van 20µM A23187 en verskillende Tritonkonsentrasies 

Seide die inhibisiegebiede soos verkry in Figuur 5.2C is sensitief vir Ca 2 + 
en is uitgeskakel deur die vrye Ca 2+-konsentrasie in die reaksiemengsel te 
verhoog (Fig. 5.4). Uit Figuur 5.4 is dit duidelik dat die tweede inhibisie­
gebied meer sensitief vir Ca 2 + is en uitgeskakel is deur ' n vrye Ca 2+-konsen­
trasie van 6 x 10- 6M terwyl die eerste inhibisiegebied eers by 2 x 10- 5M vrye 
Ca 2+ uitgeskakel is . 

5. 2.5 lnvloed van vrye Ca 2+-konsentrasie op die CSR ATPase-aktiwiteit in 
teenwoordighei d van 5µM A23187 en verski 11 ende Tri tonkonsentras ies 

By CSR word die inhibisiegebiede ook deur hoer Ca 2+-konsentrasies uitgeskakel 
rmar heelwat laerea 2 +-konsentra siesis nodig, naamlik4x 10- 6 M Ca +skakeldie· 
tweede inhibisiegebied uit en 6 x 10- 6M Ca 2 + die eerste inhibisiegebied (Fig. 5.5). 

5. 2.6 Lineweawer-Burke-grafieke van die invloed van vrye Ca 2+-konsentrasies 
op die SSR ATPase-aktiwiteit in teenwoordigheid van A23187 en verskil­
lende Tritonkonsentrasies 

Figuur 5.6 toon die invloed van verskillende vrye Ca 2+-konsentrasies op die 
SSR ATPase-aktiwiteit in teenwoordigheid en afwesigheid van 5µM A23187. Die 
teenwoordigheid van 5µM A23187 versnel die ATPase-aktiwiteit aansienlik en die 
snypunt van die twee reguit lyne val op die X-as . 

Uit Figuur 5.7 is dit duidelik dat Triton in afwesigheid van 'n ionofoor 'n 
stimule rende effek op die ATPase-aktiwiteit het. Die snypunte van die twee 
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I nvl oed van vrye Ca 2 + -konsentras i e op die CSR ATPase-ak tiwitei t 

in teenwoordigheid van 5 µM 1123187 en verskillende Tritonkonsen­

trasies. Die invloed van die volgende vrye Ca 2 +-konsentrasies 

word getoon: 2 x 10- 6 M (A), 4 x 10- 6 M (B) en 6 x 10- 6 M (C). 

Die reaksiemengsel soos beskryf in Figuur 5.2 is telkens aange­

pas om die gewensde vrye Ca 2 +-konsentrasie te lewer. Hierdie 

aanpassings is gedoen met behulp van 'n rekenaarprogram wat ont­

wikkel is en die dissosia siekonstantes van Fabiato & Fabiato 

(1979a) gebruik. Temperatuur = 35°c. Die ATPa se-aktiwiteit van 

elke reeks in afwesigheid van Triton is as !DD% geneem. Hierdie 

figuur verteenwoordig die resultate van vyf afsonderlike eksperi­

mente. 
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Figuur 5.6: Lineweawer-Burke-grafiek van die invloed van verskillende vrye 
Ca 2+-konsentrasies op die SSR ATPase-aktiwiteit in teenwoordig­
heid van 5 µM A23187. Reaksiemengsels soos beskryf in Figuur 5.2 
is telkens aangepas om die gewensde vrye Ca 2+-konsentrasie te 
lewer. Hierdie aanpassings is gedoen met behulp van 'n rekenaar­
program wat ontwikkel is en die dissosiasiekonstantes van 
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Fabiato & Fabiato (1979a) gebruik. Geen Triton is bygevoeg nie. 
Temperatuur = 35°c. Die bepalings is gedoen sonder ionofoor (0) 
en in teenwoordi ghei d van 5 tJM A23107 (><). Mi erdi e fi guur ver­
teenwoordl g die resultate van drie afsonderl ike eksperimente. 
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Figuur 5.7: Lineweawer-Burke-grafiek van die invloed van verskillende vrye 

ca2 +-konsentrasie op die SSR ATPase-aktiwiteit in teenwoordigheid 

van 0,U Triton. Reaksiemengsels soos beskryf in Figuur 5.2 is 

· •"• telkens aangepas om die gewensde vrye Ca2 +-konsentrasie te 

1 ewer. Iii erdi e aanpass f ngs is gedoen met behul p van 'n rekenaa r­

program wat ontwikkel is en die dissosiasiekonstante van Fabiato & 
Fabiato (1979a) gebruik. Geen ionofoor is bygevoeg nie en die 

temperatuur = 35°C. Die bepalings is gedoen sonder Triton (0 ) en 

in teenwoordigheid van 0,1% Triton (□). Hierdie figuur verteen­

woordi g die resul tate van drie afsonderlike eksperimente. 
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Ca 2+ -konsentras i es op die SSR ATPase-ak tiwi teit in teenwoordi 9~ :: 

heid van 10 µM A23187 en Triton. Reaksiemengsel s soos beskryf' ' • 

in Figuur 5.2 is telkens aangepas om die gewensde vrye caz+_ , ' 1 

konsentrasie te lewer. Hierdle aanpassings is gedoen met behulp 

van 'n rekenaarprogram wat ontwikkel is en die dissosiasie~ ' ,, : 

konstantes van Fabiato & Fabiato (1979a) gebruik. Temperatuur '·= 

35°c . Die bepalings is gedoen sonder Triton (0 ) en in teenwoor­

digheid van 0,01% Triton (>< ) en 0,035% Triton (t.) . Hierdi-e figuur . 

verteem-,oordig die resultate van vier afsonderl ike eksperi111ente,. , 



reguit lyne val op die Y-as . Indien Triton en A23187 gelyktydig in die 

reaksiemengsel teenwoordig is word 'n inhibering van die ATPase-aktiwiteit 
waargeneem (Fig. 5.8). Die snypunte van die drie reguit lyne val op die 

Y-as. 

5.3 Bespreking 

Tydens hierdie studie is daar ondersoek ingestel na die kontroversiele be­
vindinge wat gerapporteer is oor die effek van die ionofoor A23187 op die SR 
mentiraan in teenwoordigheid van Triton X-100 en is die effek van die ionofoor 
op SSR en CSR ATPase met mekaar vergelyk. 

5.3.1 Oplosbaarheid van SSR en CSR in Triton X-100 

Uit Figuur 5.1 is dit duidelik dat die SSR n~er geredelik oplos in Triton. 
In teenwoordigheid van 10- 3 M Triton is die SSR reeds byna volledig opgelos 
terwyl die CSR by dieselfde Tritonkonsentrasie nog in 'n groot mate onopgelos 

is (OD= 50% van aanvangswaarde). Hierdie verskynsel kan moontlik verklaar 
word deur die hoe lipied:proteienverhouding wat in die CSR menIDraan voorkom 
(Fig. 3.4). Hoer Tritonkonsentrasies word dus benodig om die lipiede in die 
CSR membraan op te los. Die toename in optiese digtheid wat by SSR en 10- 6 M 
Triton verkry word, is waarskynlik as gevolg van aggregasie van vesikels wat 
by lae Tritonkonsentrasies voorkom voordat die vesikels opgelos word. 

5.3.2 lnvloed van A23187 en Triton op die SSR ATPase-aktiwiteit 

Die effek van Triton op die SSR ATPase in afwesigheid van A23187 is eers vas­
gestel. Die geringe afname in ATPase-aktiwiteit wat met 0,1% Triton verkry 
is (Fig. 5.2A), mag wees as gevolg van die oplossing van die meot>raan wat 
voorkom by hierdie Tritonkonsentrasie (McIntosh & Ross, 1985). Dit het dus 
wa~rskynlik geen verband n~t die inhibisiegebied wat voorkom in teenwoordig­
heid ,van 'n ionofoor nie. Dit word ook bevestig deur die Ca 24-onsensitiwi­
teit van ·hierdie inhibisiegebied . 

In teenstelling met die bevlndings van Hasselbach et al. (1983) is A23187 
oo~• jn staat om in teenwoordigheid van Triton, SSR ATPase te inhibeer 

(Fi1. 5.28). Die ATPase-aktiwiteit word onderdruk by sekere Tritonkonsentra­

s,ies en by hoer Tritonkonsentrasies herstel die ATPase-aktiwiteit weer. Die 

en~~lei inhibisiegebied wat by 25°c verkry is, is waarskynlik as gevolg van 
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die direkte effek van die ionofoor op die ATPase ensiem in die intakte mem- 1 

braan. Hierdie effek word slegs verkry indien die lipi edannulus van die 
ATPase versteur is deur Triton. Hasselbach et al . (1983) het voorgestel dirt' 
omdat die inhibering voorkom in teenwoordigheid van sekere Tritonkonsentrasie­
grense, dit daarop dui dat die effektiwiteit van die ionofoo r afhanklik -is•1\'an 
die verspreiding van die ionofoor tussen die ensiem en die lipied-Tri t onfa~. 
8y hoer Tritonkonsentrasies mag die ionofoor eerder bind met die Tritonmis'el-le 
wat in oormaat teenwoordig is en dit het die herstel van die ATPase-aktiwtte1t 
tot gevolg. 

Oat die ionofoor wel die ATPase proteien direk inhibeer is bevestig eur 'gl!>' ' 
bruik te maak van geisoleerde SSR ATPase ensieme (Fig. 5.2D). Die ionofborr!·, 
in teenwoordigheid van Triton het 'n inhiberende effek op die ATPase-a'k'tfw, t-• 
teit maar geen herstel van aktiwiteit is verkry tot by 'n Tritonkonsent'raslff! · 
van O ,2%. By hoer Tritonkonsentras i es is daa r we l 'n gel ei deli ke hers e," ' 1" 

(Resultate nie getoon). Die herstel van die ATPase- aktiwiteit na die eers't~: 
inhibisiegebied is dus die gevolg van die spesifieke s truk tuur-funksieverho'til 
ding in die intakte membraan. Die verskynsel van inhibisiegebiede kom ,du's'"'.1 

slegs by intakte membrane voor en nie by geisoleerde ATPase nie. Die stu<l~·es 
wat in die literatuur gerapporteer is het ook van intakte SR membrane geHruik 
gemaak. Daar is dus verder gekonsentreer op die intakte SR membraan. 

Dit is duidelik dat die inhibisiegebiede moet saamval met tempobepalende 
stappe in die reaksiesiklus van die SR ATPase ensiem. McIntosh & Ross (!985Y 

het gerapporteer dat inhibering van die hidrolise van die fosfo-ensiem voor­
kom by 0,03% Triton in teenwoordigheid van A23187. Aangesien die eerste ·' 
inhibisiegebied voorkom by 0,03% Triton is dit dus n10ontlik dat A23187 ' n ... . 
inhiberende effek uitoefen op hierdie stap in die reaksiesiklus van die ~R· ' 1 

ATPase (Stap 8 van Fig. 1.3). ' · 1 

Hierdie eerste inhibisiegebied word deur hoe Ca 2+-konsentrasies uitgeskakel 
(Fig. 5. 4). Dit is nie duidelik hoe Ca 2+ hierdie inhibi sie kan voorkom··nie. 
Moontlik verhoed hoe vrye Ca 2+-konsentrasies dat die ionofoor aan die ATPase 
proteien bind. Figuur 5.8 ondersteun hierdie moontlikheid aangesien die 
kombinasie van A23187 en Triton 'n tipiese kompeterende inhibisiepatroon 
lewer. Die presiese megan isme betrokke moet nog vasgestel word. 

Oaar is gerapporteer dat die inbou van Triton in biologiese membrane meer 

effektief plaasvind by hoer temperature (Helenius & Simons, 1975). Dit mag 
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verklaar waarom daar by 25°c nie 'n tweede inhibisiegebied voorkom nie, maar 
we.li by 35° c (Fig. 5.2C). Hierdie tweede inhibisiegebied kom voor by 0,08% 
Triton en is die opvallendste by lae vrye Ca2 +-konsentrasies. Dit mag verband 
hou met die veranderihg in Ca 2 +-affiniteit tydens die binding van Triton aan 
.die .SR membraan wat onlangs gerapporteer is (Plank & McIntosh, 1985). Hier-

•- die ,tweede inhibisiegebied is bale sensitief vir vrye Ca2 + en word geredelik 
.~r:Jio.ed deur die vrye Ca 2 +-konsentrasie te verhoog (Fig. 5.4) . Dit ondersteun 
,dl~ .venooede dat die verlaging van die Ca2 +-affiniteit van die ATPase ensiem 

J 1'-1.,i:err ' n ro 1 s pee 1. 

In teenstelling met die bevindinge van Hasselbach et al . (1983) het die kombi­
na~_ie,,i,,an A23187 en Triton ook inhibiesiegebiede tot gevolg . Figuur 5.6 toon 
da -A:23!87 in afwesigheid van Triton 'n stimulerende effek op die ATPase­
akti,1t,i,tl!it het. Die snypunt van die reguit lyne op die X-as is 'n aandui ding 
diJ11";, .li,ie , .ionofoor se stimulerende effek indirek is en nie as gevolg van 'n 
inte"aksie tussen die ionofoor en die Ca 2 +-bindingsplekke van die ATPase 
pro,teien nie . Figuur 5.7 toon dat Triton 'n direkte stimulerende effek op die 
~ ~.td;>,J opingsplekke van die ATPase proteien het en die snypunt van die reguit 
lyn~u!O P. ,, die Y-as val . Dit word bevesti g deur die stimulerende effek wat 
!ri1wn, in afwesigheid van A23187 op die geisoleerde ATPase het (Fig . 5.2D). 
f}9y4r ,5.8 vertoon 'n tipiese kompeterende inhibisiepatroon. Die kombinasie 
van A231~7. en Triton het dus 'n direkte inhiberende effek op die Ca 2+-bindings­
plekke van die ATPase proteien. Dit word ook bevestig deur die effek van 
A23187: en Triton op die geisoleerde ATPase (Fig . 5.2D). Dit is dus duidelik 
~il~ -~~3187 slegs in teenwoordigheid van Triton die Ca 2+-bindingsplekke van 
di~ .. (11P!!,se proteien direk kan beinvloed. Die A23187 word dus saam met die 
Triton, i n die lipiedannulus i ngedra en is dan in staat om die ATPase-aktiwi­
teit ,~ire~ te inhibeer. By hoer temperature (35°C) is die lipiedannulus meer 
vl o~ i_bili! r en word die inhi berende effek van A23187 by 1 aer Tritonkonsentras i es 
verkry (Fig. 5.2C) . Die effek van die ionofoor is waarskynlik op die tempo­
bepalende stappe van die reaksiesiklus van die ensiem.' Hierdie inhibering 
van1 -~/.e ATPase-aktiwiteit deur die ionofoor is ook, in teens telling met die 
bevi .n.~inge van Hasselbach et al. (1983), Ca 2+-sensitief. 

5.3.3 Invloed van A23187 en Triton op die CSR ATPase-aktiwiteit 

lnhibisiegebiede kom ook voor indien die CSR ATPa se-aktiwiteit bepaal word in 

teenwoordigheid van A23187 en verskillende Tritonkonsentrasies. Hierdie inhi­
bisiegebiede vertoon dieselfde patroon as die wat met SSR verkry is . Die 
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inhibering is in dieselfde orde (40-60%) as by SSR. Die herstel na die eerste 
inhibisiegebied is ook telkens byna volledig en na die tweede inhibisiegebied 
slegs 85%. Dit is byna identies aan die bevindinge met SSR. 

Die CSR ATPase is egter sensitiewer vir die kombinasie van A23187 en Triton. 
Die hoeveelheid Triton wat nodig is om die inhibisiegebiede by CSR te vertoon 
verskil met 'n faktor 10 van die Tritonkonsentrasie by SSR. Baie minder 
Triton en A23187 is dus nodig om die inhibisiegebiede te vertoon. Dit is in 
ooreenstemming met die resultate wat verkry is met tripsienvertering en tem­
peratuurstudies waar daar aanduidings gevind is dat die lipiedannulus van die 
CSR ATPase waarskynlik meer vloe ibaar is by laer temperature en die ATPase dus 
meer toeganklik is vi r eksterne faktore (Hoofstuk 3). Die ionofoor benodig 
dus laer Tritonkonsentrasies om die lipiedannulus te versteur en die A23187 in 
kontak met die ATPase proteien te bring. Laer vrye Ca 2+-konsentrasies is ook 
nodig om die inhibisiegebiede by CSR uit te skakel (Fig. 5.5). Dit is in oor­
eenstemming met die bevindinge van Plank & McIntosh (1985) dat Triton die 
Ca 2+-affiniteit van die ATPase verlaag. Die inhibis iegebiede by CSR kom by 
laer Tritonkonsentrasies voor en minder Ca 2+ sal dus nodig wees om die inhi­
bisiegebied uit te skakel. 

Die volgende gevolgtrekkings kan gemaak word: 

i) Die A23187 en Triton kan moontlik dieselfde tempobepalende stappe in 
die reaksiesiklusse van SSR en CSR ATPase ensiem beinvloed. Moontlik 
besit SSR en CSR ATPase ensieme dieselfde reaksiesiklusse, maar daar is 
nie genoeg bekend oor die reaksiesikuls van die CSR ATPase om 'n afleiding 
te maak nie . 

ii) Die CSR ATPase is klaarblyklik meer sensitief vir die ionofoor as SSR 
ATPase. 

iii) Die CSR ATPase is meer onstabiel, moontlik as gevolg van 'n hoer vloei­
baarheid van die lipiedannulus. 

Uit hierdie resultate i s dit duidelik dat die verskille in die reaksie~ van 
CSR en SSR op die toevoeging van Triton en A23187 kwantitatief eerder as kwa­

litatief is. Oaar is egter ook opvallende ooreenkomste wat mag dui op ooreen­
komste in die reaksiesiklusse van die twee tipes ATPase. Voorlopige resultate 
wat in samewerking met Prof. M.C. Berman verkry is deur gebruik te maak van 

TNP-ATP, bevestig hierdie vennoede. Hierdie ondersoek is egter nog onafge­
handel . 
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HOOFSTUK 6 
,1 • • 

,' GEVOLGTREKKINGS 

Tydens hierdie vergelykende studie is die stabiliteit van SSR en CSR onder­
"soek deur die SR bloot te stel aan eksterne fisies-chemiese faktore. Oaar is 

,, .. ,dok, aandag gegee aan die meganismes betrokke by die interaksie tussen die SR 
en •die eksterne faktore. Die gevolgtrekkings wat gemaak is na die verskillen­

,. ,de- :af de-1 i ngs word dus kortl i ks hier saamgevat. 

;: Daar is vasgestel dat die onstabiliteit van CSR tydens die veroudering van die 
, , .. , CSR preparaat, gepaard gaan met 'n verhoogde membraandeurlaatbaarhei d vir Ca 2 +. 

L1)i"e •verhoogde deurl aatbaarhei d het 'n ontkoppe 1 ing tussen Caz+ -opname en 

'" •Af:Pase-aktiwiteit tot gevolg. Deur gebruik te maak van PMSF, 'n inhibeerder 
, .. ,var, proteol itiese ensieme, is vasgestel dat kontaminerende proteolitiese en­

_,ti;ieme ·n1 'n mindere mate bydra tot die onstabiliteit van CSR tydens veroudering. 
DH11word bevestig deur die bevindinge wat met tripsienvertering verkry is. 
Proteolitiese vertering deur tripsien benadeel die tempo van Ca 2+-transport 

- meer as die kapasiteit van die SR vesikels. Tydens veroudering vind die teen­
oorgestelde plaas en die kapasiteit van die vesikels neem af as gevolg van 
deurlaatbaarheid terwyl die tempo van Ca 2 +-transport stabiel bly. Veroudering 
het dus 'n verhoogde deurlaatbaarheid tot gevolg en proteolitiesevertering 
inhibeer ensiemaktiwiteit. Daar is bevind dat oksidasie die grootste bydrae 
tot die onstabil1teit van CSR lewer en dat oksidasie van die lipiedkomponent 
van die SR membraan waarskynlik die oorsaak van verhoogde deurlaatbaarheid is. 

·Die •CSR membraan bevat meer lipiede as die SSR rnembraan en dit verklaar waarom 
•.:·"· .weroudering en oksidasie die CSR preparaat meer geredelik beskadig. Die 

megan isme betrokke by beskadiging van die membraan deur oksidasie is van s6 
'n aard dat slegs vrye Ca 2+ die vesikel kan verlaat en nie Ca 2+-oksalaat nie. 
Dksidasie het dus die skepping van klein poriee of die beskadiging van bestaan­
de kanale tot gevolg. 

-Oie vertering van die SR membrane deur tripsien het ook aan die lig gebring 
dat die ATPase-aktiwiteit van CSR, meer geredelik beskadig word deur tripsien­
verteri ng as die geval by SSR. Die CSR ATPase is ook meer sensitief vir hoe 
temperature, pH-veranderinge en die Ca 2+-ionofoor A23187 . Die CSR ATPase word 
i;tus makliker deur eksteme fisies-chemiese faktore beskadig as SSR ATPase. 
Hierdie hoer sensitiwiteit dui op kwantitatiewe verskille tussen SSR en CSR. 
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Dit mag dui op orientasieverskille van die ensieJ1V110lekule in die SR meni>raan 
en dat die CSR ATPase proteien se funksionele dele meer oppervlakkig gelee 
is . 'n Ander moontlikheid is dat die lipiedannulus van die CSR ATPase van 
so 'n aard is dat die ATPase minder beskerm is teen eksterne faktore. Die 
lipiedannulus van CSR ATPase is moontlik meer vloe ibaar by lae temperature ,, 
as die annulus van die SSR ATPase. 

CSR is ook minder stabiel as SSR indien dit blootgestel word aan hoe tempe._•• 
rature. Alhoewel die optimale temperatuur vir SSR en CSR Ca 2 +-opname in ,.,.~ 
teenwoordigheid van oksalaat baie dieselfde is, word die CSR ATPase reeds by '' 
45°c beskadig indien die inkubasie lank genoeg duur . Die CSR ATPase is dus 1 

sensitiewer as SSR ATPase vir hoe temperature. CSR vesikels word meer ·deurL·· 
laatbaar vir vrye Ca 2+ by temperattJ;e laer as 25°c in vergelyking met SSR , ·· 
wat by 3D-35°C meer deurlaatbaar word. Die hoe temperature verhoog die mem­
braandeurlaatbaarheid deur die skepping van kl ein poriee of die bes kadi gi ng • · ,: 
van bestaande kanale soos die nonnale vrystell ingskanale. en nie deur di1!' ·0of1.:.. , 
breek van die ves ikels nie. Hierdie verhoogde meroraandeurlaatbaarheid wotd 
nie veroorsaak deur endogene fosfolipase nie . Rutheniumrooi, 'n bekende • .,·,, 
inhibeerder van Ca 2+-vrystellingskanale in SSR en CSR, is instaat om die tem­
peratuur-geinduseerde membraandeurlaatbaarheidsveranderinge by CSR te voorkom. • 
Dit wil dus voorkom asof die hoe temperatuur die Ca 2+-vrystellingskanale va'n"' 
die CSR ~esikel beskadig om sodoende die meni>raan deurlaatbaar te maak vir ·,,' 

Ca 2+. Die meganisme betrokke by die temperatuur-geinduseerde meni>raandeur-
1 aatbaarhei dsveranderi nge by SSR versk i l egter van die megani sme betrokke by 
CSR aangesien selfs hoe rutheniumrooikonsentrasies geen effek daarop het nie. · · 
Dit dui op kwalitatiewe verskille tussen SSR en CSR meni>rane en kan ook dui op 
kwalitatiewe verskille wat die meganisme van Ca 2 +-vrystelling betref. Dit be::.·· 

vestig die bevindinge van Endo (1985) dat daar verskille bestaan tussen SSR en 
CSR Ca 2+-vrystelling. Dntkoppeling tussen CSR Ca2 +-opname en ATPase-aktiwiteit 

vind ook meer geredelik plaas tydens pH-veranderinge. Die CSR is dus minder 
stabiel tydens pH-veranderinge as SSR. Daar is gevind dat die optimale pH 
vir beide SSR en CSR Ca2 +-opname 7,D is terwyl die optimale pH vir die bepa­
ling van ATPase-aktiwiteit 7,6 is. Daar is ook gevind dat indien pH-verander­
inge aangebring word in reaksiemengsels, die vrye Ca 2+-konsentrasies baie •• 
verander. Hierdie veranderende vrye Ca 2+-konsentrasies beinvloed die eksperi: 
1nentele resultate nadelfg en moet voorkom word deur die vrye Ca 2+-konsentrasies 
konstant te hou indien pH-veranderinge aangebring word. 
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Aangesien die CSR membraan groter hoeveelhede lipiede bevat word meer Triton 
X-100 benodig om die lipiede op te los. SSR los dus meer geredelik op in 
Triton in vergelyking met CSR. Hasselbach et al. (1983) het beweer dat slegs 
X537A in teenwoordigheid van Triton instaat is om SSR ATPase-aktiwiteit te 
inhibeer. In teenstelling hiennee is daar aangetoon dat A23187 ook die SSR 
ATPase-aktiwiteit inhibeer en hierdie verskynsel is dus nie uniek aan die 
Ca 2 +-ionofoor X537A nie. Die ionofoor in teenwoordigheid van Triton het ook 
'n inhiberende effek op geisoleerde SSR ATPase ensieme maar geen he rstel van 
ATPase-aktiwiteit kom by hoer Tritonkonsentrasies voor nie. Die verskynsel 
van 'n inhibering van ATPase aktiwiteit by sekere Tritonkonsentrasies, gevolg 
deur 'n herstel van ATPase-aktiwiteit by hoer Tritonkonsentrasies ('n inhi­
bisiegebied), kom dus slegs by die intakte SR membraan voor en moet die ge­
vo 1 g van die spes i fi eke struktuur-funks i everhoudi ng in die i ntak te membraan 
wees. 

Die enkele inhibisiegebied wat by 2s0c waargeneem word en ook as die eerste 
van twee inhibisiegebiede by Js0 c waargeneem word,vind waarskynlik plaas as 
gevolg van die inhibering van die hidrolise van die fosfo-ensiem deur A23187. 
Hierdie eerste inhibisiegebied word deur hoe Ca 2+-konsentrasies uitgeskakel. 
Moontlik verhoed hoe vrye Ca 2+-konsentrasies dat die ionofoor aan die ATPase 
proteien bind. Die tweede inhibisiegebied wat by JS 0c voorkom is baie sensi­
tief vir vrye Ca 2+ en mag verband hou met die verandering in Ca 2+-affiniteit 
tydens die binding van Triton aan die SR membraan. Hierdie Ca 2+-sensitiwi­
teit van die inhibisiegebiede is in teenstelling met die bevindinge van 
Hasselbach et al. wat beweer het dat die inhibisiegebied nie deur Ca 2+ uit­
geskakel kan word nie. Uit die resultate is dit duidelik dat A23187 slegs 
in teenwoordigheid van Triton instaat is om die ATPase ensiem direk te inhi­
beer. Die A23187 word saam met die Triton in die lipiedannulus ingedra waar 
dit die ATPase ensiem direk kan inhibeer. Die effek van die ionofoor is 
waarskynlik op die tempobepalende stappe van die reaksiesiklus van die ensiem. 

Hierdie patroon van inhibisiegebiede wat met SSR en die kombinasie van A23187 
en Triton verkry is, is ook met CSR verkry. Die inhibering en herstel van 
die ATPase-aktiwiteit by CSR vertoon dieselfde patroon as by SSR. Die CSR 
ATPase is egter sensitiewer vir die kombinasie van A23187 en Triton en tien 
keer minder Triton is nod ig om die inhibisiegebiede te kry. Dit dui daarop 
dat die lipiedannulus van die CSR ATPase meer vloeibaar is en minder Triton 

is nodig om A23187 tot by die ATPase ens iem te dra. Dit het tot gevolg dat 

by laer Tritonkonsentras ies minder Ca 2+ nodig is om die inhibisiegebied uit 
te skake l . 
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Dit is dus duidelik dat die verskille in die reaksie van SSR en CSR op die 

kombinasie van A23187 en Triton kwantitatief eerder as kwalitatief is. Di e l 

opvallende ooreenkomste mag dui op ooreenkomste in die reaksiesiklusse van , 

SSR en CSR ATPase. · .. ,. 

Dit wil dus voorkom asof daar beide kwantitatiewe en kwalitatiewe verski l le 1 

tussen SSR en CSR bestaan. Die CSR membraan bevat meer lip i ede en chol e t e ~ 

rol, terwyl die ATPase-inhoud van die CSR membraan baie laer is as i n di,e t ,! 

SSR membraan. Dit het tot gevolg dat die Ca 2 +-opname en ATPase-aktiwi tei ,t nm 

van CSR laer vertoon as die van SSR. Die CSR ATPase is in die membraar\ if.eel'! 

toeganklik vir eksteme faktore en word n@klik onderdruk. Dit is waarskyn­

lik omdat die lipiedannulus van die CSR ATPase meer vloeibaar is by lae i, t,1; 
temperature. As gevolg van die hoe sensitiwiteit van CSR moet navorsi,ngs:- , .. _ 

projekte so beplan word dat die CSR nie blootgestel word aan temperature, n'-" 

hoer as 25°C vir lang tydperke nie . pH-veranderinge moet ook nie aangebririg, 

word in reaksiemengsels sonder om die vrye Ca 2+-konsentrasie te beheer, 'ie1 , 

'·1'",1,,,1 

Daar is ook aanduidings van kwal itatiewe verskille tussen SSR en CSR gevind.•1 

Die meganisme van temperatuur-ge'induseerde rnembraandeurlaatbaarheid versk i'l·•· 

tussen SSR en CSR en dit dui op verskille wat die meganisme van Ca 2+-\l ryste1'­

ling betref. Resultate en bevindinge wat met SSR verkry word kan dus · ni e !,"' '' 

gebruik word om die funksionering van CSR te verklaar nie . 

Daar is ook ooreenkomste gevind tussen SSR en CSR. Dieselfde optimale pH · , · 

geld vir die funksionering van SSR en CSR en die optimale temperature verskil 

ook baie mi n van mekaar . Dit wil voorkom asof die reaksiesi klusse van SSR11 '' 

en CSR ATPase groot ooreer.komste vertoon en 'n ondersoek is tans besig om ..; ,. 

hierdie moontlikheid verder te ondersoek. 

,11 i h 

11rv 
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lh -hierdie projek is die probleem van onstabiliteit van hartspier SR 
preparate en die meganismes daarby betrokke ondersoek . Die verkose werks­
wyse was om gegewens wat eksperimenteel en uit die literatuur oor skelet­
spier SR (SSR) verkry is te vergelyk met eksperimentele gegewens van 
hartspier SR (CSR) en so die CSR gegewens te interpreteer. Tydens hierdie 
ve~gelykende studie is SSR en CSR blootgestel aan veroudering, tripsienver­
teri,ng, verhoogde temperature, pH-veranderinge en die vervloeiing van die 
medlbllilan deur Triton X-100 . Die interaksie tussen die ATPase prote1en en 
c~2 +~i0nofore is ook ondersoek. 

-jl ' ' ., 
Uit die ,literatuur en ons eie resultate is dit duidelik dat die CSR preparaat 
onstab:i eler is as die SSR preparaat. Die Ca 2+-opname van CSR in afwesigheid 
van oksalaat neem binne 4 dae na bereiding af met tot 50% terwyl SSR vir ten 
itins e.) , dae stabiel bly. Die moontl ike bydrae wat proteolitiese ensieme en 
ok.sridasie tot die onstabiliteit van CSR preparate lewer, is ondersoek met 
behulp van fenielmetielsulfonielfluoried (PMSF), 'n kragtige inhibeerder van 
pr.oteolitiese ensieme, en twee anti -oksidante, ditiotreitol (OTT) en gebuti­
leerde•hidroksitolueen (BHT) . Daar is vasgeste l dat beide proteolitiese 
¥ertering en oksidasie 'n bydrae lewer tot die onstabiliteit. Uit die 
resu-Jtate. is dit duidelik dat oksidasie die grootste enkele bydrae tot die 
onstabiliteit lewer. 

Daar. is -ook gevind dat die onstabfliteit gepaard gaan met 'n verhoogde mem­
br~andeurlaatbaarheid vir Ca 2 + en gevolgl i k 'n ontkoppeling tussen Ca 2+_ 
opnMl!le en ATPase-aktiwiteit veroorsaak. Die lipied:prote1enverhouding van 
SSR ~s 35:65 in vergelyking met die 55:45 van CSR. Vanuit die literatuur 
blyk dit dat oksidasie van die lipiedkomponent waarskynlik die oorsaak van 
die verhoogde deurlaatbaarheid is. 

In vergelyking met SSR, word beide die Ca 2 +-opname en ATPase-aktiwiteit van 

CSR meer geredelik deur tripsienvertering benadeel. 'n Moontlike verklaring 
hiervoor is dat die funksionele dele van die CSR ATPase meer oppervlakkig in 
die membraan gelee is en meer beskikbaar is vir vertering . Die lipiedannulus 
van die CSR ATPase kan ook moontlik so 'n samestelling he dat die CSR ATPase 
meer blootgestel is aan vertering. Toekomstige navorsing kan meer Jig werp 
op hierdie moontlikhede. 
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Tripsienvertering van SSR en CSR benadeel die tempo van Ca 2 +-transport meet ' 

as die kapasiteit van die SR vesikels. Dit bevestig die gevolgtrekking dat 
proteolitiese ensieme 'n ondergeskikte rol speel tydens CSR veroudering wat 
gepaard gaan met 'n daling in kapasiteit. 

Met behulp van temperatuurstudies is vasgestel dat CSR vesikels reeds ' by·' ' 
temperature laer as 2s0 c meer deurlaatbaar vir Ca 2+ word en SSR by 30-1S0 c. ' 
Daar is vasgestel dat Ca 2 + die vesikels verlaat deur bestaande kanale of •'" I' 

nuutgevonnde poriee en nie as gevolg van die oopbreek van die vesike1 s 'n e! '' 
Met behulp van 120 µM rutheniumrooi ('n Ca 2 +-vrystellingskanaal-inhibeert1e~ · 
by SSR en CSR) en 400 µM nupercaine ('n fosfolipase A-inhibeerder) is vasgel 
stel dat hoe temperatuur waarskynlik die CSR Ca 2+-vrystell i ngskanale blo~t'l11! 
en dat intrinsieke fosfolipase A nie betrokke is nie. Aangesien selfs 1 mM 
rutheniumrooi nie dieselfde resultate by SSR kon oplewer nie kan aanvaar word 
dat die meganisme betrokl<e by SSR temperatuur-ge'induseerde membraandelJr l filrt'-1 

baarheid kwalitatief verskil van die meganisme wat by CSR 'n rol speel1
.'

1
" ' 1, 

In vergelyking met SSR vind ontkoppeling van Ca 2+-opname en ATPase-akti~i~'tt 
van CSR meer geredelik plaas indien daar pH-veranderinge voorkom. Dit dui· op 
verskille in molekulere struktuur of orientasie van die ATPase molekul e

0 

in l:t'ie 
SR membraan. Daar is ook aangedui dat pH-veranderinge in 'n medium best!a~h'lle 
uit KCl , M9Cl 2, CaCl i , EGTA en ATP, gepaard gaan met groot veranderi nge·' ln'1 11

•· 

die vrye Ca 2 +-konsentrasie. Hierdie vrye Ca 2 +-konsentrasieveranderinge ' ka'~" 
eksperimentele resultate be'invloed en moet verhoed word deur die vrye Ca 2+~- ·· 

konsentrasie in die reaksiemedium konstant te hou . " 

In kombinasie met Triton X-100 het die ionofoor A23187 'n kenmerkende 'direktJ 
effek op die SSR en CSR ATPase. By SSR kom 'n inhibering van ATPase-ak'hwi'~­
teit by 25°C in die gebied 0,03-0,0SS Triton in teenwoordigheid van 20 µM ·• 

A23187 voor. By hoer Tritonkonsentrasies herstel die ATPase-aktiwiteit weer. 
By 35°c kom twee sulke "inhibisiegebiede" voor by Tritonkonsentrasies wat in 
ooreenstemming gebring kan word met spesifieke tempobepalende stappe in die 
ensiem se reaksiesiklus . Die ionofoor het ook 'n inhiberende effek op die ' ·' 
geisoleerde SSR ATPase hoewel geen herstel in die Tritonkonsentrasiegebied ' L 

0,05-0 ,0BS waarneembaar is nie. 
11 I 

By CSR kom dieselfde reaksiepatroon voor by tien keer laer Tritonkonsentrasies 

en s legs 5 µM A23187 is nodig. Dit is 'n indirekte aanduiding van ooreenl<omste 
in SSR en CSR ATPase rea ks i es i I< l usse hoewe l CSR mee r sens it i ef is . 
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QUALITATIVE AND QUANTITATIVE DIFFERENCES BETWEEN THE SARCOPLASMIC RETICULUM 
OF SKELETAL ANO CARDIAC MUSCLE 

, ~1 

SU_MMARY 

In this project the problem of the instability of cardiac sarcoplasmic 
reticulum (CSR) preparations and the mechanisms concerned were investigated. 
ThE! 'Ohosen method was to compare experimental results obtained together with 
those, given in the literature on the skeletal sarcoplasmic reticulum (SSR) 
wi~~

1
,experimental results obtained on the CSR and thus to interpret the CSR 

r~sults . . During this comparative study the SSR en CSR were exposed to aging, 
tr~e~tn digestion, increased temperature, pH changes and solubilization of 
11!~ r/llembrane by Triton X-100. The interaction between the ATPase protein and 
Ca2,+ ,ionophores was also investigated. 

J_, ,t,"· lh• • 

F.:IJ<lll!.i the ,.literature and our own results it is clear that CSR preparations 
are no.~ as stable as SSR preparations . The Ca2 + upta ke of CSR in the absence 
of oxalate is reduced to 50% within 4 days after preparation while SSR remains 
Pi~~~ for at least 7 days. The possible contribution of proteolytic enzymes 
,~nd 9xidation to the instability of CSR preparations was investigated with the 
' !: iV <U >f phenylmethanesulfonyl flouride (PMSF) which has a strong inhibiting 
ji\\f Hf!!),t.e on proteolytic enzymes and two antioxidants dithiothreitol (OTT) 
and,_ butylated hydroxytoluene (BHT) . It was found that both the proteolytic 
di~~~tion and oxidation contribute to the instability. From the results 
ob!ained )tis clear that oxidation is the greatest single factor causing the 
instability . 

!,\ l~~ : also found that the instability is coupled with an increased Ca 2 + 

per:1)1e~Qility of the CSR membrane and the uncoupling of Ca 2+ transport from 
ATPa~e ~ctivity. The lipid:protein ratio of SSR is 35:65 compared with the 
55:45, o~ CSR . From the literature it is clear that oxidation of the lipid 
cO!'lPOl')e_~t .i.s probably the cause of the increased permeability. 

Compa_r:ed with SSR, both the Ca 2+ uptake and ATPa se activity of CSR are more .,. 
adv7~s~ly affected by trypsin digestion . A possible explanation for this is 
that the functional parts of the CSR ATPase is located nearer the surface of 
the membrane and is thus more readily diges t ed . The lipid annulus of the 
CSR ATPase may also be of such a nature that the CSR ATPase is more exposed 

to digestion. Future research should shed more light on these possibilities. 
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Trypsin digestion of the SSR and CSR reduces the rate of Ca 2+ transport more 
than the capacity of the SR vesicles . This confirms the assumption that 
proteolytic enzymes play a minor role during CSR aging and instability, which 

is coupled with a reduction in capacity. 

With the aid of temperature studies it was found that CSR vesicles become 
more penneable to Ca 2+ at temperatures below 25° c, while SSR becomes more 

permeable to Ca at 30-35°c. It was determined that Ca 2 + leakage from the 
vesicles occurs through existing channels or through newly fonned pores and 
not as the result of the break up of the vesicles. With the aid of 120 µM 
ruthenium red (an inhibitor of Ca 2+ release channels in SSR and CSR) and 
400 µM nupercaine (an inhibitor of phospholipase activity) it was determined 
that high temperatures seem to expose the CSR Ca 2 + release channels and that 
intrinsic phospholipase A is not involved. Due to the fact that l µM ruthenium 
red cannot give the same results with SSR, it can be assumed that the mechanism 
involved in SSR temperature-induced permeability changes differ from the 
mechanism which affects CSR. 

Compared with SSR, uncoupling of Ca 2+ uptake and ATPase activity in CSR occurs 
more readily during pH changes. This indicates differences in molecular 
structure or orientation of the ATPase molecule in the SR membrane. It was 
also shown that pH changes in a medium consisting of KCl, MgCh , CaCb, EGTA 
and ATP, are coupled with great changes in the free Ca 2 + concentration. 
These free Ca 2+ concentration changes can influence the expe~imental results 
and must be prevented by keeping the free Ca 2+ concentration in the reaction 
medium constant. 

In combination with Triton X-100 the Ca 2+ ionophore A23187 has a distinctive 
direct effect on the SSR and CSR ATPase. In the presence of 20 µM A23187 
and 0,03-0,05% Triton the SSR ATPase activity at 25°c declines. At higher 
Triton concentrations the ATPase activity increases again. At 35°c there 
are two such "imibiting areas" or dips at Triton concentrations which can be 

coupled to spesific rate-limiting steps in the enzyme's reaction cycle. The 
ionophore also has an inhibiting effect on the isolated SSR ATPase but no 
increase of activity in the Triton concentration area 0,05-0,08% was 
noticable . 

CSR shows the same reaction pattern at ten times lower Triton concentrations 
and only 5 µMA23187 is necessary. This is an indirect indication that the 

SSR and CSR ATPase reaction cycles are similar, although CSR is more sensitive. 
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AFKORTINGS 

ANSA: 1-Ami no-2-h i droks ienafta 1 een-4-sul foonsuur 
ATP: Adenosientrifosfaat 
ATPase: Adenosientrifosfatase 
BHT: Gebutileerde hidroksitolueen 
c-AMP: Sikliese Adenosienmonofosfaat 
CSR: Sarkoplasmiese retikulum van hartspier 
DOC: Deoksicholaat 
OTT: 1,4-Ditiotreitol 
EDTA: Etil eendiami entetra-asynsuur ., r1 

EGTA: Etileenglikol-bis-( e-amino-etieleter) N,N -tetra-asynsuur 
K2C2H204: Kaliumoksalaat 
r,()PS: Morfolinopropaansulfoonsuur 
Pi: 
PMSF: 

Anorganiese fosfaat 
Fenielmetielsulfonielfluoried (C1H 1F02S) 

SSR: Sarkoplasmiese retikulum van skeletspier 
TCA: Trichloor-asynsuur 
Tris: 2-Ami no-2-hi droks i emeti e 1-1,3-propaandi o 1 
v/v Volume per volume 
w/v Gewig per volume 
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