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ABSTRACT 

BIOSYNTHESIS OF AN ABNORMAL TYPE I PROCOLLAGEN 

IN A FAMILY WITH OSTEOGENESIS IMPERFECTA 

(Original title: Biosintese van TI afwykende vorm van 

tipe I prokollageen in TI familie met 

osteogenesis imperfecta). 

Osteogenesis imperfecta (01) is a heterogeneous group of 

heritable disorders of connective tissue which are charac= 

terized by increased fragility of bone and are frequently 

associated with other clinical features, such as skeletal 

deformities, blue sclerae, hearing impairment and dentino= 

genesis imperfecta. 01 can be divided into at least four 

different subtypes : type I, type II, type III and type IV. 

A variety of observations, made on cultured skin fibroblasts, 

showed that some forms of the heritable disorders of 

connective tissues involve changes in the metabolism of 

type I procollagen. 

Synthesis of procollagen was examined in skin fibroblasts 

from a patient with type IOI. Treatment of the procolla = 

gen with pepsin, followed by SOS-PAGE, revealed the pre= 

sence of type I collagen in which two al (I) chains were 

linked through interchain disulfide bonds. Fragmentation 

of the disulfide bonded al (I) dimers with vertebrate 

collagenase and cyanogen bromide,demonstrated the presence 

of a cysteine residue in al (I)CBS, a fragment containing 

amino acid residues 124 - 402 of the a l (I) collagen chain. 

The presence of one mutant pro a l (I) chain in trimers of 

type I procollagen was found to reduce the thermal stability 

of the protein with 2,5~ C. In contrast , the presence of 

two mutant proal(I) chains was found to reduce the thermal 



stability of type I procollagen with 1°c. Three kinds of 

type I trimers were therefore formed: a normal type with 

normal proa l(I) chains; a type I trimer with one normal a nd 

one mutant proa l(I) chain and a type I trimer with two mutant 

proal(I) chains. Type I trimers containing one mutant 

proa l (I) chain were secreted at a slower rate than normal . 

A fraction of 63% was secreted in the fast phase of secretion 

as opposed to the normal fraction of 96 %. The presence 

of the mutant proa l(I) chains in type I trimers had ·no 

adverse effect on processing by N-proteinase. The most 

likely explanation for these disruptive changes in the 

physical stability and secretion of the mutant procollage n 

is that a cysteine res i due is substituted for a glycine 

in ha lf of the proa l(I) chains synthesized by the patient's 

fibroblasts. 

Radiolo gica l examination of the proba nd and seven other 

family members, repre senting three generations of a larg e 

pedigree , revealed a large variation in phenotype . Analysis 

of the collagen from fibroblasts of less and more severely 

affected members, all showed the presence of the cysteine 

containing proal( I ) chains. 

Results from this study will be published in the following 

journa ls: 

1. De Vrie s , W.N. and De Wet, W.J. 

"The molecular defect in an autosomal dominant form of 

osteogenesis imperfet ta : synthesi s of type I procolla= 

gen containing cys teine in the triple-helical doma i n 

of proal(I) chains" ( 1986) J. Bio Z. Ch em. ~ . 

9056. 



2. De Vries, W.N. and De Wet, W.J. 

"Cysteine in al (I) chains of human type I collagen 

produces a clinically heterogeneous form of osteoge= 
nesis imperfecta" (1986) In: Development and diseases 
of cartilage and bone matrix : UCLA s ymposia on molecular 

and cellular biology, New series, Vol. 46, in press. 

Results from this study have also been presented at one 

international and various local scientific meetings: 

1. De Vries, W.N. and De Wet, W.J. 

"Cysteine in a l (I) chains of human type I collagen 

produces a clinically heterogeneous form of osteogenesis 

imperfecta" UCLA Symposia on molecular and cellular 
biology: Development and Diseases of Cartilage and 

Bone Matrix, Lake Tahoe, Ca lifornia : (1986). Abstract 
no. H - 20. 

2 . De Vries, W.N. and De Wet, W.J. 

"Synthesis of altered type I procollagen in a family 

with osteogenesis imperfecta" 25th Annual Pathology 
Congress of the South African Society of Pathologists, 

Johannesburg: (1985). Abstract no. C - 17. 

3. De Vries, W.N. and De Wet, W.J . 

"The molecular defect in an autosomol dominant form 
of osteogenesis imperfecta": The First Joint Congress 

of the South African Biochemica l Society, South African 

Genetics Society and The South African Society for 

Mi c robiology, Johannesburg : ( 1986) . 



4. De Vries, W.N., Gericke, G.S., Hamersma, H., Du Toit, 
J. and De Wet, W.J. 

"Clinical heterogeneity in a family with osteogenesis 

imperfecta": The First Joint Congress of the South 
African Biochemical Society, South African Genetics 
Society and The South African Society for Microbiology, 
Johannesburg : ( 1986) 



HOOFSTUK 1 

INLEIDING 

Osteogenesis imperfecta (01) is n heterogene groep bindweef= 

sel siektetoestande wat veral gekenmerk word deur brosheid 

van bene . 01 word verder geassosieer met antler kliniese 

simptome waaronder skeletale misvorming , blou sklera , pro = 

gressiewe gehoorverlies en dentinogenesis imperfec t a 

(Sillence , 1981). Vier subtipes, naamlik tipe I, tipe II, 

tipe III en tipe IV, word onderskei. Sowat 90\ van alle 

01-gevalle is as tipe I klassifiseerbaar. 

Bindweefselstrukture soos been , vel en tendon word almal in 

n mindere of n meerdere mate in 01 aangetas . Tipe I kolla = 

geen is n bel a ngrike strukturele komponent van hierdie 

bindweefse l s trukture (Proc kop, 1984; Prockop e n Kivirikko 

1984 ) . Tipe I prokollageen bestaan uit twee pro~ (1) - ket= 

tings en een proaZ(l)-ketting. Hierdie kettings word ge= 

kombineer inn tripelheliese struktuur wat bestaan uit 

globul@re N- en C-propeptiedgebiede en n sentrale tripe l = 

heliese domein met n Gly-X - Y herhalingskarakter. Proteo = 

litiese verwydering van die , N- en C- propeptiede het tipe I 

kollageen, wat vervolgens in kollageenfibrille vervat word, 

as eindproduk. 

Die gene vir proal (I) en proaZ(I) kom onderskeidelik op 

chromosoom 17 en 7 as een per haploide genoom voor 

(Ramirez et al , 1985a) . Hierdi e gene vertoon n komplekse 

eksonintronstruktuur waar die proal (1) -geen uit 51 eksons 

en die proaZ(I)-geen uit 52 eksons van wis selende grootte 

saamgestel is (Chu et al, 19850). Introngrootte van die 

twee gene verskil verder in son mate dat die proa 1 (I)-geen 

ongeveer 17 kbp lank is en die proaZ(I)-geen ongeveer 38 kbp . 

Die feit dat bindweefse lstrukture by 01 aangetas is, het 

die gedagte laat ontstaan dat n abnormale kollageenmetabo= 
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lisme en - struktuur die onderliggende molekulere basis van 

OI vorm . TI Aantal gedetailleerde studies van tipe I 

kollageen wat deur fibroblaste van pasiente met tipe I, II 

en III 01 gesintetiseer word, het hierdie gedagte bevestig. 

In die meeste van hierdie gevalle ken die defek ook op 

geenvlak aangedui word . So het Will iams en Prockop (1983) 

gevind dat fibroblaste van TI tipe II OI-pasient (CRL 126 2) 

verkort e proal (I)-kettings sintet iseer wat hulle oorsprong 

in TI delesie van eksons 27 , 28 en 29 het . TI Tweede tipe II 

OI-pasient (GM 2962) se fibroblaste s i ntetiseer verkorte 

proa2(I)-kettings (De Wet et al , 1983b) . Vervolgens is 

aangetoon dat volgordes van ekson 25 nie in sommige van 

die pasient se proa2(I) - mRNA voorkom nie. Sippola e t al , 

(1984 ) het aangetoon dat TI pasient wat heterosigoties is 

vi r TI milde vorm van OI se fi bro blaste verkorte proa 2( I)­

kettings sintetiseer wat spruit uit TI delesie van ekson 41 

uit somm ige van die proa2(I)-mRNA 's. Deak et a l , ( 1983 ) 

het TI leesraamverskuiwing in die proa 2( I) - geen beskryf wat 

daartoe lei dat fibroblaste van TI pasient met tipe III 01 

tipe I prokollageen sintetiseer wat net uit pro a 1 (1)-trimere 

bestaan . Ten slotte het Steinmann et al , (1984) die sintese 

van tipe I prokollageen met TI Cys-residu in a 1 (I)CB6 

deur fibroblaste van TI tipe II 01 -pasient beskryf . 

TI Verlaging in termiese stabiliteit, sekresie en/of TI ver= 

andering in prosesseerbaarheid deur N-proteienase ken vir 

elke geval aangetoon word waar gemuteerde pro a 1 (I) - of 

proa2(I)-kettings in trimere geinkorporeer is. 

TI Tipe I OI-pasient waarvan die fibroblaste gemuteerde 

pro a l (1)-kettings sintetiseer, is deur middel van TI , sif= 

t ingsprogram geidentifiseer (hoofstuk 4). Vervolgens is 

die aard en die fragmentposisie van die mutasie in die 

proa l (I) kettings bepaal (hoofs tuk 5). Die effek van hie r= 

die mut asie op die termiese stabiliteit, kinetika van se= 

kresie en die ekstrasellulere prosesseerbaarheid van die 
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pasi~nt se prokollageen is ook bepaal (hoofstuk 6). Die 

moontlike betekenis van en verklaring vir die resultate 
en hul onderlinge verband word ten slotte in hoofstuk 7 

bespreek. 



HOOFSTUK 2 

LITERATUUROORSIG 

2.1 BINDWEEFSELTOESTANDE 

2.1.1 Die verskillende bekende bindweefseltoestande 

Osteogenesi~ imperfecta (OI), die Ehlers-Danlos-sindrome 

(EDS) en die Marfan-sindroom (MS) is die belangrikst~ 

bekende bindweefselsiektetoestande. Voorbeelde van ander 

sodanige siektetoestande is cutis laxa, epidermolysis bullosa 

en Menkes-sindroom. TI Opsomming van die belangrikste ge= 

gewens van die toestande, behalwe OI, word in tabel 2.1 

saamgevat . Uit tabel 2.1 is dit duidelik dat TI groat mate 

van heterogeniteit ten opsigte van die erflikheidspatroon, 

genotipe en fenotipe selfs binne bepaalde siektetoestande 

voorkom. Uitgebreide oorsigte oor h ie rdie toestande word 

gegee deur Byers et ai (1981a), Eyre (1981), Kirsch et ai 

(1982), Prockop en Kivirikko (1984), Cheah (1985) en 

Ramirez et ai (1985a enc). Aangesien hierdie studie in be= 

sander op OI gerig is, word die toestand in meer detail 

in die volgende afdeling bespreek. 

2.1 .2 Osteogenesis Imperfec ta 

OI word gekenmerk deur TI verswakte beenstruktuur. Vanaf 

die agtiende eeu is verskillende vorme van OI deur 

klinici beskryf. Een van die eerste familiestudies is 

tewen s in 1788 deur Olaus Jacob Ekman gepubliseer (Peltier, 



TABEL 2.1 Die belangrikste bindweefseltoestande 

behalwe osteogenesis i~perfecta 1
. 

5 

Subtipe Oorerwing 2 

Ehlers Danlos Sindrome 

I: Gravis OD 

II: Mi tis OD 

III: Nie- OD 

kwaadaar= 

dige fa= 

miliale 

hipermo= 
biliteit 

IV: Ekchimo= 

tiese of 

OD 
OR 

Etiologie 

Onbekend 

Onbekend 

Onbekend 

Verlaagde of afwesige 

sintese van tipe III 

Iliniese s1mptome 

Vel: sag en fluweelagtig; opvallende hiperrekbaarheid; 

"cigarette paper" littekens; kneus maklik; ekchimose; 
pseudotumop; · 

Gewrigte: hipermobiliteit van klein en groot gewrigte; 

kardiovaskulere betrokkenheid; myterklepprolaps; spatare; 

slagaarbreyke; 

Breuke; skelet: pes planus; kifoskoliose; osteoarthritis; 

Premature geboortes as gevolg van skeuring van fetale mem= 
brane. 

Vel: Sag; matige hiperrekbaarheid; kneus maklik; gewrigte: 

Matige hipermobiliteit van groat en klein gewrigte; 
Kardiovaskulere betrokkenheid: selfde as I - minder ·ernstig; 

Breuke: minder algemeen; Premature geboortes : minder 

algem~en; skelet: Selfde as I maar minder ernstig . 

Vel: sag; verder minimaal geaffekteer; gewrigte: verhoogde 

hipermobiliteit van klein en groot gewrigte; ontwrigting kom 

algemeen voor; 
Ander soos aangetref in I en II kom nie voor nie. 

Vel: dun en/of deurskynend; are duidelik sigbaar oor romp, 

buik, arms en bene; herhaalde ekchtmose; nie hiperrekbaar 

arte = kollageen; veranderde nie; Gewrigte: normale mobiliteit; Slagaarbreuke en 

riele sekresie van tipe III kolonbreuk~ : is algemeen en lei tot dood. 

_____________________________________ kollageen . --------------------------------------------------------------------------------

V: X-gekop= 

peld 

VI: OkuHlr 

XR 

OR 

Onbekend Vel: hewige hiperrekbaarheid; kneus baie maklik; Inwendige 
organe onder andere misvorming van die hart en groat bloed= 

vate; Ander: selfde as tipe II 

Lisielhidroksii.asedefek: Skelet: he' ige skolio·se; : Gewrigte: hipermobiliteit; 

verlaagde inhoud van hidrok= Blindheid: as gevolg van retinale losheid, okulere breuke 
silisien in vel, tendon en 

been kollagene 
en keratoko' ·us; Vel: sag fluweelagtig en hiperrekbaar; 

minder litt kens as tipe I EDS; Gewrigte: hipermobiliteit 
van gewrigte. 

--- --- --------------------------- ---------------------------------------------------------------- ------------------------------



Subtipe 

VII: Arthrochalasis 

multipleks con= 

genita 

Oorerwing 

OD 

OR 

Etiologie 
6 

Mutasies van die N-terminale 

splytingspunt van prokollageen 

moontlik as gevolg van n N-

proteienase defek. 

Kliniese simptome 

Vel: sag, byna normale littekens; Gewrigte: hewige 

gewrigshipermobiliteit; aangebore heupontwrigting; 

kort postuur. 

VIII : Periodontale OD - Onbekend Vel: hewige brooshJ id; abnormale atrofiese gepigmen = 

vorm teerde littekens; m~nimale hiperrekbaarheid; Gewrigte: 
_______ _________ ________ _______________________________________________ matige_''hipermobili ~eit'' algemene pe~iodontiti!~---- -- --

XI: Defekte kopermetabolisme wat 

lei tot lisielhidroksilasedefek 

en defekte kruisbinding 

___ X: _________________________________ Fibronektiendefek _______________________________________________________________________ _ 

Nar fa n sindrome: 

1. Kla ss ie ke as= 

tenies 

2. Non-astenies of 

kardiovaskulere 

vorm 

3. Saam tr ekk ende 
.aragnodaktilie 

4. Ma rf anoiede 

hipe rmobiliteit= 

sindroom. 

Cutis laxa 

OD 

OR 

OD 

XR 

Heterogeen: onder andere ver= 

hoogde kollageenoplosbaarheid; 
abnormale a2(I)-kettingsintese 

Onbekend 

Onbekend 

Heterogeen: verhoogde 

kollageenoplosbaarheid; 

Skeletale veranderinge: aragnodaktilie; dolicho s ten = 

omelia; skoliose; pectus excavatum en/of pectus carina= 

tum; defekte of onvolledige ontwikkeling van gesigsbene; 

hipermobiliteit van gewrigte; Kardiovas kulere abnorma= 

liteite: aorta- en ~yterklep defekt e; aortabreuke lei 

tot dood; verwyding van aorta; Okulere veranderinge : 
miopie; ektopie lentis en losskeur van retina. 

Vel: Los vel; longe: progressiewe emfiseem; longsl ag= 

.aarvernouing; cor pf lmonale; Breuke: gastrointestinale 
en/of urogenitale • anaal deverticula; karakteris t ieke 

gesigstruktuur: lang bolip; hakneus; omgekeerde neus= 

vleuels; dood tree vroeg in as gevolg van longsiektes. 

Vel: los; geen ander sistemiese abnormaliteite nie. 

Vel: milde losheid; Skeletale abnorma liteite: gewri gs= 

hipermobiliteit; ped tus carinatum/excavatum; abnormale 

verlaagde lisieloksidase sleutelbene; ontwrigte speekbeenkoppe. 
_________ ____ __________________________ vlakke _________ ______________________________________ ________ __________ ________________ _ 

Menkes sindroom Defekte kopermetabolisme: 

lisieloksidasedefek ' 
en defekte kruisbinding 

----- . -----.-----~---- -. ------------ - - - . -------------- .. ---- ----------- - - -------- ------ ---------------- -- --



Subtipe Oorerwing 

~pidermolysis bullosa : 
OR 

Die Osteochondroplasias: 
Menslike verdwergings afwykings 

Achondroplasie : 

Diastrofiese 

D1;ergagtigheid 

Fa tal e 

Di.ergagtigheid 

OR 

Nuwe OD 

mutasies 

Etiologie 

Oormatige sintese en 

sekresie van kollagenase 

deur vel fibroblaste. 
Uitgebreide afbraak van 

velkollageen met gepaard= 
gaande trauma. 

7 

Kliniese simptome 

Kort-ledemaat dwergagtigheid geassosieer met n groot 

kop, bree voorkop, ingedrukte neusbrug, relatiewe prog= 

natisme en drietandvurk voorkom s van d ie hand. 

Skeletale afwykings : Buiging en verdraaiing van die 

langbene; progressiewe lifoskoliose; kontrakture van 

die groot gewrig e ; hewi ge klompvoetmisvorming_; i'duim= 

ryer" duimafwyking; Kraakbeen : vroee of distrofie se 

ossifisering van verskeie kraakbeenstrukture soos die 

oor, larinks, rib es en ander kraakbeen. 

Dodelike kort ledemaat dwergagtigheid . Geaffekteerde 

babas word gebore met: groot kop; hewige dwergagtig = 

heid me t mikromelie; uiters klein , abnormaal buigbare 

ribbekas wat lei tot respiratoriese probleme en dood; 
pypbene kort en gaan gepaard met ·onreelmatig~ 

--------- - ------- - -- -- ------ -- - ----------- --------- -- ----- - --- -- ----- - - hede ;_ plat rugwerwels ;_ kort ribbe~. en smal_ toraks . ____ _ 

"Spandy bepiphyseal" 
Displasia 

OD of XO 

1 . Hierdie tabel is saamgestel uit die volgende artikels: 

Platyspondyly; groot aantal displastiese epifese; 
kl . h I . . groot 1niese eterogen1te1 t 

Hollister, D. W., Byers, P.H. en Holbrook, K.A. (1!:182). Adv. Hum. Gen.et . .!l_, 1 - 87. 

Byers, P . H., Barsh, G.S. en Holbrook, K. A. (1981a). Coll. Res.~. 475 - 489 . 
~yers, P.H . , Barsh, G.S. en Holbrook , K.A .. ( 1981b). Birth Defects: Original Article Series, 

Vol. XVII, Ma rch of Dimes Birth Defects Foundation, 147 

Kirsch, E., Ihme, A., ~luller, P. en Krieg, Th. (198 2). Enzyme'}]_, 239 

Cheah , K.S.E . (1985). Biochem. J. ~. 287 
2. Oorerwingspatrone wat voorkom is die van ou tosomaal dominant (OD), outosomaal ressief (OR), 

X-gekoppel dominant (XD) en X-gekoppel dominant (XD ) en X-gekoppel resessief (XR), I 
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1981). Die oudste bekende geval is di~ van TI Egiptiese 

mummie wat dateer uit ongeveer 1000 vC (Albright en Millar, 

1981). Tot onlangs was dit nie seker of hierdie as een 

of meerdere siekte-toestande beskou behoort te word nie. 

Die verwarring blyk daaruit dat tot 36 sinonieme gebruik 

is vir die beskrywing van 01 (Weil, 1981). TI Aantal sis= 

teme vir die ordelike klassifisering van die verskillende 

fenotipes wat met 01 gepaard gaan, is voorgestel. Sillence 

et al (1979) het byvoorbeeld op grond van uitgebreide 

kliniese en genetiese data TI klassifisering van OI in 

vier subtipes voorgestel. Hierdie subtipes is intussen 

uit ge brei (Sillence, 1981; Sillence et al , 1984). Die 

Sillence-klassifisering, soos weergegee in tabel 2 . 2, word 

klinies algemeen gebruik as TI riglyn vir die onderskeid 

tussen verskillende manifestasies van 01. 

Meer as 90\ van alle gevalle is as tipe I klassifiseerbaar 

sodat hierdie tipe as die prototipe van 01 beskou kan word. 

Die berekende minimum frekwensie van voorkoms van tipe I 

in Australie is 3,7 per 100 000 geboortes (Sillence et al , 

1979). TI Frekwensie van 0,1 per 100 000 geboortes is egter 

vir die Swart Suid-Afrikaanse populasie gevind (Beighton 

en Versveld, 1985). Hierdie gegewens weerspreek die ver= 

wagting dat daar nie TI groot verskil in die voorkoms van 

01 in die verskillende populasies sal wees nie. Tipe II 

is meer seldsaam met TI frekwensie van 1 1 6 uit 100 000 ge= 

boortes. Hierdie tipe is aanvanklik as outosomaal reses= 

sief beskou, maar onlangse gegewens dui eerder op TI meer 

heterogene erflikheidspatroon waarin nuwe mutasies TI groot 

rol speel (Barsh en Byers, 1981; Williams en Prockop, 

1983; De Wet et al , 1983a; Sillence et al, 1984). Die 

bindweefselstrukture is sod anig verswak of swak ontwikkel 

dat dood neo- of perinataal intree. Radiologies is kon= 

sertina-agtige femurs, sowel as kraalagtige ribbes, en 



TABEL 2.2: Voorgestelde klassifikasie van OI sindrome volgens Sillence 1 9 

Nwneriese 
of 

Subtipe 

II 

II I 

IV 

Kwalifiserende 

agtervoegsels 

Congenita 
(tarda) 

Congenita 

(altyd) 

Congen it a 
(tarda) 

Congenita 

(tarda) 

Benaming Erflikheidspatroon Sinonieme Kliniese simptome 

Dominant: blou Outosomaal 

sklera dominant 

Dode like 

perinataal 

Progressiewe 

11isvorming 

Dominant, 

wit sklera 

Heterogeen: 

Outosomaal 

dominant 

Outosomaal 

resessief. 

Heterogeen: 

Outosomaal 

dominant. 

Outosomaal 

resess i e f. 

Outosomaal 

doainant 

Dominant oorge~rfde OI mdt ~: Brosbene met aanvang van breuke 
blou sklera 

Van der Hoeve's sindroom 

Trias fragilis ossium 

OI tarda leyis -
OI tarda tipe II 
01 (milde langbeen misvo ■ 

. . . ming) . 

. . . Eddo•·e' s sindroom 

na geboorte; blou sklera, ! presi • 

niele doofheid; normale tande. 

! : Brosbene met aanvang van breuke 

na geboorte; blou sklera; ! presi • 

niele doofheid; DI. 

Letale (dodelike) perina•I Algemeen: Uitermatige brosheid van 

tale 01. bene en verswakte bindweefselstruk• 
OI letalis Vrolik 

Letale (dodelike) 01 

congenita. 

Progressief misvormende 

0[ met normale sklera . 

ture; vertraagde groei in utero; 

perinatale dood . Op grond van 

kliniese en radiologiese bevindinge 

~ : Kort, bree, "opgefrommelde 11 

langbene: buiging van tibia en aan a 

eenlopende kraalagtige ribbes. 
_!: Kort, bree, "opge frommelde" 

femora; buigi~g van tibiae ; normale 

ribbes of onvolledige kraalagtig= 
heid. 

C: Lang, dun, onvolledige gevormde 

reghoekige langbene; veelvuldige 

beenbreuke en dun kraalagtige rib • 

bes. 

Brosheid van bene; normale sklera; 

uitermate gestremde groei ; skele• 

01 congenita tale misvorming waar onder kypho• 

01 tarda gravis scoliosis, ! DI. 

01 (erge langbeen misvor• 

ming) 

OI congenita tipe ~rolik 

Periosteal dysplasia 

van Porak en Durante. 

Osteopsathyrosis idiop3 = 
thica van Lobstein 

Dominant oorge~rfde 

01 met normale sklera 

Osteopsathyrosis 
idiopathica van Lob • 

stein. 
Eklllan-Lobsteinsiekte 

A : Brosbenei normale sklerai ~ 

presiniele doofheid; ! groei ge • 
stremdheid; ! skeletale misvorming; 

- DI. 

B : Brosbene; normale sklera; ! 
presiniele doofheid; ~ groei ges 
strem<lheid; + skeletale misvorming; 

+ DI. 

1. Tabel saam&estel na aanleidin& van Sillence (1981) en uitgebrei op grond van Sillenc •t at (1984). 
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verlaagde ossifisering van die kraniale en gesigsbene 

in utero duidelik waarneembaar. Daarom is hierdie die 

enigste tipe wat geredelik deur radiologiese- en/of ultra= 

sonografiese ondersoeke, prenataal geidentifiseer kan word 

(Shapiro e t al, 1982; Elejalde en de Elejalde, 1983; Patel 

et al , 1983; Rawson et al , 1983; Stephens et a l, 1983; Woo 

et al , 1983a) . Tipe III 01 is, net soos tipe II, seldsaam 

en word gekenmerk deur progressiewe misvorming en brosheid 

van die langbene, skedel en rugstring, sowel as wit sklera. 

Die gehoor is gewoonlik normaal, terwyl dentinogenesis imper = 

fecta (DI) mag voorkom. Die erflikheidspatroon is hetero= 

geen van aard. In TI sekere sin kan hierdie tipe 01 beskou 

word as TI minder ernstige variant van t i pe II. Die 

gebrekkige ossifisering van die skedel is byvoorbeeld 

nie so uitgesproke nie, die ledemate is nie dermate ver= 

kart en misvorm nie, en die lengte en massa by geboorte 

is meer normaal. Beighton en Versveld (1985) het in tipe 

III TI frekwensie van 0,48 uit 100 000 geboortes gevind, 

teenoor Sillence e t al (1979) se frekwensie van 0,6 uit 

100 000 geboortes . Tipe IV 01 word gekenmerk deur 

osteopenie wat lei tot TI varieerbare brosheid van bene. 

Die sklera is gewoonlik normaal of die aanvanklike blou 

kleur neem progressief af totdat dit die normale kleur aan= 

neem by volwassenes. Presiniele doofheid kom minder dikwels 

voor. As gevolg van progressiewe misvorming het die per= 

sone TI korter postuur as normaal. TI Vergelyking van die 

klassifiserende kliniese simptome van tipe I en tipe IV 

toon duidelik dat die onderskeid tussen die twee tipes 

baie vaag is. In wese is dit slegs die kleur van die 

sklera wat hierdie twee tipes onderskei. 

Be ighton et al (1985) het die voorkoms van TI moontlike 

tipe V 01 voorgestel. In TI IndiUrfamilie is die algemene 
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kliniese simptome van tipe III, tesame met blindheid, 

beskryf . Hierdie mag TI voorbeeld wees van oorklassifi= 

sering, aangesien slegs een familie met di~ simptome be= 

skryf is. Daar moet ook op gewys word dat al die simp= 

tome w~t in tabel 2.2 vir n spesifieke tipe OI gelys is, 

nie noodwendig by TI enkele pasi~nt voorkom nie. In der 

waarheid bestaan daar in sommige gevalle TI groot mate 

van oorvleueling van fenotipiese kenmerke wat TI starre 

klassifisering tot TI spesifieke tipe aan bande le. TI 

Voorbeeld hiervan is 'n familie waar die aangetaste lede 

almal simptome van DI, blou sklera en Wormiaanse bene 

sonder beenbreuke openbaar (Beighton, 1981). Alhoewel 

hierd ie vorm van OI volgens die outeur nie onder een van 

die vier bestaande tipes geklassifiseer kan word nie, 

mag die familie tog wel as tipe IOI geklassifiseer word. 

Tewens een van die lede het meervoud ige beenbreuke ver= 

toon, terwyl presiniele doofheid by twee ander familie= 

lede waargeneem is (Beighton , 1981). Twee ander voor= 

beelde van fenotipiese heterogeniteit binne TI bepaalde 

familie is deur Gillerot et ai (1983) en Paterson et ai 

. (1983) vir TI tipe I en TI tipe IV familie, onderskeidelik, 

beskryf. 

Die heterogene aard van die kliniese manifestasies van OI, 

soos blyk uit tabel 2.2, en tewens van die ander bindweef= 

seltoestande (tabel 2 .1 ) mag daarop dui dat die molekulere 

basis van die verskillende toestande mag verskil. 

2 .1. 3 'n Abnormale kollageenstruktuur en -metabo= 

lisme as onderliggende oorsaak van die 

waargenome fenotipe 

Bindweefselstrukture soos been, vel, tendon en ligamente 

word almal in TI mindere of TI meerdere mate in OI aangetas. 
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Tipe I prokollageen is TI belangrike strukturele komponent 

van bindweefsels en maak sowat die helfte van die droe massa 

van been en 80% van die droe massa van vel, tendon en liga= 

mente uit (Prockop , 1984; Prockop en Kivirikko, 1984). 

Dit kan derhalwe verwag word dat mutasies wat lei tot TI ab= 

normale kollageenstruktuur en metabolisme TI aanleidende 

oorsaak van OI mag wees. Aanduidings dat daar TI verband 

tussen die bindweefselsiektetoestande en die kollageen= 

metabolisme mag bestaan, is gedurende die vorige dekade ge= 

vind . Daar is onder andere aangetoon dat tipe III en tipe V 
kollageen in been van 01 pasient voorkom, terwyl normale 

been net tipe I koll agee n bevat (Muller et ai , 1977; Pope 

et aZ , 1980). In teenstelling met kontrolc-individue is 

tipe III kollageen in dentien van OI-pasiente aangetref 

(Sauk et aZ, 1980). Verder het elektronmikroskopiese ana = 

lises getoon dat die matriksstruktuur van dentien by OI 

pasiente abnormaal is; daar is ook TI kwalitatiewe verandering 

in die organiese samestelling van die dentienmatriks waar= 

geneem (Takagi et aZ , 1980). Verder is 'n verhoogde been= 

afbraak met TI verlaagde beenvorming deur osteoblaste in 

kinders met OI beskryf (Baron et aZ , 1983 ) . Meer biochemies 

gerigte benade r i ng s het TI relatiewe verlaging in die sin= 

t ese van tipe I prokollageen (Penttinen et ai , 19 75; Stein= 

mann et ai, 1979) sowel as TI verlaging in die relatiewe hoe= 

vee lheid tipe I kollageen in die vel aangetoon (Sykes et aZ, 

1977). In velbiopsies van pasiente met OI is veranderings 

in die relatiewe verhouding van a l(III) tot a l (I) sowel as 

die verhouding van a l (I)- tot aZ(I)-ko llageenkettings (Fran= 

cis et ai , 1981; Krieg et aZ , 1981) tesame met verhoogde 

hoeveelhede hidroksilisien en gegli~osileerde hidroksili= 

sien waarge neem (Trelstad et ai , 19 77 ; Kirsch et ai , 1981). 

Ander voorbeelde van die betrokkenheid van abnormale kolla = 

geenmetabolisme by OI is oormatige voorkoms van mannose in 

die COOH-terminale propeptied van tipe I kollageen (Peltonen 

et ai , 1980) en die verlaagde voorkoms van krui s bindings 

in velkollageen (Fujii en Tan zer , 1977). Met h ierd ie aan= 



13 

duidings as vertrekpunt is gedetailleerde studies van die 

presiese aard van TI verskeidenheid van kollageenmutasies 

op beide proteien- en nukleiensuurvlak gedurende die afge= 

lope 4 jaar uitgevoer . Hierdie werk word in afdeling 2 .3 

bespreek 

Om die ab normale kollageenmetabolisme en -struktuur toe te 

lig, is dit eers noodsaaklik om TI kort oorsig oor die 

normale kollageenmetabolisme en -struktuur te gee. 

2.2 NORMALE KOLLAGEENSTRGKTUUR EN -METABOLISME 

2.2 .1 Struktuur van die kollagene 

2.2.1.1 Die kollageentipes 

Die kollagene is belangrike strukturele proteiene wat wyd= 

verspreid in bindweefselstrukture en in die ekstrasellu= 

l!re matriks voorkom (Miller , 19 76; Bornstein en Sage , 

1980; Minor, 1980; Burgeson, 198 2; Glanville , 198 2; 

Prockop en Kivirikko, 1984; Martin et ai , 1985). 'n 

Onderskeidende eienskap van hierd ie proteiene is dat TI 

groot deel van d ie prim!re struktuur uit die herhalings= 

eenheid Gly - X- Y saamgestel is. Hierdie herhalingskarakter 

asmede die hoe voorkoms van Pro en Hyp in posisies X en/of 

Y, dwing die Gly-X-Y-bevattende gebiede in TI tipe II 
trans-heliks, waarin die pirrolidoonringsisteme van die 

prolielresidue na buite om die heliks gerig is. Viral 

die kollagene assosieer die herhalingsvolgordes om 

tripelstringige superhelikse te vorm. Hie rdie superhe= 

l iese strukture reflekteer die sekond!re struktuur van 



14 

poli-L-prolien behalwe dat die klein aminosuur Gly telkens 

aan die binnekant van die tripelheliks gelee is en die 

aminosure X en Y na buite gerig is, Die heliks met on= 
geveer drie residue per heliksdraai, word gestabiliseer 
deur interstring waterstofbrugbindings, waartoe die 

hidroksigroepevan Hyp kan bydra. Dit beteken dat daar= 

die herhalingsvolgordes met n ho~ inhoud aan Pro en veral 

Hyp n digter, meer stabiele tripelheliks sal vorm. 

Benewens vir hierdie Gly-X- Y volgordes, is die kollagene 

in hul preprovorm ook saamgestel uit aminosuurvolgordes 

wat n meer globul@re struktuur aanneem. Op grond van 
die besondere lengte van die Gly- X-Y gebiede, die amino= 

suursamestelling in posisies X en Y, die aard en grootte 

van die N- en C-terminale propeptiede en in sommige ge= 
valle die teenwoordigheid van globul@re domeins ·tussen 

opeenvolgende tripelheliese gebiede, is daar tot dusver 

tussen ten minste tien verskillende kollageentipes onder= 
skei (tabel 2.3) . 

Viral die kollageentipes assosieer die tripelhe liese een= 

hede tot supramolekul@re komplekse. Daardie kollagene 
wat veral met bindweefsels geassosieer word, naamlik 

tipes I, II, III en V, vorm fibriele strukture deurdat 
die individuele kollagene in parallelometriese oorvleuel= 

ende rangskikkings gekruisbind word. Hierdie kollagene 

is in hul finaal - geprosesseerde vorm uit al leenlik Gly-X-Y 
volgordes saamgestel en vertoon as groep analoe supra= 

molekul@re struktuur en funksie. 

Daarteenoor behou die nie- fi briele kolJagene soos getipeer 
deur tipe IV, hul N- en C-propeptiede (Webe r e t ai , 1984). 

Verder word tipes IV (Babel en Glanville, 1984), VII 
(Burgeson et ai , 1985) en IX (Mayne et ai , 1985; Van der 
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Rest et ai , 1985) se tripelheliese volgordes deur een of 

: meer globul@re domeins onderbreek . Hierdie globul@re 

domeins vertoon nie die Gly-X-Y-herhalingskarakter nie. 

Die supramolekul@re struktuur van tipe IV kollageen is 

onlangs met behulp van veral elektronmi kroskopie bestudeer. 

Hierdie tipe kollageen, wat veral in basaalmembrane voor= 

kom, vorm skynbaar n netwerk waarin die N- en C- terminale 

propeptiede as hegtingspunte tussen die individuel e kolla= 

geenmolekules dien (Weber et al , 1984). Daarteenoor, 

vorm tipe VII kollageen hoefvormige aggregate deurdat 

die N-propep tiede deur disulfiedbrOe gekoppel word. Hier= 

die hoefvormige minifibr ille dien as ankerstrukture in 

basaalmembrane (Burgeson et al , 1985) . Die verskillende 

nie-fibriele kollagene vertoon elk n eie supramolekul@re 

struktuur en f unksie. n Skematiese voorstelling van die 

verskillende strukture word in figuur 2,1 gegee. 

Hierdie verskil in die struktuur en funksie van die 

fibriele en nie-fibriele kollagene blyk ook uit die weef= 

selverspreiding van die verskillende kollageentipes, soos 

saamgevat in tabel 2.3 . Die fibr i e le kollagene word oor= 

wegend geassosieer met bindweefselstrukture, soos been, 

tendon, kraakbeen , die retikul@re laag van die dermis 
en tun ica intima, media en adventitia. Daarteenoor mag 

die nie-fibrielle kollagene meer wydverspreid i n bind= 

weefselstrukture of selfs tussen selle voorkom. Tipe IV 

kollageen kom byvoorbeeld in die meeste organe as deel 

van die basaalmembrane voor. Aangesien 01 geasso sieer 

word met n abnormale struktuur van die bindweefsels en 

veral dan been en dermis, sal n meer uitvoerige bespreking 

v an die struktuur van tipe I en tipe III kollageen in die 

vo lgende gedeelte voorgehou word , 



TABEL 2.3: Die kollageentipes 

Tipe Samestellende polipeptiede Molekulere samestelling Voorkoms 

I proa 1 (I) [a 1 (I) ) 2a2 (I) 

-----------------~:~~=~~: ____________________________ ~1(1)]3 _________ _ 

Been, vel, tendon, bloedvate 
Chondrosietkulture 

---==------------~:~~~~::: ___________________________ ~1 (11))3 __________________________________ ~:::~~==~--------------------
--===------------~:~~~~:::: __________________________ ~1(III)] 3 _________________________________ ~:::_~:~=~~:~::_:~:~:: ______ _ 

IV proa 1 (IV) ~ 1 (IV) ] 2 a 2 (IV) Basaal membrane 
_________________ Eroa2(IV) __________________________________________________________________________________________________ _ 

V proa 1 (V) 
proa2(V) 

proa3(V) 

[ proa 1 (V) ) 3 
[proa1(V)] 2 proa2 V) 

[proa1(V) proa2(V) proa3(V)] Been, tendon, perisellulere 
ruimte 

proa4(V) (?) [proa4(V)] 3? 

---------------------------------- ·------------------------------------------------------------· -----------------------------

VII proa1(VII) [ proa 1 (VI I) ] 3 Vel, chondrioamnionmembrane, 
as ankerfibrille in basaal= 
membrane -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

VIII ? ? Vel, bloedvate, karsinoma's; 
endoteelselle -------------------------------------------------------------------------- ------------------- --------------------------------

IX proa 1 (IX) [ proa 1 (IX) ) 2 proa !2 (IX) Kraakbeen 

proa2(IX) [proa1(1X)] 2 proa3(IX) 

_________________ Eroa31IX) __ -------------------------------------------- - - --------------- ---------- ----- . --------------------

X proa1 (X) [proa1 (X) )3 Eindplaat van langbene, 
embrioniese been (afwesig in 
nie-skeletale weefsel) 
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FIGUUR 2 . 1 Skematiese voorstelling van die verskil in 

samestelling en ultrastruktuur van die be = 

langrikste kollageentipes. ( Inlig t ings t uk 

tot Gordon Research Conference: Structural 

Macromolecules - Collagen, Julie 1985 ) . 
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2.2.1 . 2 Tipe I prokollageen 

2.2.1 .2.1 Proteienstruktuur 

Ongeveer 90i van die kollagene is tipe I kollageen. Soos 

saamgevat in tabel 2.3, is hierdie tipe kollageen TI be= 

langrike komponent van sulke gespesialiseerde bindweef= 

selstrukture soos been, vel en tendon. Die intrasel= 

lulere vorm, tipe I prokollageen, is n heteropolimeer 

saamgestel uit twee proal(l)-polipeptiede en een proa2(1)­

polipeptied (figuur 2.2). Hierdie prokollageenvorm onder= 

gaan intraselluler uitgebreide chemiese modifisering en 

word daarna in die ekstrasellulere ruimte uitgeskei 

(figuur 2 .3A). Ekstraselluler word die N- en C- terminale 

propeptiede proteolities deur N- en C-proteienase s onder= 

ske idelik verwyder. Die produk van hierdie proteolitiese 

splyting, tipe I kollageen, ondergaan intermolekulere 

kruisbinding om kollageenfibrille met TI parallelometriese 

oorvleuelende rangskikking te vorm (figuur 2.2B). 

Die mensgene vir proal(I) en proa2(1) is onlangs geisoleer 

en beskryf (C hu et al, 1984b; Ram irez et al , 1985b; De 

Wet et al , 1986), Deur analise van die gene was dit 

moontlik om die detailsamestelling van hierdie groot 

polipeptiede vas te stel. Elk van die polipep,tiede is 

in ses onderskeidbare funksionele domeins onderverdeel= 

baar , naamlik die seinpeptied, N-terminale propeptied, 

N-terminale telopeptied, die sentrale tripelheliese 

dome in, C-terminale telopeptied en C-termina le propeptied 
(figuur 2.2) . Die lengtes van d ie bogenoemde domeins 

word in tabel 2.4 saamgevat. Volgens Chu et al (1984b) 

is die proal (1)-propeptied in twee verdere subdomeins ver= 

deelbaar. Die eerste 86 aminos ure na die seinpeptidase -
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TABEL 2,4 
Vergelyking van Proa1 (I), ProaZ(I) en Proa1 (III) 

Geentipe Proa1 (1)1 ,2 Proa2 (I) 2 ,3 Proa1 (III) 5 , 6 
(Koderingspoten= 
siaal) · 

Seinpeptied 22 22 23 

N-propeptied 86 8 
N-terminale 

tripelheliese gebied 45(51) 39(45) 140 (?) 

N- terminale 
telcpeptied 25 ( 19) 20(14) 

Tripelheliese gebied 1 01 4 1014 1023 

C-terminale 

telopeptied 26 15 28 

C-propeptied 246 247 245 

TOTAAL 1464 1365 1459 (?) 

VOETNOTA'S 

1. Chu, M,L., D.e Wet, W., Bernard, M., Ding, I.F., Morabito, M., 

Myers, J., Williams, C en Ramirez, F. (1984b) Nature 310 

337 - 340. 
2, Bernard , M.P., Chu, M.L., Myers, J.C ., Ramirez, F., 

Eikenberry, E.F . en Prockop , D.J . (1983) Biochemistry~. 

5213 - 5223. 
3 . Tate, V.E., Finer, M.H . ,Boedtker, H. en Doty, P. (1983). 

Nucl Acids Res L!., 91 - 103. 
4. Bernard, M.P., Myers, J . C., Chu, M.L ., Ramirez, F. , Eiken= 

berry, E. F. en Prockop , D.J. (1983) Biochemistry~ 1139 -

1145. 
5. Yamada, Y., Mudryi, M. en de Crombrugghe, B. (1983) J. Biol 

Chem 258, 14914 - 14919. 
6. Chu, M.L., We il, D., De Wet, W., Bernard, M., Sippola, M. en 

Ramirez , F. (1985b) J. Biol Chem.?.~, 4357 - 5303. 

7. Seyer, J.M . en Kang, A.H. (1984) Biochemistry~. 2621 -
2627 . 
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me tri ese oorvleuelende wyse be ke nd as 4D­

spasiering (Proc kop en Kivi ri kko, 1984) . 
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uitkenningspunt het TI meer globulere struktuur wat deur 

vyf disulfiedbrOe gestabiliseer word. Die daarvolgende 

51 aminosure, wat ook proksimaal van die N-terminale 

telopeptied gelee is, het TI Gly-X- Y herhalingskarakter 

met TI hoe inhoud aan Pro en Hyp. Hierdie subdomein neem 

dan ook TI tripelheliese vorm in tipe I prokollageen aan. 

TI Belangrike verskil tussen die proal (I) en pro a2(I) 

polipeptiede is gelee in die lengte van die globulere 

domein van die N-propeptied. In die proa2(I) is hierdie 

subdomein slegs agt aminosure lank (tabel 2.4) . Die N­

te rminale tripelheliese gebied van die proa2(I ) is ook 

twee Gly-X-Y eenhede korter as di~ van die pro al (I). 

In teenstelling met die subdomeins van die N-propeptied, 

het die telopeptiede TI varieerbare tersiere struktuur 

om as koppelstuk tussen die N-terminale en die sentrale 

tripelheliese domeins te kan optree. Die N-terminale 

telopeptied <lien verder as uitkenningspunt vir die 

ekstrasellulere N-proteienase. Distaal van die N-t e rmi = 

nale telopeptied volg die sentrale tripelheliese ge= 
hied, saamgestel uit 338 ononderbroke Gly -X-Y eenhede in 

beide proal (I) en proa2(I) (figuur 2.2). Die sentrale 

tripelheliese gebied word aan die C-terminale globulere 

propeptied gekoppel deur die C-terminale telopeptied. 

Hierdie telopeptied volgordes vertoon ook TI varieerbare 

tersiere struktuur en beskik oor die uitkenningspunt 

vir die ekstrasellulere C-proteienase. Die C-propeptied 

het TI hoe inhoud aan hidrofobe aminosure (Bernard e t a l , 

1983a en 1983b), sodat hierdie domein TI sferiese globulere 

struktuur aanneem. Soos vir die N-t e rminale globulere 

domein, word die C-propeptied verder deur twee intramole = 

kulere disulfiedbrOe gestabiliseer. 
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2.2.1 . 2.2 Geenstruktuur 

Die gene vir proal (I) en proa2(I) vertoon TI komplekse 

eksonintronstruktuur (figuur 2.4). Vyftig introns ender= 

breek die koderingsvolgordes van die proal (I)-geen, terwyl 

die proa2(I)-geen uit 52 eksons saamgestel is (Chu 

1984b; Ramire z et aZ , 1985b; De Wet et aZ , 1986). TI Op= 

vallende verskil tussen die twee gene is dat die proal (I)­

geen ongeveer 17 kbp lank is en dat die proa2(I)-geen 

ongeveer 38 kbp lank is. Desnieteenstaande is die ko= 

deringsvolgordes van die proal (I) langer as die van die 

proa2(I); 4392 bp en 4095 bp onderskeidelik. Soos 

duidelik uit figuur 2 . 4 blyk, is die introns van die pro 

a2(I) - geen in die algemeen aansienlik langer as die oor= 

eenstemmende introns van die proal (I)-geen . Ongeveer 90% 

van die proa 2 (I)-geen is intronvolgordes teenoor ongeveer 

70% vir die pro a l (I)-geen. 

Net soos vir die proteienstruktuur, is die eksons van beide 

gene in TI aantal subgroepe klassifiseerbaar. Vir die 

doel van die verdere bespreking word die eksonnumering 

soos deur Chu et aZ , (1984b) gebruik gehandhaaf (die 
3'-terminale ekson is no. 1, terwyl die 5'-terminale 

ekson no. 51 is). Die eerste drie eksons kodeer uitsluit= 

lik vir die C-propeptied. Ekson 4 , net soos ekson 46 in 

die pro a l (I) - geen en eks on 47 in die proa2(I) - geen, is TI 

oorgangsekson in die sin dat hierdie ekson vir die laaste 

15 aminosure van die sentrale tripelheliese domein, die 

aminosure van die C-terminale telopeptied en die vir die 

N-terminale ongeveer 50 aminosure van die C-propept ied 

kodeer (Myers et aZ , 1983; Chu et aZ , 1984b; Ramirez et aZ , 

1985). Die 5'-terminale oorgangsekson, ekson 46 in die 

pro al (I)-geen en ekson 47 in die proa2(I)-geen, kodeer 

vir die eprste drie aminos~re van die sentr a le tripelhe= 

liese gebied, die aminosure van die N-t ermina le telopep= 

tied en die laaste vier aminosure van die N-propeptied. 
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FIGUUR 2. 4 Komplekse ekson-intronstruktuur van die mens 

proa1 (I) (A) en proa Z(I) (B) gene (Ramirez 

et al , 1985a). Die eksons is van die 3 ' -kant 

genommer. 
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Eksons 47 - 51 van die proal(I) -geen en eksons 48 - 52 van 

die proaZ(I)-geen kodeer vir die restant van die N-propep= 

tied. In beide gevalle kan die laaste ekson ook as n 

oorgangsekson beskou word aangesien di~ ekson vir die 

seinpeptied, die seinpeptidase-volgordes en die N-termi= 

nale aminosure van die N-propeptied kodeer. 

Eksons 5 - 45 van die proal (1)-geen en eksons 5 - 46 van 

die proaZ(I)-geen kodeer vir die sentrale tripelheliese 

dome in. Hierdie eksons is almal veelvoude of afgeleides 

van n 54 bp premordiale eksoneenheid (Yamada e t al, 1983). 

Die groottes van hierdie eksons is 162 bp (3 x 54bp) , 

108 bp (2 x 54 bp), 99 . bp ( (2 x 54bp) - 9bp), 54bp en 

45bp (54bp - 9bp). Die rangskikking van die verskillende 

eksons in die pro dl (I~ en proa2(1)-gene is amper dieselfde, 

behalwe dat daar vanaf ekson 18 in beide n verskil in die 

gedetailleerde rangskikking is (figuur 2.4). Dit blyk 

ook uit die voorkoms van die verskillende grootte-tipes 

eksons in beide gene, ~oos weergegee in tabel 2.5. Die 

belangrikste verskil in die eksonrangskikking is dat 

aminosuurresidue 585 - 620 in die proal (I} en proaZ(I)­

polipeptiede onderskeidelik deur n 108 bp ekson (ekson 

19) en twee 54 bp eksons (eksons 19 en 20) gekodeer word. 

(Ramirez et al , 1985b). Hierbenewens het n gedetailleer= 

de vergelyking van die eksonvolgordes soos teenwoordig 

in die cDNA-klone, Hf-1131, Hf-404 en Hf-32, n -soi kon= 

servering van nukleotied-volgordes tussen die sentrale 

tripelheliese domeins van die proal (I} en proa2(1)­

polipeptiede aan die lig gebring. Dit , asmede die opval= 

lende konservering van die eksonrangskikking, mag daarop 

dui dat beide gene hul oorsprong gehad het inn gemeen = 

skaplike multi-ekson premordiale kollageengeen (Chu et al , 

1984b). Verder mag die konservering van eksonstruktuur 

indirek dui op sterk selektiewe druk ter handhawing van 
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TABEL 2.5 

GROOTTES VAN EKSONS WAT VIR DIE SENTRALE TRIPLHELIESE 

DOMEIN KODEER 

AANTAL EKSONS KODERINGSVERMOE (aa) 

GROOTTE (bp) PROa 1 (I) PROa2 (I) PROa 1 (I) PROa2 (I) 

45 5 5 75 75 
54 21 23 378 414 

99 5 5 165 16 5 

108 9 8 324 288 

16 2 1 1 54 54 

TOTAAL 41 42 996 996 
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die struktuur van die sentrale tripelheliese domein in 

beide polipeptiede. In teenstelling met die antler 

domeins, was dit nog nie moontl ik om in die sentrale 

tripelheliese domein funksionele subdomeins pertinent 

te definieer nie. Dit wil egter voorkom asof die kruis= 

bindingspunte, met die algemene struktuur Gly-X-Lys - Gly­

His-Arg (in eksons 7 en 41 van die proal (I)-geen) voor= 

beelde van sodanige funksionele domeins mag wees (Chu 

et a l , 1984b). 

Die gene vir proal (I) en proa2(I) kom onderskeidelik op 

chromosome 17 (q 21 - q22) en 7(q21 - q22) as een geen per 

haploiede genoom voor (Ramire z , et al , 1985a). Onlangs 

is vasgestel dat die verhouding waarin die proal(I) -mRNA 

en proa2(I) - mRNA in mens fibroblaste voorkom 2 :1 is (De 

Wet et a l , 1983b). Dit is ook die verhouding waarin die 

proal (I)-en proa2(I)-polipeptiede gesintetiseer word. 

Die moontlikheid dat hierdie grotere uitdrukking van 

die proal (I) - geen die uitvloeisel van n verskil in die 

transkripsietempo van die twee gene is , word t ans onder= 

soek . Vir beide gene is die transkripsieprodukte in 

fibroblaste heterogeen in grootte . Twee grootte-tipes 

is vir die proa1 (I)- mRNA beskryf, naamlik 5.8 en 4.8 kb 

(Chu et a l , 1985a). Netso is drie grootte - tipes, 5.2, 

4 . 6 en 4.4 kb, vir die proa2(I) - mRNA met behulp van 

agarose-elektroforese geidentifiseer (Myers et a l, 1983) . 

Volgorde analise van die 3'-terminale ekson van beide 

gene het getoon dat die polimorfe mRNA's verskil in die 

lengte van die 3'-nie-t ransleerbare gebied (Myers , et a l , 

1983; Chu e t a l , 1985a). Die mRNA's word in fibroblaste 

deur membraangebonde ribosome getransleer tot die oor= 

eenstemmende preprokollageen-polipeptiede. 
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2 . 2.1.2 . 3 Ko - en Posttranslasionele Prosessering 

Die prep r okollageenpolipeptiede ondergaan uitgebreide ko ­

en posttranslasionele modifisering (tabel 2.6). Kort 

na die oordrag van die seinpeptied na die lumen van die 

endoplasmiese retikulum (RER) , tree die seinpeptidase 

op om die seinpeptied te verwyder (stap I in tabel 2 . 6) 

(Blobel, 1980). Tydens en na translasie ondergaan die 

(Gly-X - Y)-volgordes uitgebreide hidroksilering deur 

mikrosomale proliel- en lisielspesifieke hidroksila= 
ses. Hierdie ensieme benut Fe 2

+ en askorbaat as kofak= 

tore, terwyl suurstof en a -ketoglut~raat as kosubstrate 

dien. Die bekendste van hierdie hidroksilases , proliel-

4-trans-hidroksilase, hidroksileer sommige proliel= 

r esidue wat in die Y- posisie voorkom tot 4-trans -h idrok= 

sipro lielderivate, mits die prolielresidu deel van die 

mi nimum substraatvereiste, X-Pro-Gly, uitmaak (stap II, 

tabel 2.6). 

Ongeveer 48% van prolielresidue in tipe I kollageen en 

ongeveer 54% van prolielresidue in tipe III kollageen 

word tot 4-trans -h idroksiderivate gehidroksileer (Burge= 

son e t a l , 1976; Chung en Miller , 1974). In teenstelling 

h iermee word TI enkele prolielresidu (aminosuurresidu 983) 

in proal(I)-kettings deur proliel-3 - hidroksilase gehidrok= 

sileer (stap III, tabel 2.6) . Die minimum substraat 

volgorde hier is Gly - Pro-Pro en die Pro i n die X- posisie 

word gemodifiseer . Net soos vir proa l(I), word enkele 

prolielresidue in proa2(I) tot 3-hidroks i prolien gehidrok= 

sileer . TI Derde hidroksilase, lisielhidroksilase, 

h idroksileer lisielresidue wat in die Y-posisie van die 

volgordes X-Lys - Gly, X- Lys-Ser of X-Lys-Ala voorkom tot 

5-hidroksilisien (stap IV, tabel 2. 6). Hyl ma ak ongeveer 

27%, 38 % en 14% van die totale lisielresidue in al(I), 

a2(I) en al(III) kollageen onderskeidelik uit. 
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TABEL 2.6 Ko- en Post-translasionele prosessering van tipe I preprolollageen 

Stap 

I 

II 

I I I 

IV 
V 

VI 

VII 

VIII 

Tipe Modifisering 

Verwydering van seinpeptiedvolgordes 

Vorming van 4- trans - hidroksiprolielresidue 

Vorming van 3-hidroksiprolielresidue 

Hidroksilering van lisielresidue 

Galaktosilering van hidroksilisielresidue 

Glukosilering van galaktosielhidroksilisielresidue •. 

Assosiasie van C-propeptiede 

Vorming van disulfiedbrfie 

Ensiem 

Seinpeptidase 

Proliel-4-hidroksilase 

Proliel-3-hidroksilase 

Lisielhidroksilase 

Galaktosielhidroksilisiel - Galakto= 

sieltransferase 

Galaktosielhidroksilisiel -

Glukosieltransferase 

Mikrosomale disulfiedisomerase 

IX Tripelheliksvorming -

X Vorming van (Man)n (G1cNAc) 2Asn-residue in C-propept~ede Oligosakkariedtransferase 
-------------------- -- --------- ---------------------------------------------------------------------------------------

XI 
XII 

XIII 

XIV 
xv 

Translokasie na Golgiapparaat 
Verpakking in Sekresievesikels 

Eksositose 

Verwydering van N-propeptiede 

Verwydering van C- propeptiede 
Fibrilvorming 
Vorming van allisiel- en hidroksiallisielresidue 

Vorming van intermolekul~re kruisbindings 

N-Proteienase 

C- proteienase 

Lisieloksidase 
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Slegs prokollageenpolipeptiede in die stochastiese kon= 

formasie dien as substraat vir die bogenoemde hidroksila= 

ses, sodat tripelheliese prokollageen nie verder hidrok= 

sileerbaar is nie (Murphy en Rosenbloom , 1973). Terself= 

dertyd wissel die omvang waarmee prokollageen hidroksileer 

word . Die omvang van hidroksilering van bepaalde proliel­

en lisielresidue word waarskynlik oorwegend deur die 

tempo van tripelheliksvorming bepaal. TI Vertraging in 

die vorming van stabiele tripelheliese prokollageen lei 

tot TI hoer vlak van hidroksilering (Kirsch e t al, 1981). 

Deur die gebruik van inhibeerders van prolielhidroksilase 

soos a ,a'-dipiridiel, is vasgestel dat die teenwoor = 

digheid van 4-trans-prolielresidue aanmerklik tot die 

termiese stabiliteit van tripelheliese tipe I prokollageen 

bydra. Waar ongehidroksileerde prokollageen by 24 °C 

denatureer, lei die hidroksiler i ng van ongeveer 40% van 

die prolielresidue tot TI denaturasietemperatuur van 38°C 

(Hurych en Chavapil, 1965; Kivirikko en Prockop, 1969; 

Rosenbloom et a l , 1973; Minor, 1980). Oat Hyp bydra tot 

die vorming van intermolekulere waterstofbrugbindings, is 

reeds in afdeling 2.2.1 .1 genoem . Hidroksilisielresidue 

in prokollageen mag as glikosileringspunte vir die hegting 

van galaktosiel - en galaktosielglukoseresidue dien , en 

mag aan die ekstrasellulere vorming van interketting kruis= 

bindings deelneem. Die stabiliteit van die kollageen= 

fibrille word derhalwe grootliks deur die omvang van 

proliel- en lisielhidroksilering beinvloed. Ketting= 

assosiasie en sekresie van prokollageen kan wel plaasvind 

in die afwesigheid van hidroksilering, maar dan by TI 

verlaagde temperatuur of teen TI verlaagde tempo (Proc kop 

e t al , 1976). 

Hyl-residue tree as die glikosileringspunte in die tripe!= 

heliese domein op. Twee glikosieltransferases, hidrok= 
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silisiel- galaktosieltransferase en galaktosielhid rok= 
sil isiel-glukosieltransferase, is by hierdie glikosi= 

lering betrokke . Die eersgenoemde ensiem kataliseer die 

vorming van a(l,2)-glikosidiese binding tussen Hyl en 

galaktose (stap V, tabel 2.6) (Butler en Cunn ingham, 1966) . 

In TI daaropvolgende stap dien sommige galaktosielhidrok= 

sil isiel residue as s ub straat vir die tweede ensimatiese 

aktiwiteit ter hegting van TI verdere glukosielresidu in 

TI C! (1 , 2)-glikosidiese binding (stap VI, tabel 2.6). Die 

volgende glikosileringspunte is geidentifiseer in die 

a l (I) -ketting: Hyl 87 en Hyl 681, met die gemeenskaplike 

u itkenningsvolgorde : Gly-X-Hyl-Gly-X-Arg (Fietzek en 

Kuhn, 1976). Vir die a2(1)-ketting word Hyl 87, Hyl 174, 

Hyl 219 sowel as TI hidroksilisielresidu i n die CB3 , S­

peptied geglikosileer (Fietzek en Kilhn, 1976). TI Ge meen= 

skaplike volgorde vir die a2(I)-glikosileringspunte is 

soos volg: Gly-X-Hyl-Gly-X-Y~ waar Y Arg of TI hidrofobe 

aminosuur is. Die omvang van galaktosilering is ongeveer 

0,3 mol per mol glikosileringspunte, terwyl die omvang 

van disakkariedhegting selfs nog laer is. Net soos vir 

die hidroksilases, kan die bogenoemde glikosieltrans= 

£erases slegs prokollageen in die nie - tripelheliese kon= 

formasie as substraat benut. Dit is wel bekend dat beide 

die mono- en dihidroksialdimienkru isbindings geglikosi= 

leerd is. Die rol van glikosilering tydens kruisbindings= 

vorming is onseker. 

Die reeds genoemde modifiserings vind beide ko- en post= 

translasioneel plaas. Na die volledige sintese van die 

prokollageenpolipeptiede, assosieer die C-propeptiede 

van twee proal(I) en een proa2(I) met mekaar om TI gemeen= 

skaplike C-propeptiedstruktuur te vorm. Hierdie struk= 

tuur word aanvanklik deur hidro fobe interaksies gestabili= 

seer en is n noodsaaklike stap vir die korrekte vorming 
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van tripelheliese prokollageen. Waarskynlik vind die 

assosiasie tussen die proa-kettings stapsgewyse plaas, 

om eerstens TI proa-intermedi~r, bestaande uit TI proal (I)­

en n proa2(I)-ketting, te vorm. Assosiasie ~et TI verdere 
proal (I) lei tot die proy-vorm, waarin proal(I) en proa2(I) 

in die verhouding 2:1 teenwoordig is. Aggregate be= 

staande uit meer as een proaZ(I)-ketting vorm nie of is 

onstabiel. Daarenteen kan proal (I)-trimere wel gevorm 

word, maar teen TI verlaagde tempo (Deak et ai , 1983). 

Hierdie assosiasie vind in die lumen van die RER plaas 

(stap VI I, tabel 2.6). Terselfdertyd tree die mikrosomale 

ensiem, disulfiedisomerase, skynbaar op ter vorming van 

intra- en interdisulfiedbrOe in die proa-struktuur (stap 

VII, tabel 2 . 6) . Die disulfiedbrOe is in tipe I prokol= 

lageen beperk tot die N- en C-propeptiede, aangesien geen 

Cys-residue in die sentrale tripelheliese domeiri van 

tipe I kollageen voorkom nie. In die N-propept ied ge= 

deelte van die proal (I)-kettings kom slegs intramolekul~re 

disulfiedbrOe voor, terwyl intermolekul~re disulfiedbrOe 

in die C-propeptieddomein die assosiasie van die proal (I)­

en proa2(I) -kett ings in die pro y-vorm stabiliseer. 

Die C-terminale gedeelte van die sentrale tripelheliese 

domein, net proksimaal van die C-telopeptied, bevat vyf 

ononderbroke Gly-Pro-Pro volgordes waarvan die Pro in die 

Y-posisie meestal gehidroksileer is. Hierdie subdomein 

dien as beginpunt vir die stabiele vorming van die 

tripelheliese konformasie (stap IX, tabel 2 .6). Geordende 

tripelheliksvorming verloop vanaf hierdie beginpunt in 

die rigting van die N-propeptied. TI Soortgelyke Gly-Pro­

Pro opeenvolging in die N-terminale tripelheliese domein 

<lien as beginpunt vir die tripelheliese orden ing van 

daardie kort Gly-X-Y-volgordes. 
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Tripelheliksvorming is TI slagboom in die posttranslasionele 

prosessering van prokollageen, aangesien TI aantal stappe 

(stappe II - VI, tabel 2.6) hierdeur be!indig word\ terwyl 

tripelheliese prokollageen sekreteerbaar is. Hegting van 

TI oligosakkaried, met TI ho! inhoud aan mannose, aan TI 

Asn-residu in die C- propeptied van alle f ibriele kollagene 

fassiliteer waarskynlik die sekresie van prokollageen 

(stap X, tabel 2.6) . Die oligos akkariedtransferase , ken 

TI sterk gekonserveerde volgorde, Ala-Ser-Gln-ASN-ILE-THR­

Tyr-His-Cys-Lys-Asn-Ser-Val - X-Tyr-Met-Asp, uit (Bernard 

e t al, 1983a, 1983b; Yamada e t al, 1983). 

Vanaf die Golgi - apparaat word prokollageen via sekresie= 

vesikels gesekreteer. Waar die sintese , posttranslasionele 

modi fisering en tripelheliksvorming ongeveer 7 minute duur 

(Bruckner e t al, 1981), is onlangs vasgestel dat tipe I 

prokollageen met 'n halftyd van 36 minute deur mens fibro = 

blaste in weefselkulture gesekreteer word (De Wet e t a l , 

1983a). Twee meganismes vir die sekresie van prokollageen 

is geidentifiseer. Ongeveer twee-derdes van die prokolla= 

geen word relatief vinnig gesekreteer, terwyl die restant 

met TI halftyd van ongeveer 4 uur vrygestel word (De Wet 

e t a l , 1983a). Ongehidroksileerde prokollageen word slegs 

volgens die stadigermeganismeuitgeskei. Hieruit wil dit 

voorkom asof die konformasie van prokollageen sekresiesnel= 

heid beinvloed. 

In die ekstrasellulere matriks word die N- en C-terminale 

propeptiede proteolities deur N- en C-proteienase onder= 

skeidelik,verwyder (stappe XI en XII, tabel 2.6). Die 

snitpunte is in beide gevalle in die telopeptiede gele!. 

Resente gegewens dui daarop dat f ibrilvorming (stap XIII, 

tabel 2 ,6) interverweefd is met die optrede van N- en C­

proteienases (Miyahara e t al , 1983; 1984). Na die verwy= 
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dering van die groot C-propeptiede deur C-proteienase, 

is die pN - kollageen polimeriseerbaar tot dun, plat fibrille. 

Verdere laterale assosiasie word na die optrede van N­

proteienase moontlik gemaak. In die fibrille kom die 

individuele kollageenmolekules inn parallelometriese 

oorvleuelende wyse, ook bekend as die 4D-spasi~ring, 

voor (figuur 2 . 3B). Hierdie 40-spasi~ring word na 

fibrilvorming gestabiliseer deur intermolekul@re kruis= 

bindings (stap XV, tabel 2.6) . Die vorming van kruis= 

bindings word voorafgegaan deur die oksidatiewe deaminering 

van sommige lisiel - en hidroksilisielresidue tot die oor= 

eenstemmende aldehiede deur die ekstrasellul@re ensiem, 

lisieloksidase (stap XIV, tabel 2 . 6). Beide aldol- en 

aldimienkondensering vind tussen die kruisbindingspunte 

plaas. Hyl 87 en Hyl 927, sowel as His 89 en His 929, is 

kruisbindingspunte. Lys 327 en Lys 564 mag ook as kruis= 

bindingspunte <lien. 

0 

Tripelheliese tipe I kollageen is ongeveer 3000A lank en 
0 

15A in deursnee en is in die vorm van n linkshandige 

heliks. Daarenteen is tipe I fibrille gewoonlik tussen 
0 0 

SOOA en 4000A in deursnit. 

2 . 2 .1.3 Tipe III Prokollageen 

In teenstelling met tipe I prokollageen, is tipe III 

prokollageen n homotrimeer bestaande uit drie proa1(III)­

kettings . Hierdie tipe kollageen vorm dunner fibrille as 

tipe I kollageen en kom hoo fsaaklik in velstrukture en 

bloedvate voor (tabel 2.3). Die prim@re struktuur van 

al (III) is met behulp van aminosuurvolgordebepaling vol= 

ledig bepaal (Seyer en Kang, 1981), n Belangrike verskil 

tussen al (III) en die tipe I kettings is dat al(III) uit 
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341 Gly-X-Y volgordes saamgestel is. 

Onlangs is groot gedeeltes van die hoender (Yamada e t al, 

1984) en mens tipe III prokollageengene (Chu e t a l, 1985b) 

beskryf. Benewens gedetailleerde verskille in nukleotied= 

volgorde en intronlengte, stem die gene van die proa2(I) 

en proa1(III) grootliks ooreen ten opsigte van totale 

lengte en die grootte en rangskikking van di~ eksons wat 

vir die tripelheliese domein kodeer (Yamada e t a l , 1984; 

Chu et al, 1985b). n Vergelyking van die koderingspoten= 

siaal van die tipe I en tipe III gene is in tabel 2 . 4 

saamgevat. Die belangrikste verskil is gele~ in die 

detailstruktuur van die C- en veral N- propeptiedgedeeltes. 

Dit blyk ook uit die verskil in die grootte en rangskikking 

van daardie eksons wat vir die propeptiede kodeer (Yamada 

e t al, 1984; Ramirez et al, 1985h). Die proa1(III)-geen 

kom op chromosoom 2 (q23) as een geen per haploiede genoom 

voor (Ramirez e t al , 1985a), en word tot twee polimorfe 

mRNA's (5 . 4 kb en 4.8 kb) in mensfibroblaste getranskribeer 

(Chu e t al, 1985b). 

Die sintese en prosessering van tipe . III prokollageen ver= 

loop analoog aan di~ van tipe I prokollageen. In mens 

fibroblaste is die verhouding waarin tipe III tot tipe I 

prokollageen gesint ~tiseer word ongeveer 1 :5 (Uitto et al , 

1985), alhoewel hierdie waardes aansienlik kan wissel . n 
Interessante verskynsel is dat die al (III) -kettings deur 

disulfiedbindings kovalent gekoppel is (residu 1023 van die 

sentrale tripelheliese domein, sowel as die naasliggende 

eerste aminosuur van die C-telopeptied is Cys). Daarteen= 

oor is die Tipe I a-kettings nie disulfiedgebonde nie. 

Dit vorm die basis van n eenvou<lige en dramatiese onder= 

skeid tussen al (I) en a l (III) met behulp van SDS-PAGE 

onder nie-reduserende kondisies (Sykes et a l, 1976). 
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2.3 GEDETAILLEERDE STUDIES VAN AFWYKENDE 

KOLLAGEENPROTEIEN- EN GEENSTRUKTUUR 

2.3.1 Inleiding 

Uit die vorige afdeling is dit duidelik dat n groot hoe= 

veelheid kennis aangaande · die struktuur en funksie van 

die kollagene, veral tipe I kollageen, be~end is. Soos 

reeds genoem, bestaan daar egter nog vrae rondom die 

molekul@re basis wat die heterogene aard van die kliniese 

manifestasies van OI en die antler bindweefseltoestande 

onderl@. Die spesifieke funksie van die verskillende 

domeins van kollageen is verder ook nie duidelik nie. 

Gedetailleerde studies van afwykende kollageenproteien 

en -geenstruktuur mag n bydrae lewer om die twee leemtes 

te vul . n Aantal sodanige studies is reeds voltooi en 

daar is hierdeur aangetoon dat die molekul@re basis van OI 

inderdaad verskil. Die funksie van n aantal van die 

kollageendomeins is verder opgeklaar naamlik: die feit 

dat n normale C-propeptiedstruktuur van die proa2(I) ­

ketting krities is vir die normale assosiasie van die 

samestellende polipeptiedkettings van tipe I kollageen; 

dat die voorkoms van proa2(I) - kettings in tipe I kollageen 

nie noodsaaklik is vir lewe nie (Deak et a i , 1983) en 

dat n normale N-propeptiedstruktuur noodsaaklik is vir 

prosessering deur N-proteienase (Williams en Prockop, 

1983; Sippola-Thiele, 1985) . Bogenoemde resultate is ver= 

kry met studies oor delesies, invoegings, leesraamver= 

skuiwings en puntmutasies. 
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2.3.2 Delesies 

2.3,2.1 Delesies in proa1(I)-kettings 

Daar is gevind dat fibroblaste van n tipe II OI-pasient 

(CRL 1262) n verlaagde hoevee lheid tipe I kollageen 

sekreteer (Penttinen et al , 1975; Steinmann et al, 1979; 

Barsh en Byers, 1981). Barsh en Byers (1981) sowel as 

Will iams en Prockop (1983) het aangetoon dat n abnormale 

proa1(I)-ke tting wat ongeveer 10\ korter is as die nor= 

male ketting, gesintetiseer word. Die verkorting is 

gelokaliseer .in die oorgang tussen a1(I)CB8 en 

a1 (I)CB3 , wat onderskeidelik vir aminosuurresidue 124 - 402 

en 403 - 551 van die a1 (I)-ketting kodeer. Verdere ondersoeke 

deur Southern oordrag het getoon dat n delesie van ongeveer 

0,5 kb in n 8,5 kb Hind III-fragment van die proa1 (I)-kolla = 

geengeen voorkom (Chu et al, 1983). Opeenvolgende klonerings= 

eksperimente het gewys dat die delesie van 643 bp in die 

gebied wat kodeer vir aminosure 328 tot 411 voorkom (Chu 

et al , 1985c. ) . Die delesie begin en eindig in twee in= 

trons en resulteer in die uitsnyding van eksons 27, 28 

en 29. Hierdie is n nuwe heterogene mutasie en uit= 

sluiting van alle eksons kom net in een allele voor. Ge= 

volglik word die hoeveelheid normale pro a 1 (I)-kettings met 

die helfte verminder. Inkorporering van die verkorte 

proa1 (I) -kettings in tipe I pro½ollageen lei tot die 

vorm i ng van drie tipes trimere: n tipe I trimeer met 
twee normale proa1 ( I)-kettings; n tipe Is trimeer met 

een normale en een verkorte proa1 (I)-ket~ing en n tipe Iss 

trimeer met twee verkorte proa1 (I)-kettings (Williams en 

Prockop, 1983). Die trimere kom i nn verhouding van 

1 : 2: 1 voor. 
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Die delesie lei daartoe dat die Gly-X-Y triplette 

"aanskuif" , sodat die tripelheliese domein aaneenlopend 

is en nie deur TI borrelstruktuur onderbreek word nie. 

Gevolglik is kettings aan die N-terminale kant van die 
tripelheliese gebied uit fase en is die struktuur van 

die N-propeptied versteur . Hierdie strukturele defek 

het die volgende effekte op die post-translasionele lot= 

gevalle van die prokollageenkettings gehad: 

(i) Vertraagde heliksvormingstempo (Williams en 

Prockop, 1983) 

(ii) Oorhidroksilering van prokollageenkettings deur 

proliel- en lisielhidroksilases (Williams en 
Prockop, 1983). Omdat TI vertraagde heliks= 

vormingstempo voorkom, bly hi erd ie ensieme langer 

aktief aangesien prokollageenkettings in die 
nie-tripelheliesekonformasie as substrate vir 

hierdie ensieme dien (stappe II - IV, tabel 

2 . 6; afdeling 2 . 2 . 1. 2. o). 

(iii) Die termiese stabiliteit van die trimere wat 

verkorte proal ( I)-kettings bevat, word van 

ongeveer 42°C (41 - 43°C) tot 39°C verlaag 
(Williams en Prockop , 1983 ) . 

(iv) TI Verlaagde sekresie , sodat die tempo van sekre= 
sie deur die OI-selle 50\ van di~ van normale 

selle is (Barsh en Byers, 1981) . 

(v) Verlaagde prosesseerbaarheid van die tr i mere 
deur N-proteienas e wat dui op TI abnorma le N­

terminale propeptiedkonfo·vmasie (Wi lliams en 

Prockop, 1983). 
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(vi) Kompensatoriese verhoging in die sintese en 

sekresie van tipe III prokollageen (Barsh en 

Byers , 1981; Williams en Prockop, 1983) . 

Die helfte van die pro a l (I)-kettings wat gesintetiseer 

word, is verkort. Soos reeds beskryf, assosieer een of 

twee van hierdie abnormale proal (I)-kettings met TI proo2(I)­

ketting vir die vorming van tipe I prokollageen. Dit kom 

dus daarop neer dat 75% in plaas van die verwagte 50%, van 

alle tipe I prokollageen TI abnormale struktuur het. Hi erdie 

mutasie is die eerste prototipiese voorbeeld van proteien­

eliminasie (Eng:protein suicide) soos voorgestel deur 

Prockop (1984). 

TI Strukturele defek van die tipe I prokollageen van TI 

EDS VII - pasient kon herlei word tot die delesie van 24 

aminosure, wat strek vanaf Asn-136 tot Met-159 in die 

aminoterminale pN a l (I)CB0,1 CNBr-peptied (Cole et aZ , 1986). 

Die helfte van die prool (I)-kettiP-gs is verkort. TI On = 

dersoek van die pasient se mRNA deur elektronmikroskopiese 

R-lusanalise het die delesie van ekson 46 in sommige van 

die prool (I)-mRNA's aangetoon (De Wet, W.J., ongepubliseer= 

de waarneming). Ekson 46 kodeer vir die 24 aminosure 

wat weggelaat is uit die N-terminale pN o l (I)CB 0,1 CNBr-pep= 

tied. Hierdie peptied bevat die kort C-terminale globu= 

l@re domein van die NH 2-propeptied, die prokollageen N­

proteienase snitpunt by die Pro-Gln binding (posisie 139 -

140), die NH 2-telopeptied en die eerste triplet van die 

sentrale tripelheliks van die al ( I ) -ketting (Chu et aZ , 

1984b) . Die verlies aan die N-proteienase snitpunt lei 

tot TI onvolledige prosessering van die prokollageen deur 

N-proteienase (stap XI, tabel 2 .6). Dit verklaar die voor= 

koms van pN ol (I)-kettings in di e dermis van die pasient. 

Hierdie is weer eens TI nuwe heterogene mutasie aangesien 
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nie een van die ouers die kliniese of genetiese defek open= 

baar nie, 

2,3.2.2 Delesies in proa2(I)-kettings 

Behalwe die delesies wat beskryf is vir die proa1 (I)~ket= 

tings, is daar vier voorbeelde beskryf van delesies in die 
proa2 (I)- kettings. 

Verkorte proa2(I)-kettings word gesintetiseer deur fibro= 

blaste van 'n pasi!!nt met tipe II OI , (GM 2962) (De Wet et a l , 

1983a) . Die verkorting kom voor in die sianogeenbromied = 

fragment a2( I)CB3,5A, wat strek van aminosuurresidu 358 
tot 775. 'n Ondersoek van die pasi!!nt se proa2 (I)- mRNA is 

deur elektronmikroskopiese R-lusanalise en nuklease s1-ka r= 
tering gedoen (De Wet et al, 1986a). Die ondersoek het 

getoon dat die volgordes van 'n 54 - bp ekson, ekson 25 , nie 

in sommige van die pasi!!nt se proa2 (I) -mRNA voorkom nie. 

Delesie van ekson 25 lei tot die sintese van proa2(I)-ket= 

tings waarin aminosure 448 tot 465 weggelaat is. Inkor= 
porering van die verkorte proa2(I)-kettings in tipe I 

prokollageen lei tot 'n verandering van die karakteristieke 
eienskappe van tipe I prokollageen, naamlik: 

(i) Verhoogde hidroksilering van proliel- en 

lisielresidue (De Wet et al , 1983a). 

(ii) 'n Verlaagde sekresie van tipe I prokollageen. 

Kontrole fibroblaste sekreteer 63% prokollageen 
in die v i nnige fase, terwyl die OI-fibroblaste 
30% in die vinnige fase en 70% in die stadige 

fase sekreteer (De Wet "t al , 1983a). 
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(iii) TI Verhoogde sintese van tipe IV kollageen (De Wet 

et al, 1983a). 

(iv) TI Weerstandbiedendheid van die tipe I prokolla= 
geen teen N- proteienasewerking (Sippola-Thiel e , 

1985). 

Verkorte proaZ(I)-kettings word nie deur fibroblaste van 

die moeder of die vader gesintetiseer nie (De Wet et al , 

1983a). Die sintese van verkorte pro aZ(I) -kettings deur 

die pasi!nt se fibroblaste kan herlei word tot TI spontane 

nuwe mutasie van TI proaZ(I) - allele. 

TI Pasi!nt wat heterosigo t ies is vir TI milde vorm van 01 

is deur Sippola et al , (1984) ondersoek. Verkorte sowel 

as normale proaZ(I)-kettings word deur die selle gesinte= 

tiseer. TI Delesie van ongeveer 30 aminosure is waargeneem 
in d ie a2( I)CB4-fragment,wat aminosure 7 - 327 bevat . 

Elektronmikroskopiese R- lusanalise van die pasi!nt se mRNA 

het getoon dat die delesie die gevolg is van die uit s ny= 

ding van ekson 41, TI 54-bp ekson, uit die proaZ(I)-mRNA. 

(De Wet et al , 1986a). Eks on 41 kodeer vir aminosuurresi= 

due 73 to t 90 van die aZ(I) -ketting . Die voorkoms van die 

verkorte pro aZ( I)-kettings in tipe I prokollageen trimere 

lei daartoe dat 50% van die tipe I prokollageen struktu= 

ree l abnormaal is. Strukturele abnormaliteit van die tipe 

I prokoll ageen lei onder andere tot die volgende verskyn= 

sels: 

(i) 'n Verlaging in termiese stabiliteit, soos weer = 

spie!l in TI Tm-waarde van 34°C teenoor TI normale 

Tm-waarde van 39,7"C (Sippol a e t a l , 1984). 
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(ii) Weerstandbiedendheid teen N-proteienase-werking 

(Sippola e t al , 1984; Sippola-Thiele, 1985). 

n Gedeeltelike ontvouing van die N-terminale ge= 

bied of die aanskuif van die Gly-X-Y triplette 

is hiervoor verantwoordelik. 

Nog n voorbeeld van n verkorting in die a2(I)CB4 frag= 

ment is beskryf vir n individu met n milde vorm van OI 

(Byers e t al, 1983). Beide verkorte en normale proa2(I) ­

kettings is deur die pasient se fibroblaste gesintetiseer . 

Op grond van die verskil in molekul@re massa van die ab= 

normale en normale a2(I)CB4 - fragmente, het die outeurs 

voorgestel dat n delesie van 18 aminosure tot die verkorting 

lei . Effektiewe translasie van die pasient se proa2(I)- en 

proa l (I) -mRNA's is in selvrye sisteme verkry (Byers et al , 

1983) Die verlaagde verhouding wat verkry is vir tipe I 

tot tipe III koll ageen in die fibroblaste van die pasient 

kan verklaar word deur n verhoogde intrasellul@re afbraak 

van tipe I prokollageen wat verkorte proa2( I)-kettings 

bevat. Lig- en elektronmikroskopiese analises het getoon 

dat die kollageenfibrildeursnit in die dermis die helfte 

is van die van kontroles. Verder is die fibrille in 

beenbiopsies van die pasient abnormaal gerangskik. Die 

verkorte proa2(I)- kettings lei dus tot n verlaagde mole = 

kulere stabiliteit en versteurde inte rmol e kulere inter= 

aksies. 

Elektronmikroskopiese R-lusanalise van die pro a2(I) -mRNA 

van n EDS VII - pasiijnt het getoon dat n delesie van ekson 

47 voorkom (De Wet, W.J., ongepubliseerde waarneming). 

Ekson 47 kodeer vir aminosure in die N-terminale gebied 

van proa2(I)-kettings. n Delesie in die gebied sal aan= 

leiding gee tot n abnormale N-terminale konformasie van 
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tipe I prokollageen. Op sy beurt mag die abnormale kon= 

formasie lei tot n weerstandbiedendheid van die tipe I 

prokollageen teenoor N- proteienasevertering. 

2.3.3 Invoegings in prokollageenkettings 

In teenstelling met die voorkoms van delesies in prokolla= 

geenkettings, is twee gevalle van invoegings in prokolla= 

geenkettings deur Byers et al (1981c) en Stolle et al (1985) 

beskryf. Byers et al (198 1c) het getoon <lat fibroblast= 

weefselkulture van n pasient met n vorm van MS normale 

sowel as abnormale proa2(I)-kettings sintetiseer . n In= 

voeging van ongeveer 20 aminosure is in die a2(I)CB3,5 

fragment aangetref. Die verhoogde ekstraheerbaarheid van 

kollageen u it die vel van die pasient mag volgens die 

outeurs die gevolg wees van n effek van die mutas ie op 

die kruisbinding van die kollageen. 

n Strukturele verandering in die proal(III) wat lei tot 

n verlaagde migrasie van die al(III)-kettings is ook ge= 

vind inn pasient met EDS IV (Stolle et al , 1985). Dat 

n verlaagde migrasietempo voorkom dui daarop dat hier n 

invoeging, wat met die van Byers et al , (1981c) mag oor= 

eenstem, mag voorkom. Die defek kom in a l (III)CB5A voor 

wat Strek van aminosuurresidu 555 tot 775 , die verte= 

braatkollagenase snitpunt . Vier tipes trimere wat meer 
spesifiek vir aspesifieke proteasevertering is, word ge= 

vorm: trimere wat geen, een, twee of drie pro a l (III)SM 

kettings bevat (Stolle et al, 1985 ). Die trimere kom in 

die verhouding 1:3:3:1 voor. n Verlaagde sekresie van 

tipe III prokollageen deur die pasient se fibroblaste is 

waargeneem. Kontrole fi broblaste het 90\ tipe III prokol= 

lageen in die vinnige fase gesekreteer. Slegs 53% tipe 
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III prokollageen is deur die EDS fibroblaste in die vin= 

nige fase gesekreteer , terwyl die res (47\) in die sta= 

dige fase gesekreteer is. 

2 . 3 . 4 n Leesraamversku iwing in die proa2(1)-geen 

Fibroblastweefselkulture van n pasient met tipe III 01 

sekreteer tipe I prokollageen wat net uit proal(I)~trimere 

bestaan (Nicholls et al, 1979) . Geen proa2(I)-kettings 

word deur die fibroblaste gesekreteer nie, tog is ver= 

korte proa2(I)-kettings in die sellaag waargeneem (Deak 

e t al, 1983). Verder het Noordelike oordrag en SLOT­

BLOT-analise aangetoon dat die fibroblaste normale vlak= 
ke proa2(I)-mRNA bevat (Chu et al, 1984a). Dieselfde 

outeurs het ook gevind dat effektiewe translasie van die 

mRNA inn selvrye sisteem verkry kan word. s1-nuklease 

kartering in die C-propeptiedgebied van die proa2(I)-mRNA 

het n klein gebied van mispassing, ongeveer 35 aminosure 

opstroom van die terminasiekodon, in ekson 1 getoon 

(Dickson et al, 1984). Genomiese klonering en volgorde­

analise van die pasient se DNA het n delesie van 4 ha= 

separe in ekson 1 aangetoon (Pihlajaniemi et al , 1984) . 

Delesie van 4 nukleotiede in proa2(I ) -mRNA lei tot~ 

leesraamverskuiwing. Hierdie leesraamverskuiwing kom 

aan die einde van die transleerbare gebied, naby die 

terminasiekodon, voor . Dit lei tot die gebruik van n 

nuwe terminasiekodon (UGA) vier nukleotiede afstroom 

ten opsigte van die oorspronklike UM-kodon. Behalwe 

dat die prim@re struktuur van die C-propeptied verander, 

word die laaste Cys-residu in die proa2(I)-propeptied 

geelimineer (Pihlajaniemi et al, 1984). 
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Tripelheliksvorming word geinisieer deur die assosiasie 

van die C-terminale propeptiede (stap VII, tabel 2.6). 

Die delesie gee derhalwe daartoe aanleiding dat as= 

sosiasie tussen proal(I} en verkorte proa2(I)-kettings 

nie kon plaasvind nie. TI Byna volledige afbraak van die 

pasient se proa2(I)~kettings kom daarom voor. Dit blyk 

daaruit dat die verhouding van pro a l (I ► tot pro a2 (I) ­

kett i ngs in die pasient se fibroblaste 7 ,18 ! 0,58 SD 

is (Deak et al , 1983). Hierteenoor is die wa arde vir 

kontrole fibroblaste 2,25 ! 0,16 SD . Dieselfde tendens 

word deur die fibroblaste van die fe not ipies normale 

ouers geopenbaar in die sin dat TI abnormale hoe verhou= 

ding van proa1(I) tot proa2(I) ook waargeneem is (Pope 

en Nicholls, 1981). Die pasient is homosigoties vir 

die mut as ie, terwyl die ouers, wat verwant is, heterosi= 

goties is. 

2 . 3.5 Veranderinge in die gekuordineerde uitdrukking 

van die tipe I prokollageengene 

TI Veranderde verhouding van proal (!)-tot pro a2(I) -kettings, 

sowel as van a l CI)-tot a l (III)-kettings, is vir 'n aant al 

mutante beskryf . In twee gevalle kon aangetoon word 

dat die veranderde verhouding die gevolg is van TI nie­

funksionele pro a2 CI)-allele (De Wet et al , 1983b) en 

'n proal CI) - allele (Barsh et al , 198 2) onderskeidelik. 

Bo-en - behalwe die verkorting in die pro a2 (I)-kettings, 

vertoon GM 2962-fibroblaste TI verhoogde verhouding van 

pro a l (I) - tot pro a2(I) - kettings (De Wet et al , 1983a en 

1983b). Die relatiewe tempo van sintese van die twee 

kettings was 2,99 ! 0,43 SD, terwyl die mRNA verhouding 

3,05 + 0,45 SD is. Die ooreenstemmende kontrole-waardes 
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was 1,84: 0,13 SD en 1,94: 0,34 SD onderskeidelik. 

TI Bepaling van die verhoudings van die mRNA's vir die 

twee kettings is ook vir die moeder en vader 

gedoen. TI Normale verhouding is vir die moeder verkry, 

terwyl TI verhouding van 2,93: 0,36 SD, wat ooreenstem 

met di~ van die pasient, vir die vader verky is (De 
Wet et al, 1983b). Die gegewens is in ooreenstemming met 

die verlaagde proa 2(I)-kettingsintese wat by die pasient 

en die vader waargeneem is. Na aanleiding van die data 

en die feit dat slegs verkorte proa2(I)-kettings waar= 

geneem is, is voorgestel dat die pasient TI saamgestelde 
heterosigo.qt is (De Wet et a Z, 1983a). Die een proa2 (I)­

allele vertoon TI delesie van ekson 25 en die ander allele 
kom nie tot uitdrukking nie. Analise van die vader en 
die moeder se fibroblaste suggeree r dat die nie-funksio= 

nele allele van die vader afkomstig is en dat die ander 
allele TI spontane mutasie ondergaan het. 

Barsh et al , (1982) het die verhouding van proa1 (I}- tot 

proaZ(I)-kettings se sintese in pasiente met tipe IOI 

nagegaan . TI Verhouding van ongeveer 1,0 is vir die in= 
trasellul@re proa1(I) tot proa2(I) gevind . Alhoewel TI 

verhoogde degradering van die proa1 (I)-ketting moontlik 

is , het die outeurs voorgestel dat een van die proa1(I)­

allele nie-funksioneel is nie. Afskakeling van TI proa1 (!)­

allele lei tot TI halvering in die vorming van trimere. 

Jaenisch en sy medewerkers het muisembrio's op verskil= 
lende tye na bevrugting met die M-MuLV retrovirus (Malo= 

ney murine leukemia virus) ingespuit. TI Totaal van 14 

muislyne,waar TI enkele kopie van die retrovirus op ver= 

skillende chromosomale gebiede geinkorporeer is , is ver= 
kry. TI Enkele sellyn, waar die retrovirus later in die 

embrionale ontwikkelingsstadia ingespuit is , het TI 
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dramatiese resultaat gelewer. Heterosigote (Mov 13/wt) 

muise, sowel as homosigote (Mov 13/Mov 13) muise is ver= 

kry met invoeging van die retrovirusgenoom op een of 

twee allele. Die invoeging van die retrovirusgenoom op 

twee allele het tot 'n dodelike embrionale mutasi e ge= 

lei (Lohler et al, 1984). Embrios is na die twaalfde 

tot veertiende <lag van dragtyd dood. Die belangrikste 

oorsaak van die dood van die homosigote was breuke van 

die belangrikste bloedvate (7 van 13 homosigotiese em= 

br io' s). TI Ander belangrike kenmerk van die embrio's 

was TI progressiewe afsterf van hemopoietiese - en eri= 

tropoietiese selle sowel as van mesenchiemselle. 

Immunohistologiese metodes het die afwesigheid van tipe 

I prokollageen in die homosigote getoon (Lohler et al , 

1984). Harbers et al , (1984) het aangetoon dat die 

dodelike mutasie deur die invoeging van die retrovirus= 

genoom in die eerste intron (5'-terminale intron) van 

die a 1(1) kollageengeen veroorsaak word. Volgorde­

analises en s1-nukleasekartering het getoon dat die 

invoeging 19bp afstroom van die intron-eksongrens, na = 

by TI Xba I-punt van die proal (I) - geen voorkom. Die 

chromatienstruktuur van kollageenproduserend e se lle 

en selle wat nie kollageen produseer nie , is deur Breindl 

et a l , (1984) met behulp van 'n DNAs c I-hipersensiti= 

witeitstoets ondersoek. Drie hipers ensi tiewe punte, 

naamlik HS1, HSZ en HS3, kom aan die 5' - kant van die 

a l (l) -kollageengeen voor. Eersgenoemde twee punte kom 

voor onafhanklik daarvan of die gee n getranskribeer 

word of nie. HS3, daarteenoor, kom slegs voor in die 

geval van aktiewe transkripsie. Dit is 5' van die 

inisieringspunt van transkripsie gelee. Hierdie 

hipe r sensitiewe punt ontbreek waar i nvo egin g va n die 

r etrovirusge noom plaasgevind het en gevolg lik kom geen 

stabiele a 1(1)-kollageen-mRNA voor nie . Die afwesig= 
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heid van die al (I)-kollageen- mRNA en gevolglike ver= 

laagde sintese van tipe I kollageen lei tot die <lode= 

like mutasie. mRNA vir proa2(I)-kettings kom wel voor 

en geaffekteerde embrio's bevat proa2(I)-kettings. 

Afbraak van hierdie kettings vind egter vinnig plaas 

omdat hulle nie in tripelhelikse geinkorporeer kan word 

nie (L6hler et ai , 1984). Dit kom ooreen met die waar= 

neming van Barsh et ai , (1982) dat intrasellul~re afbraak 

van proa2( I)-kettings in die afwesigheid van proal(I)­

kettings voorkom . 

2 . 3 . 6 Puntmutasies in prokollageenkettings 

Vier moontlike voorbeelde van puntmutasies is reeds be = 

skryf. In die eerste plek het Bateman et ai, (1984) 
sewe tipe II OI pasiente se fibroblaste ondersoek vir 

TI abnormale kollageensintese. Die pasiente kon in 

twee groepe verdeel word, naamlik vier pasiente waar= 

van fibroblaste normaal migrerende sowel as stadiger 

migrerende al (I)-en a2( I)-kettings sintetiseer en drie 

pasiente wat slegs stadiger migrerende kettings sinte= 

tiseer. Stadiger migrering is waarskynlik die gevolg 

van oorhidroksilering van veral die lisielresidue. Een 

van die pasiente het TI moontlike strukturele abnorma= 

liteit in die a l (I)CB8-fragment geopenbaar in die sin 

dat twee vorme van die peptied met twee-d imensione le 

elektroforese onderskeidbaar was. Benewens die normale 

vorm van al (I)CB8 , is ook TI meer bas iese vorm met ge= 

lyke intensiteit waargeneem. Die meer basiese vorm van 

a1(I)CB8 mag toegeskryf word aan TI puntmutasie , maar 

mag ook die gevolg wees van TI baie klein invoeging of 

delesie . Sippola et ai , (19 84) het byvoorbeeld met 

dieselfde tweedimensionele elektroforesetegniek aan= 
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getoon dat daar twee vorme van die a2(I)CB4-fragment 

voorkom. TI Delesie van 30 aminosure uit die fragment 

is verantwaardelik vir die waargenome tweede fragment. 

Bonadio et al, (1985) het die moontlike voorkoms van TI 

puntmutasie in of die proal(I}-of die proa2(I)-ketting 

van TI tipe II OI pasient voorgestel. TI Oormodifisering 

van die proal (I)-en proa2(I)-kettings kom voor, sowel 

as TI verlaagde termiese stabiliteit en sekresie van die 

tipe I prokollageen. In die geval, net socs in die 

geval van Bateman et al , (1984), is die voorkoms van TI 

klein delesie of invoeging nie uitgesluit nie. 

Die eerste werklike voorbeeld van TI puntmutasie wat in 

detail beskryf is, is . die van TI tipe II 01-pasient se 

fibroblas te wat sisteien-bevattende proal(I)-kettings, 

sowel as normale proal (I)-kettings, sintetiseer (Stein= 

mann e t al , 1984). Die sisteien kom in die C-terminale 

sianogeenbromiedpeptied a l (I)CB6 voor. Identifisering 

van die sisteien is moontlik gemaak deurda t tipe I 

prokollageentripelhelikse wat twee abnormale proal (I)­

kettings bevat, disulfiedbrOe in die tripelheliese 

domein vorm. Resulterende a l (I)-dimere is ender nie­

reduserende kondisies en na pepsienvertering as TI . 

afsonderlike entiteit tussen [al(III)]3 en al(I)-ket= 

tings in SDS-PAGE waarneembaar. Verdere ondersoeke het 

getoon dat glisien 988 van di~ al (I) -kett i ng met TI sis= 

teien vervang is (Cohn, D. e t a l ongepubliseerde waar= 

neming). Die teenwoordigheid van die sist eienresidu in 

die proal (I)-kettings gee aanleiding tot TI aantal ver= 

skynsels: 

(i) TI Vertraagde en versteurde tripelheliksvorming. 

(ii) Verhoogde lisielhidroks i lering en h idroksi li= 

sielglikosilering. 

(iii) Intrasellulere akkumu lering van struktureel 

abnormale kollageen. 
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(iv) TI Verlaagde sekresie van prokollageentripe l= 

helikse wat gemuteerde proa1(I)-kettings bevat. 

(v) TI Verhoogde afbraak van nuutgesintetiseerde 

tipe I kollageen kom voor. 

(vi) TI Verlaging in die smelttemperatuur van tripel= 

helikse wat mutante proa1 (I)-kettings bevat, 

van 41°C tot 38°C. 

(vii) Ultrastrukturele veranderinge van die dermis 

van die pasient , soos bepaal deur elektronmikro= 

skopie, is waargeneem. Die dikte van die 

dermis van die pasient is die helfte van die 

normale. Verder was die deursnee van die nor= 

maal gerangskikte kollageenfibrille duidelik 

kleiner as di~ van kontroles (SO nm teenoor 80 

nm). 

Die pasient se moeder is TI Marfan-pasient terwyl die 

vader normaal is . Analise van die moeder en die vader 

se prote-iene het egter nie dieselfd_e resultaat gelewer 

nie . Die mutasie wat by die pasient voorkom, kan ver= 

klaar word as TI nuwe mutasie van TI proa1(I)- kollageengeen. 

Die rol van die "Marfan" - geen in die verandering van die 

fenotipe is onduidelik en daarom behoort al die feno= 

tipiese eienskappe, soos hierbo genoem, nie goedsmoeds 

aan die puntmutasie toegeskryf te word nie. 

Nicholls e t ai (1984) het TI tipe I OI-pasient beskryf 

waar TI disulfiedgebonde a1 (I)-dimeer , sowel as normale 

a1 (I)-kettings , in die weefselkulture gevestig vanaf vel­

en beenbiopsies, voorkom . Fibroblastweefselkulture van 

die aangetaste moeder sintetiseer ook die a1(I)-dimeer. 

In teenstelling hiermee vertoon fibroblastweefselkulture 

van die vader en suster , wat albei fenotipies normaal is, 

nie die a1 (I)-dimeer nie. Hierdie gegewe is in ooreen= 

stemming met wat verwag sou word van TI dominante erflik= 
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heidspatroon . Verdere analise het getoon dat die abnor= 

male Cys - residu in die al(I)CB6-fragment voorkom. Die 

teenwoordigheid van di e Cys - residu in die tripelheliese 

domein het geen invloed op die termiese stabiliteit van 

tipe I kollageen gehad nie (Pope, F.M. , ongepubliseer= 

de data) . Dit mag daarop dui dat TI antler aminosuur as 

Gly met TI Cys vervang is . Verdere inligting aangaande 

die sintese , sekresie en prosessering van die gemuteerde 

al (I)-kettings is nie bekend nie. 

2 . 3.7 Ander mutasies 

2.3.7.1 Inleiding 

TI Aantal antler mutasies waarvpn die presiese aard en 

lokaliteit nie bekend is nie, is ook beskryf . Hieronder 

is veral TI verhoogde hidroksilering van die verskillende 

kettings beskryf, sowel as die voorkoms van tipe III 

kollageen in been van pasi~nte. 

2.3.7.2 Verhoogde hidroksilering van lisien in 

tipe I en tipe III kollageen 

TI Verhoogde hidroksilering van proal (I)-en pro 0 2(I)-ket= 

tings, wat veral gepaard gaan met TI verhoogde hidroksili= 

sielinhoud van die kettings, kom algemeen in assosiasie 

met TI strukturele abnormaliteit van die prokollageenket= 

tings voor. TI Strukturele abnormaliteit van proal (I)-of 

proa 2(I)- kettings lei daartoe dat TI vertraging in die tempo 

van tripelheliksvorming ontstaan . Di e hidroksilase-ensieme 

benut nie - tripelheliese prokollageen as substrate. TI 
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Vertraagde tripelheliksvorming lei daartoe dat die 

ensieme !anger aktief bly en meer prolielresidue en 

veral lisielresidue word gehidroksileer (stappe II - IV, 

tabel 2.6). Hierdie oorhidroksilering kan in TI sin 

gesien word as TI kompensatoriese meganisme aangesien 

verhoogde hidroksilering lei tot TI verhoogde termiese 

stabiliteit van die gemuteerde prokollageen. Die af= 

name in termiese stabiliteit is gevolglik nie so dras= 

ties as wat dit sou wees in die geval van TI normale of 

selfs TI subnormale hidroksilering nie. Oorhidroksilering 

word veral waargeneem as TI verlaagde migrering van die 

proa1 (I~ en proa2(I)-kettings met gebruikmaking van 

SOS-PAGE analises (vergelyk: De Wet et al, 1983a; 

Williams en Prockop, 1983; Bateman et aZ, 1984; Stein= 

mann et aZ , 1984). Hierdie oorhidroksilering en ge= 

volglik ook die stadige migrering van die proa1(I)-en 

proaZ(I) - kettings word opgehef deur a , a '-dipir idiel . 

Die cheleermiddel vorm TI chelaat met Fe 2+, een van die 

kofaktore van lisie]- en pro]ielhidroksilase en die 

ensieme word geinaktiveer. Kirsch et al (1981) het TI 
tipe II OI pasient beskryf waar verhoogde hidroksile= 

ring ook gepaard gegaan het met glikosilering van al 

die hidroksilisielresidue van die proa1 (I)-kettings en 

in TI mindere mate van die proa2(I)-kettings. 

Bonadio en Byers (1985) het oormodifisering van die 

tipe I kollageenkettings in 15 tipe II OI-pasiente on= 

dersoek . TI Gradient van oo rmodifisering is waarge= 

neem waar TI toename in oorhidroksilering voorkom 

namate die afstand tussen die mutasie en die C-propep= 

tied verklein . Die pasiente is in drie groepe verdeel 

op grand van die mate van oormodifisering. Oormodifi= 

sering van die totale tripelheliks kom in groep A 

voor; vir groep B kom die oormodifisering aan die C-
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terminale kant van die vertebraatkollagenase snitpunt 

voor, en vi~ groep Chet die oormod ifisering in £rag~ 

ment a1 (I)CB7 voorgekom. n Verlaagde sekresie en 

termiese stabiliteit is verder by al die sellyne waar= 

geneem. Die grootste verlaging in termiese stabiliteit 

het in groep A voorgekom. 

2.3.7.3 Tipe III kollageen in been 

n Pasient met tipe IOI se been bevat en sintetiseer tipe 

III kollageen (Milll er et al, 197 7). Normale been bevat 

slegs tipe I kollageen. Tipe III kollageen kon in die 

geval in duidelik onderske i dbare gebiede in gedeminera= 

liseerde beensnitte deur middel van i mmunofluoresensie 

gelokaliseer word. Die gebiede het as duidelike sirkel= 

vormige strukture, addisioneel tot die fibriele gebiede, 

in die kompakte gebied van been voo rgekom. TI Verhoogde 

Hyp- inhoud wat verder as bewys kan dien vir die teenwoor= 

digheid van tipe III i n been, is aangetref. Verder het 

Sauk et al (1980) getoon dat tipe III kollageen in 

dentien van O1-pasiente voorkom . Normale dentien bevat 

slegs tipe I kollageen . n Verhoogde sintese van tipe 

III kollageen in fibrobla stweefselkulture is verder 

deur Mtiller et al (1975), Penttinen e t al (1975) en 

Williams en Prockop (1983) aangetoon. 

2.3.7.4 Oormatige mannosilering in die 

C-terminale propeptied van tipe I 

prokollageen 

n Twee- tot drievoudige toename in die mannose-inhoud 

van t ipe I prokollageen is waa rgeneem vi r TI pasient 

met tipe III 01 (Peltonen et al, 1980). Die oormaat 
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mannose is gelokaliseer in die C-terminale propeptied. 

Verder is vasgestel dat tipe I prokollageen met die 

verhoogde mannose-inhoud stadiger as normale tipe I 

prokollageen gesekreteer word. Die molekul~re basis 

van die verskynsel is onbekend. 

2.3 . 8 Polimorfismestudies 

Polimorfismes in die lengte van fragmente wat vorm na 

behandeling van genomiese DNA met verskillende restrik= 

sie-endonukleases (RFLP's; Eng: restriction fragment 

length polimorfisms) word as merkers van bepaalde allele 

of chromosome benut (Kan en Dozy, 1978; Boehm e t a Z, 

1983). 'n Hoe frekwensie van polimorfismes lei daartoe 

dat koppelingstudies van die voorkoms van 'n spesifieke 

RFLP in asso s iasie met n genetiese toestand en die 

oorerwing daarvan in 'n familie, gedoen kan word. So 
is daar byvoorbeeld gevind dat 60\ van die Amerikaanse 

Negers 1n RFLP vir die S-globiengeen openbaar wat ge= 

paard gaan met die eliminering van n HpaI-snitpunt. 

Die RFLP kan gekoppel word aan die voorkoms van sekel= 

selanemie, waar aangetaste persone slegs 'n 13,0 kb £rag= 

ment vertoon, terwyl normale persone 'n 7 ,6 kb fra,gment 

openbaar. Hierdie koppeling kan gebruik word vir die 

prenatale diagnose van geaffekteerde fetusse . 

In teenstelling met die groot aantal RFLP's wat geas= 

sosieer word met die PKU- en 6-globiengene (Kan en 

Do zy, 1978; Jeffreys , 1979; Antonarakis et aZ , 198 2 ; 

Lidsky et aZ , 1985) is n relatief klein aantal RFLP's 
vir die tipe I kollageengene bekend. Tewens, daa r is 

nog nie een RFLP in die proal (I)-kollageengeen opge= 

spoor nie. In 'n studie deur Tsipouras et a Z (1983) is 
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die leukosiet-DNA van 61 normale individue ondersoek vir 

die voorkoms van TI RFLP aan die 3' en 5' kante van die 

pro aZ(I) -geen. Slegs een individu met TI polimorfis= 

mepunt (vir Pst I) aan die 3' kant van die geen is 

geidentifiseer . TI Eco RI- polimorfismepunt met 'n alle= 

liese frekwensie van 0,38 is egter aan die 5' kant van 

die proaZ(I) - geen gevind . In TI verdere analise van die 

DNA van 'n normale familie is aangetoon dat die Eco RI­

polimorfisme as TI dominante eienskap seggregeer. Ver= 

der is 'n Msp I-polimorfismepunt aan die 3' kant van die 

proaZ(I)-geen waargeneem (Tsipouras et al , 1984; Brebner 

et al , 1985). Ander polimorfismepunte wat waargeneem 

is, is Bgl II, Stu I en Rsa I (Brebner et al , 1985; 

Falk et al , 1985) . 

Die ~co RI RFLP is gebruik om 10 families met die 

outosomaal dominante vorme van OI (tipe I en tipe IV) 

te ondersoek (Tsipouras e t al , 1983; Tsipouras et al , 

1984). TI Koppelingsheterogeniteit is vir die families 

aangetoon. In twee van die families (tipe IV) kon TI 

koppeling tussen die proaZ(I)-geen RFLP en die klinie= 

se fenotipe aangetoon word. Koppeling kon oor die al= 

gemeen nie vir die tipe I families aangetoon word nie. 

Statisties is getoon dat daar TI sterk kop pe l i ng tussen 

tipe IV OI en die Eco RI RFLP bestaan. (Die lod punte= 

telling was 3,91 met TI rekombinasiefraksie van 0) (Falk 

et al , 1985). TI Koppeling tussen TI RsJ I RFLP en TI 

outosomaal dominante OI is verder aangetoon 

TI RFLP is oor die algemeen TI sekond!re verskynsel wat 

mag koseggregeer met d ie onderl iggende geendefek wat 

vir die fenotipe verantwoordelik is. S6 is die moleku= 

l!re defe kt e van die families wat deur Tsipouras et al 

(1983 en 1984) bestudeer is, n ie bekend nie en staan 
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waarskynlik ook nie in verband met die Eco RI-polimor= 

fisme nie. Tewens, tot dusver was dit nog nie moontlik 

om TI RFLP te koppel met TI bekende molekulere afwyking 

in die kollageengene nie . Dit kan dee ls ·toegeskryf word 

aan die redelike l ae frekwensie waarin die enkele be= 

kende polimorfismes in die tipe I kollageengene waarge= 

neem is . Byvoorbeeld, die Eco RI-polimorfismepunt 

het TI frekwensie van slegs 0,38 (Tsipoures et al , 1983 ) 

terwyl die ~-polimorfisme 'n frekwensie van O, 17 
het (Grobler-Rabie et al , 1984). Daarenteen is veel 

hoer frekwensies vir ~. en Hind III in die 

fenielalanienhidroksilaselokus onlangs be skryf 

(Woo· et al , 1983b). Die frekwensiewaardes was 0,556; 

0,741 en 0,706 onderskeidelik. Lidsky et al (1985) het 

nog meer onlangs aangetoon dat die frekwensie van tien 

RFLP's wat met die fenielalanienhidroksilaselokus ge= 

assosieer word, sodanig hoog is dat 83% van alle 

Xaukasieers heterosigoties vir die RFLP's sal wees. TI 

Hoe frekwensie van 'n groot verskeidenheid RFLP-tipes is 

noodsaaklik vir akkurate prenatale diagnose van TI geen= 

defek wat in assosiasie met TI RFLP voorkom. Terwyl die 

hoe voorkoms van polimorfismes in die fenielalanien= 

hidroksilasegeen uitgebreide benutting van hierdie tipe 

analise vir prenatale diagnose toelaat, is dit duidelik 

dat TI sodanige benadering nie vir die kollageengene 

moontlik is nie . Die frekwensie van die beperkte aan= 

tal polimorfismepunte is hiervoor te laag. Polimorfisme= 

studies is daarom TI ontoereikende metode in die bestu= 

dering van die molekulere de f ekte wat by OI mag voorkom. 
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2.4 PROBLEEMSTELLING EN BENADERINGSWYSE 

TI Siftingsprogram om die mol ekulere basis van tipe IOI 

op TI sistematiese wyse na te gaan, is nog nie onderneem 

nie. Inteendeel , vorige siftingsprogramme wat vir 01 

onderneem is, was of meer op kliniese aspekte gerig of 

het gehandel oor die resessief oorerflike tipes OI 

(tipe II en III). Hierdie studie is daarom onderneem 

om die voorkoms en aard van molekuler e defekte i n tipe I 

01 na te gaan . TI Belarigrike verde re doel van hierdie 

studie was om TI mutant met TI duidelike afwykende 

ko]lageenmetabolisme te identi~iseer en die presiese 

aard, lokaliteit en karakteristieke van die mutasie te 

ondersoek. 

TI Wye verskeidenheid benaderingswyses is in die verlede 

gevolg om die ~tiologie van OI te ondersoek (Fujii en 

Tanzer, 1977; Brown, 1981; Hollister, 1981) . . Ongelukkig 

was die meeste hiervan nie baie suksesvol of nie spesifiek 

genoeg nie. Hierdie studies het veral gehandel oor 

beenmineralisering, beenmatrikschemie en algemen e af= 

wykings van sellulere metabol iese funksies van bind= 

weefsel (Brown, 1981; Hollister, 1981; Baron et al, 1983). 

Histochemiese en biochemiese analise van die glukosami= 

noglikaaninhoud van kraakbeen en die epifise van lang= 

bene is onder and ere gedoen (Spencer, 1962; Engfeldt en 

Hjerpe, 1976; Cetta et al , 1977). Na aanleiding hiervan 

is die voorkoms van radio-aktiefgemerkte glikosamino= 

glikane ook in fibr oblast weefselkulture ondersoek 

(Brown, 1981). Teenstrydige resultate is egter met 

hierdie metodes verkry en daarom word algemeen aanvaar 

dat hierdie tipe stuJies onbevredigend vir die vasstel= 

ling van die aard en omvang van genetiese defekte in OI 

is . Histologiese ondersoeke is ook aangewend om die 

morfologie van fibroblaste in weefselkulture te onder= 
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soek om sodoende TI moontlike verskil tussen die normale­

en 01- fibro blas te aan t 'e toon (Boright e t ai, 1984). 

Hierdie histologiese metodes het geen klinkklare ver= 

wantskap met 01 aangetoon nie. Die tande van 01 pasiente 

is vir veranderinge in die organiese dentienmatriks, 

onder andere deur middel van immunohistochemiese metodes, 

ondersoek (Sauk, 1980; Takagi e t ai, 1980). Alhoewel TI 

veranderde kollageenmetabolisme in die dentienmatriks 

van pasiente met 01 wat gepaard gaan met dentinogenesis 

imperfecta gevind is, was die resultate weer eens nie 

spesifiek genoeg nie. Ook is strukturele analise van 

kollageenfi brille met behulp van ligmikroskopiese-, 

transmissie elektronmikroskopies c en skandeer elektron= 

mikroskopiese ondersoeke gedoen (Holbrook en Byers, 198 2; 

Steinmann e t ai , 1984). Kollageenfibrille met TI kleiner 

deursnee as die normale, sowel as fibrille met TI nor= 
male deur s ne e is waargeneem. Tot dusver kon daar egter 

geen patroon hier aangetoon word nie. TI Benadering wat 

algemeen toegepas is, was om die voorkoms van hidroksi= 

lisien en hidroksiprolien in urien~ te bepaal. Al hoe= , • 
wel TI verhoogde voorkoms van hierdie derivate in di~ i .· 

uriene van pasiente met 01 gevind is , was hierdie ni e TI 

bai e bevredigende metode nie, aange sien hierdie benade= 

ring nie ges kik was vir die bepaling van die aard en om= 

vang van d ie defekte kollageenmetabolisme nie. Al hoewel 

h ierd ie verskillende benaderingswyses ni e baie spesifiek 

was nie, he t die resultate tog daarop gedui dat daar TI 

verband tussen TI afwykende koll ageenmetaboli sme en 01 
bes taan. 

Onl angse ontwikkelinge in die rekombinante DNA-tegnolo= 

gie het gelei tot die daarstelling van hoogs spesifieke 

metode s om die presiese aa rd en voorkoms van mut asies of 
van defekte allele vas te stel . TI Benaderingswyse wat 
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vry algemeen in die mensgenetika toegepas word is RFLP­

analise . Die resultaat van TI aantal sodanige studies 

wat i n die on langse verlede met behulp van die mens 

kollageengene of cDNA's uitgevoer is, het egter getoon 

dat dit tot dusver TI hoogs onbevredigende benadering 

was vir die ondersoek van OI (kyk afdeling 2.3.8). 

Eendersyds is daar TI beperkte aantal polimorfismes met 

'n lae frekwensie in die prooZ(I)-geen bekend en antler= 

syds is daar tot op datum nog geen polimorfismes in die 

prool (I)-geen gevind nie. Ander tegnologie! wat wel 

met sukses vir die analise van OI-gevalle aangewend is, 

is elektronmikroskopies e R- l usanalise (De Wet e t a l , 

1985; De Wet e t al, 1986) , nuklease s1-analise (Chu e t 

al , 1983; Dickson e t a l , 1984; De Wet e t a l , 1986) 

en genomiese klonering (Pihlajaniemi e t a l , 1984; Chu 

e t al , 1985c), Hierdie direkt e analise van RNA en DNA 

kan nie as vertrekpunt vir TI studie soos hierdie gebruik 

word nie, aangesien daar eers vasgestel moet word of 

die mutasie in die prool(I) - of proo2(I)-geen voorkom. 

TI Benaderingswyse wat reeds met groat vrug aangewend is 

vir die bestudering van OI, Ma r fan se sindroom, en 

EDS tipes IV en VII, is die analise van [ 3H]-prolienge= 

merkte fibroblastprote1enmateriaal deur SDS - PAGE (Pel= 

tonen e t al, 1980; Barsh en Byers, 1981; Barsh et al , 

1981; Barsh e t a l , 1982; Deak e t a l , 1983; De Wet e t al, 

1983a; Williams en Prockop, 1983; Nicholls et al , 1984; 

Sippola e t al , 1984; Steinmann et al , 1984; Stolle 

e t al, 1985; Cole e t a l , 1986). So byvoorbeeld is die 

verskillende mutasies wat in afdeling 2.3 bespreek is, 

met behulp van hierdie benaderingswyse geidentifiseer 

en ondersoek . Hierdie benaderingswyse laat ook die 

detailondersoek van die eienskappe van prokollageen tot 

TI groat mate toe, sodat hierdie metode effektief aange= 

wend kan word in TI siftingsprogram. Derhalwe is daar 
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in hierdie studie van hierdie benaderingswyse gebruik 

gemaak . TI Gedetailleerde uiteensetting van di~ bena= 

deringswyse word in afdeling 4 (hoofstuk 4), in same= 

hang met figuur 4.6 , toegelig. 

Verder, voortvloeiend uit die direkte analise van 

~H]- proliengemerkte fibroblastproteienmateriaal , is 
die bogenoemde benaderingswyse op verskillende wyses 

de ur TI aantal outeurs gewysig om die aard en omvang van 

kollageenmutasies te ondersoek. So, byvoorbeeld, het 

CNBr-peptiedkartering op een-dimensionele SDS-gelle 

(De Wet et aZ , 1983a; Stolle et aZ , 1985; Cole et aZ , 

1986) of op twee-dimensionele SDS -gelle (Barsh en Byers, 

1981, Barsh et aZ , 1981; Barsh et aZ , 1982; Deak et aZ , 

1983; Sippola et aZ , 1984; Steinmann et aZ, 1984) die 

bepaling van die lokaliteit van TI aantal mutasies in bf 

tipe I bf tipe III prokollageen toegelaat. Met geringe 

aanpassing van die benaderingswyse was dit ook moontlik 

om veranderinge in die sekresie (Peltonen et aZ , 1980; 

Barsh en Byers, 1981; Deak et aZ , 1983; De Wet et aZ , 

1983a; Williams en Prockop, 1983; Steinmann et aZ , 1984; 

Stolle et aZ , 1985 ) sowel as die termiese stabiliteit 

(Williams en Prockop , 1983; Sippola et aZ , 1984; 

Steinmann et aZ , 1984) te bepaal. Prosessering 

van prokollageen deur N-proteienase is ook met behulp 

van die analise van [3H)-proliengemerkt e fibroblast= 

materiaal op SDS-PAGE nagegaan. 

Derhalwe is die analise van [3 H]-prol iengemerk= 

te fibroblastproteie nmateria al nie slegs vir 

die aanvanklike siftingspro gram benut nie (kyk 

hoofstuk 4), ma a r is ook toegepas om die aard 

en fragmentposisie van 'n mutasie in die proa1 (I) ­

kettings van TI pasilnt met tipe IOI te pe il 

( kyk hoo fs tuk 5). Aanpassings van die basiese 
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prosedure, volgens die metode voorskrifte in 

hoofstuk 3, is verder aangewend om die effek 

van die mutasie op die termiese stabiliteit, 

kinetika van sekresie, asook die ekstrasellu= 

l@re prosesseerbaarheid van die pasient se 

prokollageen te kwantifiseer (kyk hoo fstuk 
6) . 



HOOFSTUK 3 

METODES 

3. 1 INLEIDING 

In hoofstukke 4, 5 en 6 word die metodes wat vir elke 

tipe analise gebruik is, slegs kortliks weergegee. Daar= 
om word hierdie hoofstuk gewy aan die detailbeskrywing 

van die eksperimentele protokol wat in die verloop van die 

studie gebruik is. 

3.2 DIE VESTIGING, VERMEERDERING EN BEWARING VAN 

FIBROBLASTWEEFSELKULTURE 

3.2.1 Motivering 

Velbiopsies wat van pasi~nte uit vyf geselekteerde fami= 

lies verkry is, is gebruik vir die vestiging van fibro= 
blastweefselkulture. Aangesien fibroblaste as beginpunt 

van alle eksperimentele protokolle dien, is die detailbe= 
skrywing van metodes wat in die hantering daarvan gebruik 

is, van belang. 

3.2.2 Vestiging van prim@re kulture 

Velbiopsies is verkry vanaf die binnekant van die arm en 
inn buis geplaas wat 10% Pen-Strep (5 000 µg.m€-l 

Streptomisien en 5 000 U.m€-l Penisillien, (G i bco) en 1% 
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Fungizone (250 µg .me- 1 , Flow Laboratories of Gibco) in 

DMEM medium (Gibco) bevat. Die velbiopsies is op ys 

vervoer en vir nie langer as 24 uur in die yskas by 

4°C bewaar nie. Die biopsie is met TI skalpel in klein 

stukkies gesny terwyl dit onder medium gehou is. Daar= 

na is die stukkies vel met behulp van TI pasteurpipet 

oorgedra in TI 25 cm 2 weefselkultuurfles en die oortollige 

medium is afgesuig. TI Druppel fetale kalfserum (Flow 

Laboratories of M.A. Laboratories) is op elke stukkie 

vel geplaas en vir TI halfuur tot TI uur by 37°C geinku= 
beer . TI Volume van 2,5 me volledige medium (101 fetale 

kalfserum - 101 Pen-strep - 11 Fungizone in DMEM) is ver= 

sigtig by die vel gevoeg sander om die vel te versteur . 

Die vel is vir TI week gelaat sodat hegting van die vel 

aan die flesoppervlak kan plaasvind en die uitgroei van 

die fibroblaste so bevorder kan word. Die medium is hier= 

na een maal per week geruil totdat die selle die samevloei= 

ende fase bereik het. 

3.2.3 Subkulture 

Subkulture is verkry deur gebruikmaking van die neutrale 

protease, Dispase II (Boehringer Mannheim) met TI spesi= 

fie ke aktiwiteit van ongeveer 0,5 U.mg- 1 . TI Konsentra= 

sie van 4,8 mg.me- 1 is gebruik. (Spesifieke aktiwiteit 

van ongeveer 2,44 U. me - 1). Die ensiem is opgemaak in 
2+ 2+ PBS sander Ca en Mg , en die oplossing is gesteriliseer 

deur filtrering deur TI 0,2 µm membraan. (Die ensiem kan 

vir vier weke by 4°C bewaar word .) Die medium van die 

primere kulture is afgegooi en 1 - 2 me dispase is by die 

fles gevoeg. Na inkubasie vir 10 minute by 37°C is die 

fles geskud. Fibroblaste wat vrykom is oorgedra in TI 

koniese sentrifugebuis en vir 7 minute by 2 000 o.p.m. in TI 
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tafelsentrifuge (Minor, MSE) gesentrifugeer. Die gepresi= 

piteerde selle is in volledige medium gehersuspendeer en 

in TI tweede 25 cm 2 fles oorgedra . TI Volume van 5 me vol= 

ledige medium is by die oorspronklike fles gevoeg . Die 

medium is elke vierde dag geruil en die subkulturerings= 

proses is herhaal sodra die fibroblaste weer die same= 

vloeiingsfase bereik het. 

3 . 2 . 4 Bewaring van fibroblaste 

Fibroblaste is opgekweek in 25 cm 2 of 75 cm 2 flesse tot en 

met die samevloeiingsfase. Die fibroblaste is van mekaar 

en van die flesoppervlak geskei deur die toevoeging 

van 1 me dipase by 25 cm 2 flesse en 3 me dispase by 

75 cm 2 flesse. Daarna is dit vir 15 minute by 37°C 

geinkubeer en geskud. Die fibroblast - ensiemmengsel is in 

TI koniese sentrifugebuis oorgedra en soos voorheen afge= 

swaai. Fibroblaste wat s6 gepresipiteer is, is in 3 me 
vriesmedium per 25 cm 2 fles en 5 me vriesmedium per 75 cm 2 

fles gehersuspendeer. (Vriesmedium: 20\ fetale kalfserum -

7,5\ DMSO in DMEM medium). Die selsuspensie is in 1 me 
hoeveelhede in Nunc-buise verdeel en gevries deur dit in 

TI etanol-droe ys mengsel te plaas. Die selle is in 

vloeibare stikstof (-196 °C) of in die ultralaevrieskas 

(-70°C) bewaar . 

3 . 2 . 5 Heropkweek van selle na bevriesing 

Die fibroblaste is so vinnig as moontlik in TI 37°C water= 

bad ontvries . (Dit verseker dat die maksimum hoeveelheid 

selle oorleef) . Die Nunc - buise is hierna in 70% etanol 

gedompel om kontaminasie te voorkom. Hierna is die selsus= 

pensie in TI koniese sentrifugebuis oorgedra en medium by 

37°C is druppelsgewys by die selsuspensie gevoeg. Die 
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fibroblaste is hierna soos voorheen gepresipiteer, in 
volledige medium gehersuspendeer en in TI 25 cm 2 fles oor= 

gedra. Verdere opkweking en verkryging van subkulture i s 

soos voorheen beskryf, uitgevoer. 

3.3 METODES VIR DIE DIREKTE ANALISE VAN 

PROKOLLAGEEN IN DIE MEDIA SOWEL AS IN 

DIE SELLAE 

3,3.1 Merkingsprosedure 

Fibroblastweefselkulture wat in 25 cm• flessies gekweek is, 
is vir 4 uur gemerk in die tee~woordigheid van 50 - 100 

µCi,mP.- 1 L - [4,5 -~ H)-prolien (14 - 32 Ci/mmol; Amer= 
sham of Commisariat a L'energie Atomique ) . Die merk ing 

is verder gedoen in die teenwoo rdigheid van 50 mg.mf- 1 

askorbiensuur en in die afwesigheid van fetale kalfserum. 

Die inkubasieperiode is voorafgegaan deur TI pre-inkubasie= 
periode van 30 minute sonder die radioaktiewe aminosuur. 
Vir elke pasiijnt is gebruik gemaak van twee 25 cm? fles= 

sies ten einde merking in die teenwoordigheid of afwesig= 
heid van 0,3 mM a,a'-dipiridiel moontlik te maak. 

3.3.2 Behandeling van die media 

Na die merkingsperiode is die media onttrek en by TI 

tiende volume protease-inhibeerders ( 0,4 M EDTA - 1 M 

Tris.Base - 0,11 M NEM - 9 mM pAB - llmM PMSF - pH 7) ge= 
voeg . Presipitering van die media is gedoen deur die 

toevoeging van ammoniumsulfaat tot TI fi nale konsentrasie 

van 30i. Na presipitering vir twee dae by 4°C, is die 

pres i pitate by 13 000 g vir twee uur afgeswaai. Die 
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sediment is gehersuspendeer in selhomogeniseringsmedium 

(0,27 M NaCl - 22 mM NEM - 1 , 8 mM pAB - 2,2 mM PMSF -

0,1% Triton X - 100 - 80 mM EDTA - 200 µg,ml-l hitte ge= 

denatureerde kollageen (Cooper Biomedical, graad CLCS)­

in 0,27 M Tris. HCl (pH7 . 4)). Alvorens die preparate 

aan SDS-PAGE (Laemmli, 1970) onderwerp is, is die gehersus= 

pendeerde preparate gekook in TI finale konsentrasie van 

2% SDS. Hierna is die preparaat weer eens vir 3 minute 

in die teenwoordigheid van TI tiende volume 10x elektro= 

forese monsterbuffer (O ,S M Tris . HCl (pH 6.8) - 10% SDS-

10% BME - 50% gliserol - 0,01% BFB) gekook. Vervolgens 

is die monsters oornag gedialiseer teenoor elektrofo= 

resemonsterbuffer (0,05 M Tris,HCl (pH 6.8)-11 SDS - 1% 

BME - 5% gliserol - 0,001% BFB). Die preparate wat op 

di~ wyse verkry is, is geskei op 4 - 8% SOS - PAGE . Skei= 

ding is gedoen vir 16 uur by 60 V. Fluorografie van 

poliakrielamiedgelle is deurgaans volgens die metode 

van Laskey en Mills (1975) uitgevoer op Cronex 4 of Kodak 

XAR 5 X-straal film. 

3.3.3 Behandeling van die sellae 

Die sellae is gewas met PBS en geskraap in 0,5 m~ selhomo= 

geniseringsmedium. Die sellae is hierna by voorafver= 

hitte SDS en BME tot TI finale konsentrasie van 21 en 2% 

onderskeidelik gevoeg en die sellae is gehomogeniseer met 

n glas en teflon homogeniseerder. Daarna is die monsters 

vii 3 minute gekook en TI tiende volume 10x elektroforese= 

monsterbuffer is · bygevoeg en die monsters is weer gekook. 

Die selhomogenate is gedialiseer en onderwerp aan SDS­

PAGE soos beskryf in afdeling 3.3.2. 
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3.3.4 Behandeling van proteienmateriaal vir 

skeiding onder nie-reduserende kondisies 

Dieselfde merkingsprosedure as vir analise van prokolla= 

geen onder reduserende kondisies (afdeling 3.3.1 - 3.3.3) 

is gevolg. Al verskil in hierdie prosedure is dat alle 

SME uit die prosedure weggelaat is. Hieruit volg dus 
dat die sellaag voor homogenisering slegs in SDS gekook 

is. Verder is geen SME by die elektroforesemonsterbuffer 
gevoeg nie. As TI verdere voorsorgmaatre~l is dialise ge= 

doen teenoor TI elektroforesemonsterbuffer wat soos volg 
saamgestel is: 0,05 M Tris.HCl (pH 6,8) - 11 SDS - SI 

gliserol - 100 mM Jodo-asetamied - 0,0011 BFB. Die Jodo­
asetamied, wat bind met alle swaelverbindings wat moont= 

lik in die omgewing mag voorkom en dus reduksie van disul= 
fiedbindings tot gevolg kan h@, is slegs vir eksperimente 
i n hoofstuk 4 gebruik. 

3 . 4 PROTEASEBEHANDELING VAN SELLULERE- EN 

MEDIAPROTEIENE 

3.4 .l Pepsienbehandeling 

Pepsienbehandeling van sellul@re- en mediaproteiene het 

TI belangrike onderbou van die studie gevorm en is soos 

vo lg uitgevoer. Fibroblastweefselkulture wat in 75 cm• 
flesse gekweek is, is vir 4 uur met 100 ~Ci.mt-l 

L -[ 4,5 -~H]- prolien gemerk. Merking i s gedoen in die 

teenwoordigheid van 50 mg,mt- 1 askorb iensuur en in die 

afwesigheidvan fetale kalfserum . Na die merkingsper i ode 
is die medium onttrek en by TI tiende volume protease-in= 

hi beerders gevoeg. Die sellaag is drie maal met PBS by 

20° C gewas. Hierna is die sellaag vi r 20 minute by 20°C 
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met PBS geinkubeer . Na die inkubasieperiode is diesel= 

laag geskraap in selhomogeniseringsmedium en gehomogeni= 

seer . TI Gelyke volume 0,2 M asynsuur is hierby gevoeg en 

die pH is met 6N HCl ingestel tot TI pH van 2-3 . TI 

Tiende volume pepsien (1 mg.mt- 1 in water) tot TI finale 

konsentrasie van 100 µg.me-l is by die selhomogenaat gevoeg. 

Vertering is vir twee uur by 18°C uitgevoer (De Wet e t al , 

1983a; Stolle e t al, 1985 ) . Die reaksie is getermineer 

deur die pH in te stel tot pH 7-8 met 1 M NaOH. Die 

reaksiemengsel is hierna oornag by 4°C gelaat. Hierna is 

die se lhomogenate in TI finale konsentrasie van 2\ SOS 

gekook. Indien SOS - PAGE onder reduserende kondis ies 

u i t gevoe r is, is selhomogenate met TI tiende volume e lek= 

troforesebuffer met 6ME gekook. Vir analise onder nie­

reduserende kondisies is die sel homogenate egter met TI 

tiende volume elektroforesemonsterbuffer sonder 6ME ge= 

kook. Hierna is die sel homogenate gedialiseer teenoor 

elektroforesemonsterbuffer met of sonder 6ME. Skeiding 

~s hierna gedoen op 5-8% SDS-poliakrielamiedgelle op 

een van drie maniere : 

(i) Onder reduserende kondisies vir 16 uur by 60V . 

(ii) Onder nie-reduserende kondisies vir 16 uur by 60V. 

(iii) Met behu lp van onderbroke elektroforese (Sykes 

e t al , 1976). Hier is skeiding van ongereduseer= 

de materiaal vir 2 uur by 100V gedoen. Die 

elektroforeseproses is hierna vir TI uur onder= 

breek waartydens die gel met 10% 6ME geimpreg= 
neer is . Die skeiding van die gereduseerde pro= 

teiene is daarna volvoer by 50V vir 10 uur. 

Mediaproteiene is vir 2 dae met ammon iumsulfaat gepresi= 

piteer . Daarna is die presipitate by 13 000 g vir 2 uu r 

afgeswaai en gehersuspendeer in TI klein volume selhomo= 

geniseringsmedium . Pepsienbehandeling is hierna op dieselfde 
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wyse uitgevoer as vir die sellaag. Die preparate sodoende 

verkry is weer eens aan die drie skeidingsprosedures onder= 

werp , naamlik reduserende en n ie-reduserende kondisies so = 

wel as onderbroke elektroforese. 

3.4.2 Vertering met tripsien en c himotripsien 

Tripsien- en chimotripsienvertering is uitgevoer soos voor= 

heen beskryf (Bruckner et ai , 1981; Williams en Prockop, 

1983; Stolle et ai, 1985) . Fibroblastweefselkulture wat in 
25 cm 2 flessies gekweek is, is vir 2 uur met 100 µCi . me-l 

L -[4,5 - 3tt] -prolien gemerk. Die sellaag is hierna vir 

30 minute by 20°C in PBS geinkubeer, waarna die PBS afge= 

trek is . Hierna is die sellaag in 500 µt Krebs-Ringer II -

100 mM EDTA - 0,11 NP 40 geskraap en die selmengsel is 

vir 1 minuut heftig met behulp van TI Vortexmenger vermeng. 

Die selmengsel is hierna tot 20°C op ys afgekoel. Ver= 

volgens is TI tiende volume chimotripsien-tripsien me ng sel 

(2,5 mg.me-l chimotripsien (Cooper Biomedical, graad CDI) 

en 1 mg.me-l tripsien (Cooper Biomedical, graad TPCK)) 

in Krebs-Ringer II - 21 NP 40 - 200 mM EDTA by diesel= 

mengsel gevoeg en vertering is vir 2 mi nute by 20°C uitge= 

voer. Hierna is die reaksie gestop deur die toevoeging 
van TI tiende volume 5 mg.me-l sojaboontripsieninhi= 

beerder (Cooper Biomedical, graad TRL) en die mengsel 

by TI tiende volume voorafverhitte 201 SDS te voeg. Voor= 

bereiding vir skeiding op SDS is soos voorheen beskryf 

uitgevoer en die skeiding is op TI 4-8\ SDS-poliakriel= 

amiedgel gedoen . Hier is deurgaans van nie-reduserende 

kondisies gebruik gemaak. 



70 

3.5 TWEE DIMENSIONELE GELELEKTROFORESE 

3 . 5.1 Analise onder reduserende en nie­

reduserende kondisies 

Ongeveer 200 µ€ pepsienbehandelde materiaal is onder nie­

reduserende kondisies met behulp van 4 - 8\ SDS-PAGE of 

5\ SDS-PAGE geskei. Die gel is direk gedroog , waarna 

die stroke wat die pepsienbehandelde materiaal bevat , u it= 

gesny is . Hierdie gelstroke is gerehidreer en vir 5 tot 

7 uur in TI ekwilibreringsbuffer (100 mM Tris . HCl (pH 6.8) 

- 30 \ gliserol - 1\ SME - 0,001 \ BFB) geekwilibreer. 

Vervolgens is hierdie gelstrook op TI tweede breer 4 - 8\ 
of 5% SDS-poliakrielamiedgel onder reduserende kondisies 

geskei. 

3.5 . 2 CNBr - peptiedkartering met gebruikmaking van 

tweedimensionele analise 

Die metode is gebruik aangesien skeiding van die verskil = 

lende kettings in die eerste dimensie peptiedkartering 

van elke band in die tweede dimensie toelaat . TI Groot 

volume pepsienbehandelde materiaal is in die eerste di= 

mensie onder nie-reduserende kondisies op TI 5\ strookgel 

geskei. Die gelstrook is hierna onderwerp aan CNBr-ver= 

tering (Barsh en Byers , 1981; Barsh et aZ , 1981) . Ekwi= 

librering van die gel is eers gedoen in vy f tienvoudige 

volume-oormaat 70\ (v/v) mieresuur deur die gel drie 

maal vir 30 minute met 70\ (v/v) mieresuur te was . Hi er= 

na is die ~el aan CNBr-vertering onderwerp in 70\ (v/v) 
mieresuur wat 50 mg . me-l CNBr bevat . Vertering is by 

25°C vir 6 uur gedoen , waarna die reaksie getermineer is 

deur die gel in ekwilibreringsbuffer ( 100 mM Tris . HCl 

(pH 6.8) - 30 \ gliserol - 0,001\ BFB) te was. Vir skei= 

ding i n die tweede dimensie onder redu serende kondisies is 
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5\ aME ingesluit in die ekwilibreringsbuffer. Die was= 

·stappe i s herhaal totdat die gel blou verkleur het, waarna 

die gelstrook op TI tweede, bre~r 8 - 14\ gradi~ntgel 
geplaas is. Die gelstrook is met monsterbuffer (100 mM 

Tr i s . HCl (pH 6.8) - 20% gliserol - 5\ SDS - 0,001\ BFB) 
bedek en skeiding is vir 20 uur by 60V uitgevoer. 

3.5.3 Tweedimensionele analise met vertebraat= 
kollagenaseverteerde mate riaal i n die 

eerste dimensie en CNBr-verter ing in die 
tweede dimensie 

Pepsienbehandelde mediaprotetene of sellul~re materiaal 
is vir vertebraatkollagenasevertering benut (De Wet 

e t a l, 1983a; Williams en Prockop, 1983; Stolle e t al , 

1985 ). Die pepsienbehandelde materiaal is oornag teen= 

oar drie ruilings vertebraatkollagenase dialisebuffer 

(0,05 M Tris (pH 7.5) - 0,01 M CaC1 2) gedialiseer. Na 

die dialisestap is die materiaal vir 24 uur by 22°C met 

n agtste volume geaktiveerde vertebraatkollagenase ver = 
tee r. Die reaksie is gestop met die toevoeging van 0,2 M 
EDTA en deur die monster inn tiende volume voorafver ~ 

hi tte 20\ SDS te kook. Hierna is die monsters voorberei 
vir elektroforese en onder nie-reduserende kondisies op 

n 6\ strookgel geskei. CNBr-vertering en skeiding van die 

fragmente in die tweede dimensie op TI 4 - 14% SDS-poli= 

a kriel am iedge l is hierna gedoen volgens die metode soo s 
bes kryf i n afdeling 3.5. 2 . 
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3.6 BEPALING VAN DIE TERMIESE STABILITEIT VAN 

INTRASELLULERE TI PE I PROKOLLAGEEN 

Die bepaling van die termiese stabiliteit van intrasellu= 

lere tipe I prokollageen is gedoen volgens TI metode wat TI 

wysiging is van metodes wat reeds beskryf is (Bruckner en 

Prockop, 1981; Williams en Prockop, 1983; Steinmann e t al, 

1984). Fibroblastweefselkulture wat in 175 cm 2 flesse 

gekweek is, is vir 3 uur by 37°C met 100 uCi.me- 1 L-[4,5 - 3tt] ­
prolien gemerk. Die media is hierna afgetrek en by 

protease-inhibeerders gevoeg en met TI eindkonsentrasie 

van 30% ammoniumsulfaat gepresipiteer. Die sellaag is 

vir 20 minute by 20°C in PBS geinkubeer, waarna dit in 
3,3 me aangepaste Krebs-Ringer II medium (Krebs-Ringer 11-

10 mM EDTA - 0,1% NP 40) geskraap en gehomogeniseer is. 

Selhomogenate s6 verkry is vir 5 minute by 9 000 o.p.m. 

afgeswaai en die supernatant is in 16 x 200 u€ deelvolu= 

mes verdeel en by 0°C bewaar. TI Deel.volume is gebruik 

.... 

vir elke temperatuurinkrement, waar die deelvolumes by tern= 

perature wat gewissel het tussen 34°C en 43°C vir 10 

minute geinkubeer is. Hierna is elke deelvolume vinnig op 

ys tot 20°C afgekoel en tripsien-chimotripsienvertering 

is uitgevoer soos beskryf in afdeling 3.4 .2 . Die monsters 

is hierna voorberei vir en onderwerp aan SOS - PAGE onder nie­

reduserende kondisies. 

TI Aantal beligtings van alle fluorogramme is volgens 

voorskrifte met TIBio rad densitometer afgetas. Sorg is 

gedra dat die lineere gebied van blootstelling nie oor= 

skrei is in die blootstellingstyd van fluorogramme wat 

vir die aftasting gebruik is nie. Pieke wat op die 

manier verkry is of geweeg of daar is van piekoppervlakte 

in die verwerking gebruik gemaak. 
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3.7 BEPALING VAN DIE KINETIKA VAN SEKRESIE VAN 

TIPE I PROKOLLAGEEN 

Die bepaling van die kinetika van sekresie van tipe I 

prokollageen is gedoen soos voorheen beskryf (Stolle et ai , 

1985). Fibroblastweefselkulture wat vir hierdie eksperi= 
mentele prosedure gebruik is, is in 25 cmZ flessies ge= 

kweek, Twee flessies is vir die pasient sowel as die 

kontroles gebruik, sodat merking in die teenwoordigheid 
en afwesigheid van a ,a'-dipiridiel gedoen is. Merking 

in die teenwoordigheid van a,a'-dipiridiel is in die 
afwesigheid van askorbiensuur gedoen . Die merkingsperiode 

is voorafgegaan deur n pre-inkubasieperiode van 30 minute 

waar die selle in vars medium in die afwesigheid van fe= 
tale kalfserum en in die teenwoordigheid van 50 mg.me- 1 

askorbiensuur of 30 mM a ,a'-dipiridiel geinkubeer is. 
Hierna is die selle vir 3 uur met 100 µCi.mi-l L -[4,5 - 3H]­

prolien in die teenwoordigheid van askorbiensuur of a,a'­

dipiridiel gemerk. Na die merk ingsperiode is die med ia 
in 2 x 850 µ€ hoeveelhede in Eppendorfbuisies onttrek en 

by 85 µ€ protease-inhibeerders en 10 µ€ 2 mg.me- 1 ge= 

denatureerde kollageen gevoeg. Die radio-aktiewe media 
is met 1,5 mi vars media by 37°C, met 10 mM prolien sowel 

as askorbiens uur of a,a '-dipiridiel, vervang . Ihkubasie 
is hierna vir 20 minute, 20 minute, 20 minute, 60 minute, 

60 minute, 60 minute en 120 minute voortgesit, en die media 
is telkens na die bepaalde inkubasietyd vervang met vars 

media met 10 mM prolien. Die media wat onttrek is, is tel= 
-1 kens by 85 µ€ protease-inhibeerders en 10 µ€ 2 mg.mi ge = 

denatureerde kollageen gevoeg. Hierdie mengsels is tel= 

kens afgeswaai om van selle wat moontlik in die media 

mag voorkom, ontslae te raak . Na die swaaistap is 

ammoniumsulfaat tot 30% by die med ia gevoeg en is dit 

twee keer oornag by 4°C gelaat. Hierna is mediaproteiene 
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vir 2 uur by 13 000g afgeswaai en die sediment is in sel= 
homogeniseringsmedium gehersuspendeer en na twee dae aan 

pepsienvertering onderwerp. Die sellae daarenteen is na 

die verloop van die 6 uur jaagperiode in selhomogeni= 

seringsmedium geskraap en gehomogeniseer, aan pepsinering 

onderwerp en met 30% ammoniumsulfaat gepresipiteer. Na 

die presipiteringsperiode is die selhomogenate vir 2 uur 

afgeswaai en die sediment in selhomogeniseringsmedium 
gehersuspendeer. Al die monsters is hierna voorberei vir 

SDS-PAGE en na dialise is die volumes van al die monsters 

gelyk gestel. n Gelyke volume van elke monster is hierna 

met behulp van 4 - 8% SDS-PAGE vir 16 uur by 60V onder 

nie-reduserende kondisies geskei. Fluorogramme is afge= 

tas om die fraksie tipe I prokollageen wat by verskil= 

lende tydsintervalle in die sellae teenwoordig is, te 

kwantifiseer. Die hoeveelheid tipe I prokollageen in 

die fibroblaste by tyd 0 is as 100\ geneem. 

Die data wat s6 vir tipe I prokollageen verkry is, is 

gebruik om die snelheidskonstant~s te bereken soos voor= 

heen beskryf (Kao e t ai, 1977; De Wet et ai, 1983a) met ge= 

bruikmaking van die vergelyking 

waar T die persentasie radio-aktiefgemerkte tipe I 

prokollageen is wat in die selle oor is na die verskillen= 

de jaagtye; A en B die konstantes is wat die fraksie tipe I 
prokollageen wat tydens die vinnige (A) en stadige (B ) 

fases gesektreteer word, weerspieel; k1 en k2 eerste orde 

snelheidskonstantes is; en t die jaagtyd is. Die waar= 

des wat verkry is vir die sekresie van tipe I prokolla= 

geen deur kontrole fibroblaste ~n die waardes verkry vir 

die sekresie van die mengsel van normale tipe I prokol= 

lageen en tipe I prokollageen wat een Eys-bevattende en 
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een normale proa1(I)-ketting bevat (tipe Ic) deur die 

pasient se fibroblaste by verskillende jaagtye is gebruik 

om die sekresie van tipe Ic te simuleer. Die vergelyking 

wat hiervoor gebruik is, sien soos volg daaruit: 

3 
'l 

waar Ic die gesimuleerde persentasie tipe Ic prokollageen 

i s wat in die pasient se fibroblaste teenwoordig is n~ 

die verskillende jaagtye; c} I+ i Ic) is die persentasie 

radio-aktiefgemerkte tipe I en tipe Ic prokollageen in 

die pasient se fibroblaste en I is die persentasie tipe I 

prokollageen wat in die kontrol e fibroblaste teenwoord ig 

is by die verskillende jaagtye . 

3.8 PROSESSERING VAN TIPE I PROKOLLAGEEN DEUR 
ENDOGENE N-PROTEIENASE 

Die fibroblastweefselkulture wat in di~ ondersoek gebruik 

is, is tot n~ die samevloeiingsfase gekweek. Hierdie 

fibroblaste is vir twee dae in die teenwoordigheid van 10% 

fetale kalfserum en 50 mg.mt- 1 askorbiensuur geinkubeer. 

Die media van die kontroleflesse is gekombineer, by 0°C 
bewaar en prolien is tot 'n fi:iale konsentrasie van 10 mM by~ 

gevoeg. Vervolgens sal daar na die prolien-bevattende 

media as koue media verwys word. Die fibroblaste is vir 

3 uur in die teenwoordigheid van askorbiensuur en in die 

afwesigheid van fetale kalfserum met 100 µCi .me- 1 

L -[ 4,5 - 3H]-prolien gemerk. Hierna is die radio-aktiewe 

media onttrek en by 0°C bewaar. Vervolgens is twee 

eksperimentele prosedures gelyktydig gevolg. 

In die eerste prosedure is 1,5 me van die koue media by 

die sellae gevoeg en is die inkubas ie vir 4, 8, 16 en 24 
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uur voortgesit. Die media is na die tydsi~tervalle ont= 

trek en by n tiende volume protease-inhibeerders en 20 µ€ 

gedenatureerde kollageen gevoeg en die mengsels is vinnig 

by -70°C gevries. Na die 24 uur inkubasietyd voltooi 

is, is die verskillende deelvolumes by 37°C ontvries en 
met 30% ammoniumsulfaat gepresipiteer. Die media is na 

twee dae afgeswaai en die sediment is in selhomogeniserings= 
medium gehersuspendeer, waarna die media van elke tydspunt 

in twee verdeel is. Een helfte is slegs met 2% SDS ge= 

kook; terwyl die antler helfte met 2% SDS en zi aME gekook 
is. Hierna i s die twee helftes voorberei vir en onderwerp 

aan SDS-PAGE onder nie-reduserende en reduserende kondi= 
sies onderskeidelik. 

In die tweede prosedure is hoeveelhede radio-aktiewe media 

met n gelyke volume koue media vermeng. Hierdie mengsels 

is vir 0, 4, 8, 16 en 24 uur onderskeidelik by 37°C 
geinkubeer. Om die ensiemreaksies te termineer is n tien= 

de volume protease-inhibeerders en 40 µ€ gedenatureerde 
kollageen (7 ,2 mg.me- 1) by elke mediamengsel gevoeg, 

waarna die mengsels by -70°C gevries is. Die verdere 
analise is uitgevoer soos hierbo in die eerste benadering 

beskryf is. 

Fluorogramme wat verkry is, is afgetas met behulp van n 
Biorad densitometer om die persentasie omsetting van 
pro a l (I) na pCa l (I) te bepaal. 



HOOFSTUK 4 

SIFTING VAN PASIENTE MET TIPE IOI 

4.1 BENADERINGSWYSE 

4.1 .1 Keuse van pasiente 

Selektering van pasiente is gedoen in samewerking met die 

Suid-Afrikaanse Brosbeenvereniging en die Afdeling 

Genetiese Dienste van die Departement van Gesondheid en 

Bevolkingsontwikkeling. Families met TI dominante erflik= 

heidspatroon is vir hierd ie ondersoek gekies. Klinies pre= 

senteer die families almal as tipe IOI, waar die voorkoms 

van blou sklera as TI newe-vereiste vir sodanige klassifi= 

kasie nagekom is . TI Kort geskiedenis van die vyf fa milies 

wat by die siftingsprogram betrek is, word vervolgens gegee . 

4.1.2 Die families 

4.1.2.1 Familie 012 (Figuur 4 .1) 

Die vader is nie TI OI-pasient nie, terwyl die moeder sowel 

as die twee kinders tipe IOI vertoon. Dit was moontl ik 

om die geskiedenis van die afwyking oor vier generasies 

te herlei. Die pasiente het almal blou sklera, TI opval= 

lende dun velstruktuur en TI vroee geskiedenis van veelvul= 

dige beenbreuke. Vervorming van die langbene sowel as van 

die borskasstruktuur kom ook voor . Velbiopsies van al 

drie pasiente is geneem maar slegs die selle van die 
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dogter (012 - 3) is hier geanaliseer . 

4.1.2.2 Familie 0181 (Figuur 4.2) 

Die vader (0181 - 5) en een van die dogters (0181 - 4) 

is fenotipies normaal, terwyl die moeder (0181 - 1), n 
seun (01 81 - 3) en n dogter (0181 - 2) tipe I 01 vertoon. 

Die moeder is waarskynlik n nuwe mutant aangesien daar 

geen familiegeskiedenis van 01 in vorige geslagte voor= 

kom nie. Benewens n wisselende getal beenbreuke (32 vir 

018 1 - 3 en 5 vir 0181 - 2), vertoon die pasi~nte blou 

sklera, tekens van presiniele doofheid en osteoporose . 

In teenstelling met die meeste OI-gevalle is die pas i ~nte 

van n normale lengte sonder enige opvallende vervorming 

van die borskasstruktuur of lang bene . Fi broblastkulture 

van die hele gesin is hier geanal is eer. 

4.1 .2 . 3 Familie 2094 (Figuur 4.3) 

Die vader is fenotipies normaal, te rwyl die moeder (2 094 -

1) en die enigste seun (2094 - 2) blou skle ra , meervoud ige 

beenbreuke, los gewrigte, presiniel e doofheid, dun vel= 

struktuur en n effens korter postuur a s normaal vertoon. 

Die moeder het n geskiedenis van d r i e miskrame by twee 

ve rskil lende eggenotes. Geen ernstige misvorming van d i e 

borskasstruktuur of langbene is waargeneem ni e . n Vel= 

biopsie i s slegs van pasi~nt 2094 - 1 geneem vir anali se. 

4 .1 .2 .4 Familie 1500 (Fi guur 4.4) 

Di e vader is fenotipies normaal , terwy l die moeder skynbaar 

n nuwe mutasi e is . Geen aanduidings van OI kom in die 

vorige geslagte van die familie voo r ni e. Een van die kin= 
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ders, n seun (1500 - 2) is aangetas, terwyl die dogter 

(1500 - 3) fenotipies normaal blyk te wees. Die moeder 

en seun vertoon blou sklera, verkorte postuur, verslapte 

ligamente, veelvuldige beenbreuke en versteurde borskas= 

struktuur. Fibroblastkulture van slegs die moeder is h ier 

ondersoek . 

4.1. 2.5 Familie 2139 (Figuur 4.5) 

Die familiegeskiedenis verloop oor ten minste vyf genera= 

sies . Hiervan is drie generas ies nog beskikbaar vir 

analise. n Opvallende kenmerk van die familietak is die 

variasie wat tussen die verskillende fa mi lielede voorkom 

wat fenotipiese kenmerke betref . Die ouma (2 139 - 1) se 

oor lede man was fenotipies normaa l , terwyl die dogter 

(2139 - 2), benewens blou sklera en presiniele doo f heid 

geen sigbare tekens van OI vertoon nie. Daarenteen pre= 

senteer beide die ouma s owel as di e twee kleinkinders 

(2139 - 3 en 2139 - 4) as tipiese OI-pasiente. Benewens 

blou sklera, n erg verkorte postuur, ernstige versteurde 

borskasstruktuur was daar n gesk i edenis van meervoud ige 

beenbreuke. n Velbiopsie van slegs pasient 213 9 - 1 is 

geneem vir die opkweek van fibroblastweefselkulture vir 

analise . n Meer uitvoerige toeligting van die familie 

word in Hoofstuk 7 en ook in Bylaag I gegee. 

4.1 .3 n Oors ig van die siftingsprogram 

n Skematiese voorstelling van die siftingsprogram wat 

hie r gev olg is, word i n fig uur 4.6 weergegee. Velbiop= 

sies is verkry van die lede uit die families soos aange= 

toon i n 4. 1. 2, s owel as van kontrole persone wa t geen 

kollageenafwykings vertoon nie. Die ve lbiopsies is ge= 
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bruik vir die vestiging van fibroblastweefselkulture soos 

in hoofstuk 3 beskryf is. TI Belangrike oorweging vir die 

vestiging van sodanige weefselkulture is dat meerdere 

analises van die kollageen van elke individu gedoen moet 

word. Verder kan die fibroblastweefselkulture, nadat 

subkulture gevestig is, vir TI onbepaalde tyd in vloeibare 

stikstof bewaar word. In hierdie siftingsprogram is van 

subkulture 3 - 7 gebruik gemaak. 

Vir die radioaktiewe merking van nuutgesintetiseerde 

proteiene, is die fibroblaste vir 4 uur met [ 3H]-prolien 

geinkubeer. [ 3H]-prolien is gebruik as radio-aktiewe mer= 

ker aangesien prolien dikwels in die tripelheliese gebied 

van kollageen voorkom, sodat die radioaktiewe aminosuur 

oorwegend in prokollageen geinkorporeer is. Inkubasie is 

gedoen in die teenwoordigheid van askorbiensuur en die 

afwesigheid van fetale kalfserum. Merking is verder oak 

in die aan- of afwesi~heid van a,a'-dipiridiel gedoen .aangesien 

a,a' -dipiridiel met Fez+ cheleer. Fez+ is TI kofaktor 

van daardie ensieme wat betrokke is by die hidroksilering 

van Lysen Pro sodat Hyl en Hyp nie gevorm kon word nie. 

Pepsienvertering van sellul~re proteienmateriaal en van 

mediaproteiene is oak uitgevoer. Sellul~re proteienma= 

teriaal sowel as mediaproteiene wat op die bogenoemde 
wyses verkry is, is deur middel van SDS-PAGE geanaliseer. 

Analise is gedoen antler reduserende of nie-reduserende 

kondisies. Daar is deurgaans gebruik gemaak van gradient= 

gelle. 

Die benadering soos hierbo uiteengesit, wat saamgestel is 

om die tegnieke vir die identifisering van al die moont= ­

like mutasies te akkomodeer, is gevolg. Die verskillende 

tegnieke is reeds met sukses deur verskeie navorsers aan= 

gewend vir die identifisering van die volgende tipes mu= 

tasies: 
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(1) Delesies van 18 of meer aminosure i n die proal(I)­

en proa2(1) - kettings (Barsh en Byers,1981; Byers 

et al, 1983; De Wet et al , 1983a; Williams en Prockop, 

1983; Cole et al, 1986). 

(2) Invoegings van 18 of meer aminosuurresidue in die 

proal(l)-of proa2(1)-kettings (Byers et al , 1981c; 

Stolle et al , 1985). 

(3) Afwykings in die verhouding van proal (1)-en pro a2( 1)­

kettings (De Wet et al , 1983a en 1983b; Barsh et al , 

1982). 

(4) Oormodifisering van tipe I prokollageen (Kirsch et al , 

1981; De Wet et al, 1983a ; Williams en Prockop, 1983; 

Bateman et al , 1984; Steinmann et al, 1984; Bonadio 

en Byers, 1985). 

(5) Teenwoordigheid van Cys-residue in die tripelheliese 

domein (Nicholls et al , 1984; Steinmann et al , 1984). 

4.2 RESULTATE VAN DIE SIFTINGSPROGRAM 

4.2.1 Analise van ongeprosesseerde [ 3H]-prolien= 

gemerkte prokollageen 

In die eerste rondte van die siftingsprogram is weefselkul= 

ture van die teikenpasi~nte in die teenwoordigheid van 

[ 3H]-prolien, en in die teenwoordigheid of afwesigheid 

van a , a '-dipir idiel geinkubeer. Na inkubasie is die 

sellulere en med iaproteiene direk vir SOS-PAGE geproses= 

seer, aan SDS-PAGE onderwerp en fluorogramme van die 

akri elamiedgelle is verkry. Die resultate van hierdie 
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ondersoeke word in figuur 4.7 tot 4.9 getoon . 

Uit dlt wat in afdeling 4 .1 .3 ges~ is , sou die resultate 

wat sodoende verkry word van hierdie eerste rondte van die 

siftingsprogram tot die identifisering van die volgende 

tipes mutasies in tipe I prokollageen kon lei: 

(i) Delesies van ten minste 18 aminosuurresidue in 

proa1(I) of proa2(I) . 

(ii) Invoegings in een van die twee kettings van tipe I 

prokollageen. 

(iii) Oormodifisering van die proal(I)- en/of proa2(I)­

kettings. 

(iv) Afwykings in verhoudings van die proa1 (I)-tot 

proa2(I)-kettings. 

In figuur 4.7 word die voorkoms van gereduseerde radio= 

aktiefgemerkte prokollageen in die media (A) en in die 

sellulere kompartement (B) vervat. Vertraagde migrering 

van veral die pro a1 (I)-kettings en in TI mindere mate die 

proa2(I)-kettings word viral die pasi~nte relatief tot 

die kontroles waargeneem. Stadiger migrering mag die 

gevolg wees van TI groter molekul~re massa van die pro a l ( I)­

of pro a 2(I)-kettings 6£ kan toegeskryf word aan TI veran= 

dering in die aard van die SDS-proteienkomplekse. Die 

eerste verskynsel is die gevolg van die invoeging van 

aminosuurvolgordes in die prokollageenkettings, soos ver= 

kry deur Byers e t al , (1981c)en Stolle et al (1985). Dit 

i s ook welbekend dat stadiger migrering i n die a f wesigheid 

van a , a '-dipiridiel die gevo)g van oorhidroksilering van 

prokollageen is. Dit lei tot TI verandering in die inter= 

aksie tussen SDS en die proteiene sodat die elektrofore= 
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FIGUUR 4 .7 Voorkoms van prokollageen in die media (A) 

en sellul@re komponent (B) van [ 3H]-rrolien= 

gemerkte fibroblaste na SOS-PAGE. Verteen= 

woordigende bane van al die pasiente wat in 

die siftingsprogram betrek is, word getoon. 

Fibroblastweefselkulture is in 25cm 2 flessies 

in die teenwoordigheid van 50 µCi .mi -l L-[4,5-

; 3H ]-prolien en 50 mg.mi-l askorbiensuur, en 

in die afwesigheid van a,a'-dipiridiel en 

fetale kalfserum gemerk. Na TI merkingsperio= 

de van 4 uur is die media onttrek en by TI 

tiende volume protease-inhibeerders (afdeling 

3 . 3.2) gevoeg . Die mediaproteiene is ge= 

presipiteer met 30% ammoniumsulfaat en in 'n 

Eppendorfsentrifuge afgeswaai. Laasgenoemde 

twee stappe is by 4°C uitgevoer. Hierna is 

die sediment in 90 µi selhomogeniseringsme= 

dium (afdeling 3 . 3 . 2) gehersuspendeer en voor= 

berei vir elektroforese soos beskryf in 

afdeling 3 . 3 . 2 . Die sellae is in 500 µi sel= 

homogeniseringsmedium geskraap, gehomogeniseer 

en in die teenwoordigheid van 2% SDS en 

2% SME gekook. Die monsters is voorberei 

vir elektroforese soos beskryf in afdeling 

3 . 3 . 2 en is hierna vir 16 uur by 60V op TI 
4 - 8% SDS-poliakrielamiedgel geelektrofo= 

reer . Fluorografie van die gelle is volgens 

die metode van Laskey en Mills (1975) uitge= 

voer op Cronex 4 X- straal film. 

A: baan 1 2139 - 1, baan 2 01481 (kontrole) 

baan 3 2094 - 1, baan 4 0181 - 4 (kontrole), 

baan 5 0181 - 3, baan 6 0181 - 5 (kontrole), 

baan 7 1500 - 1, baan 8 01481, baan ~ 012 - 3 
B: baan 1 0181 - 2 , baan 2 0181 - 4 (kontrole) 

baan 3 2094 - 1 , baan 4 01481 - 4 (kontrole) 

baan 5 2139 - 1, baan 6 1500 - 1, baan 7 

0181 - 3 (kontrole), baan 8 0181 - 3, baan 9 

012 - 3, baan 10 0181 - 5 (kontrole) 
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tiese mobiliteit van die SDS-protetenkomplekse afneem. 

Ten einde tussen hierdie twee verskynsels te onderskei 

word merking in die teenwoordigheid van a,at-dipiridiel 

uitgevoer. Hierdeur word hidroksilering opgehef. Die 

resultaat van s6 n ondersoek word in figuur 4.8 gegee. 

Uit die resultaat verkry in figuur 4.8 is dit duidelik dat, 

behalwe vir die proa2(1)-ketting van pasient 2139 - 1, die 

verlaagde mobiliteit relatief tot die kontroles,opgehef 

is. Dit impliseer dat die veranderde mobiliteit van die 

proal (1)-en proa2(1)-kettings gesien in figuur 4 . 7 n oor= 

hidroksilering van tipe I prokollageen reflekteer. Geen 

bewys vir invoegings is in figuur 4 .8 gevind nie. 

Aanduidings van abnormale verhoudings van pro a l (I) tot 

proa2(I) kan in figuur 4.7A en B vir verskillende pasi~nte 

gesien word. Deur visuele inspeksie van figuur 4.7A kan 

n verhouding van ongeveer 1:1 vir die proal(I) tot proa2(I) 

vir pasient 012 - 3 (Baan 1) waargeneem word. Dit wyk af 

van die normale verhouding van 2:1 wat verwag word. n Her= 

haling van hierdie resultaat is nie weer in verdere onder= 

soeke ~esien nie. In figuur 4.7B kan daar weer eens n 
verhouding van ongeveer 1:1 vir die proal (I)- tot proa2( I)­

kettings vir pasiente 0181 - 2 en 0181 - 3 (n suster en 

broer) waargeneem word (Bane 1 en 8). Soms was dit moont= 

lik om _n dubbelband in die proal(I)-gebied vir hierd ie 

pasiente te onderskei. n Voorbeeld hiervan kan in figuur 

4.7B vir pasient 0181 - 2 (Baan 1) gesien word. Die dub= 

belband mag dui op n verlaagde voorkoms van proal (I), sodat 

die naasliggendmigrerende proal (III) as die bykomende band 

identifiseerbaar is. Verdere analises v an hierdie sellyne 

op dieselfde wyse het n variasie in die voorkoms van die 

veranderde verhouding getoon. Die verhouding het gewissel 

van normaal tot 1 :1. 
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FIGUUR 4 . 8 Fluorografie van ongeprosesseerde sellul ere 

prokollageen. Die selle is soos vir figuur 

4.7 geinkubeer en geprosesseer vir 4 - 8\ 

SDS-PAGE, behalwe dat die merkingsmedia 0,3 mM 

a,a '-dipiridiel bevat het . Fl uorografie is 

op Cronex 4 X-straalfilm uitgevoer. 

baan 1 1500 - 1, baan 2 0181 - 4 (kontrole) , 

baan 3 012 - 3, baan 4 01481 (kontrole), 

baan 5 2139 - 1, baan 6 01481 (kontrole) 

baan 7 012 - 3, baan 8 0181 - 4 (kontrole), 

baan 9 0181 - 3, baan 10 0181 - 5 (kontrole), 

baan 11 0181 - 2 . 
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In figuur 4.7B word daar verder opgemerk dat die proaZ(I)­

kett!ngs van pasient 2139 - 1 (Haan 5) vinniger migreer 

relatief tot die kontrole . n Verbreding van die proaZ(I)­

band kan in die teenwoordigheid van a,a'-dipiridiel steeds 

waargeneem word (£i guur 4.8 Baan S) . Aangesien daar nie 

n dubbelband onderskei kan word nie, kan daar nie uit 

hierdi e resultaat alleen bepaal word of die verbreding 

voorkom as gevolg van n delesie in die proa2( I)-ketting 

of as gevolg van die komigrering van normale proa Z(I)­

kettings met n antler proteien nie. 

Dit is belangrik om daarop te wys dat analises soos die 

in figuur 4.7 en 4.8 nie tussen vrye en geassosieerde 

prokollageenpeptiede kan onderske i n ie . DisulfiedbrOe 

in die C- propeptiede koppel d i e proal(I)- en pro aZ( I)­

kettings kovalent . Behandeling van d i e proteiene met 

BME t ydens voorbereiding vir SDS-PAGE soos in figuur 4.7 

en 4.8 lei tot n verbreking van die disul fi edbrOe. n 
Meer geskikte metode om geassos i eerde en vrye prokollageen= 

kettings te ondersoek, is om die analise onder nie-reduse = 

rende kondisies uit te voer. 

Nadere ondersoek van die fluorogram in fig uur 4.9 toon 

dat geen noemenswaardige verskille in die skeidingspatrone 

van d i e kontroles en pasiente waargeneem kan word nie. 

Onderskeid tussen geassosieerde kettings in die vorm van 

proy (I) -prokollageen en vrye proal(I)- en proaZ (I)-kett i ngs 

is wel moontlik. In die geval van die pasiente s owel as 

d ie kontroles is beduidende hoevee l hede ongeassosieerde 

proal (I)-en proa 2( I)-kettings sigbaar. n Kwantifiser i ng 

om die relatiewe verhoudings van proy(I), proal(I) en 

proa2(1) te bepaal is weens die hoe radio-aktiwiteits= 

agtergrond van h ierdie tipe gelle nie uitvoerbaar nie. 

Oat n gedeelte van die prokollageenkettings ongeasso= 

sieerd mag voorkom, is reeds deur Williams en Prockop 

(1983) en Deak et al ( 1983) waargeneem. Die meeste 
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FIGUUR 4.9 Fluorograrn van [ 3H]-proliengernerkte sellul~re 

proteiene wat onder nie-reduserende kondisies 

geskei is ·ter onderskeiding van vrye en geasso= 

sieerde prokollageenkettings. Fibroblastweefsel= 

kulture is in 25crn 2 flessies op dieselfde wyse as 

vir figuur 4 . 7 gernerk en geprosesseer, behalwe 

dat geen BME in enige voorbereidingsproses vir 

elektroforese gebruik is nie. Jodo-asetarnied, 

tot 'n finale konsentrasie van 100 rnll, is by d i e 

dialisebuffer gevoeg. Elektroforese en fluorogra= 

fie is gedoen soos beskryf in figuur 4.7. 

baan 1 2094 - 1, baan 2 1500 - 1, baan 3 01 2 - 3, 

baan 4 01481 (kontrole), baan 5 2139 - 1, 

baan 6 0181 - 5 (kontrole), baan 7 0181 - 1, 

baan 8 0181 - 4 (kontrole), baan 9 0181 - 3, 

baan 10 0181 - 4 (kontrole), baan 11 0181 - 2. 
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prokollageenkettings het egter in die vorm van proy(I)­

molekules of aggregate daarvan voorgekom, sodat geen bewys 

vir n mutasie van die tipe, soos beskryf deur Dea k et al 

(1983), gevind is nie. 

Ten opsigte van die resultate in figuur 4.7 tot 4.9 kan 

die volgende afleidings ten opsigte van drie pasiente uit 

twee families gemaak word. Die dubbelband wat in die 

geval van pasiente 0181 - 2 en 0181 - 3 waargeneem is mag , 

soos reeds genoem, die gevolg wees van n verlaagde voor= 

koms van proa1 (I). Die proa1 (III) word normaalweg net as 

n skouer van die proa1 (I) -band waargeneem en word ge = 

woonlik oorheers deur die veel hoer teenwoordigheid van 

proa1 ( I). In die geval van pasient 2139 - 1 mag n ver= 

korting van die proa2(I)-ketting voorkom, soos gesien uit 

die vinniger migrering en/of afwaartse verbreding van die 

proa2 (I) -band. 

Om .hierdie twee verskynsels verder te kon ondersoek, is 

die radioaktiefgemerkte prokollageen van die pasiente aan 

pepsienbehandeling onderwerp voor SDS-PAGE. 

4.2.2 Analise van gepepsineerde [ 3H]-prolien= 

gemerkte proteienmateriaa l 

4.2.2.1 Inleiding 

In teenstelling met die globulere N- en C-propeptiede, 

is die sentrale tripelheliese domein van die fibrillere 

kollagene weerstandbiedend teen milde proteolitiese be= 

handeling, mits die kettings in die proy-vorm voorkom. 

Milde behandeling van proa1 (I) - molekules met pepsien of 

n mengsel van tripsien en chimotr ipsien lei daarom tot die 
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proteolitiese verwydering van nie-tripelheliese volgordes 

(Sykes e t al, 1976; Bruckner e t al, 1981), Hierdie selek= 

tiewe verwydering vand~e propeptiede om proa-kettings in 

a-kettings te omvorm, is deur n aantal outeurs benut in 

die identifisering en verdere analise van mutante prokol= 

lageen. Voorbeelde hiervan is soos volg: 

(1) Verkorting van proa-kettings tot a - kettings vergroot 

die relatiewe bydrae van delesies tot die totale 

peptiedgrootte, sodat die delesies makliker identi= 

fiseerbaar sal wees (Williams en Prockop, 1983; De 

Wet e t al , 1983a, Sippola e t al, 1984). 

(2) Gemuteerde tripelheliese gebiede in die proy-vorm mag 

meer sensitief viv proteolise wees aangesien sta= 

biele tripelheliksvorming nie in die gemuteerde ge= 

hied of aan die N-terminale kant van die gemuteerde 

gebied kan plaasvind nie. n Voorbeeld van die sply= 

ting van tripelheliese volgordes in gemuteerde proa­

molekules is beskryf deur Williams en Prockop (1983). 

So sal dit byvoorbeeld moontlik wees om mispassing 

tussen die tripelheliese domeins van die individuele 

proa-kettings in die proy-vorm langs hierdie weg te 

identifiseer. 

(3) Proy(I) is disulfiedgebonde deur middel van die C­

propeptiede van die proal (I)-en proaZ(I) -kettings, 

In die y-vorm i s a l (I)-kettings nie d i sul f iedgebonde 

nie, terwyl die al(III) - kettings steeds deur disulfied= 

brOe in die tripelheliese domein kovalent gekoppel 

is.Soos reeds genoem, kan proal(O-en pro a l(III}-ket= , 

tings moeilik met behulp van SDS-PAGE van mekaar 

onderskei word. Daarenteen is dit moontlik om met 

behulp van onderbroke elektroforese of elektroforese 

onder n i e-reduserende kondisies a l(I~ en a l ( III~ 
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kettings duidelik van mekaar te skei (Sykes et al, 

1976). Sodoende is die verhouding van tipe I tot 

tipe III meer geredelik bepaalbaar. 

(4) n Disulfiedgebonde a1(1)-dimeer is deur Steinmann et 

al (1984) en Nicholls et al (1984) aangetoon. Di~ 

Cys-bevattende dimeer word slegs waargeneem n~ pep= 

sienbehandeling met daaropvolgende skeiding deur mid= 

del van SDS-PAGE onder nie-reduserende kondisies. 

Onderbroke elektroforese le i ook tot die skeiding van 

sodanige dimeer van a1(1) en al(III) . 

Na aanleiding van die vier punte hierbo genoem is proteien= 

materiaal van pasient 2139 - 1 en 0181 - 2 aan pepsien= 

• behandeling onderwerp. SDS-PAGE analise is gedoen en 

fluorogramme so verkry is ondersoek vir: 

1 . die moontlike voorkoms van verkorte a2(1)-kettings in 

die geval van pasi~nt 2139 - 1 en 

2. moontlike verhoudingsvariasies van a l (I) tot a2(1), 

sowel as die identiteit van die waargenome dubbelband 

i n die geval van pasient 0181 - 2 . 

4.2 .2.2 Analise van gereduseerde gepepsineerde 

materiaal 

n Bykomende band wat vinniger as die normale a2(1)-band mi= 

gree r kan steeds na peps ienbehandeling onder reduserende 

kondisies vir pasi~nt 2139 - 1 waargeneem word (fi guur 4.10). 

Hierdie band mag TI verkorte a2(1)-ketting verteenwoordig, 

ma a r kom nie tot d i eselfde mate as die normale a2(1) vooi 

n i e . Aangesien TI meer normale verspre iding van die normale 

en verko rte kettings verwag word , is die by komende vinnig= 
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SOS-PAGE van pepsienbehandelde [ 3H] -prolienge= 

merkte sellul~re proteienmateriaal . Fibroblast= 

weefselkulture is in 7Scm2 flesse vir 4 uur met 

100 µCi .me- 1 L-[4,5 - 3H]- prolien onder stan= 

daardkondisies gemerk . Soos beskryf i n afdeling 

3 . 4.1, is die sellaag vir 20 minute in PBS by 

20°C geinkubeer, waarna die sellaag in 1 me sel= 

homogeniseringsmedium geskraap en gehomogeniseer 

is . TI Gelyke volume 0,2 M asynsuur is by die 

homogenaat gevoeg en di~ pH is ingestel tot 

pH2 - 3 met 6N HCl. HJerna is 200 µf pepsien 

(lmg .me - 1) by die selhomogenate gevoeg en 

vertering is vir 2 uur by 18°C uitgevoer . Die 

reaksie is getermineer deur die toevoeging van 

1 M NaOH tot TI pH van 7 - 8. Vervolgens is die 

mengsel oornag by 4°C gelaat. Daarna is elektro= 

foreseen fluorografie van die pepsienbehandelde 

materiaal uitgevoer soos beskryf in figuur 4.7 . 

baan 1 1500 - 1, baan 2 0181 - 5 (kontrole ), 

baan 3 2139 - 1, baan 4 0181 - 5 (kontroJe), 

baan 5 0181 - 3 . 
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migrerende band waarskynlik nie TI gemuteerde a2(I)-ketting 

nie . Uit die familiediagram is dit duidelik dat die 
pasient TI heterosigoot is, en Sippola et ai (1984) het 

getoon dat TI eweredige verspreiding van normale en gemuteerc 

de a1 (I) -kettings in TI heterosigoot voorkom . TI Verdere 

verbreding van die a1 (!)-band, wat aan oorhidroksilering 
toegeskryf kan word, kan ook waargeneem word. 

Verder was dit nie moontlik om uit die resultaat, soos ge= 

toon in figuur 4.10 , TI afleiding te maak aangaande die ver= 

houding van die a1 (I)- en a2 (I)-kettings in fibroblaste van 
pasient 0181 - 2 nie. Die a1 (I)- en a1 (III)-kettings komi= 

greer steeds onder hierdie kondisies. Ten einde TI skei= 

ding tussen a1 (I)- en al (III)-kettings te bewerkstellig, 

is van onderbroke elektroforese gebruik gemaak. 

4,2,2.3 Onderbroke elektroforese van pepsien= 

behandelde proteienmateriaal 

Onderbroke elektroforese is uitgevoer soos beskryf in 
hoofstuk 3 (vergelyk 3.4.1), Verteenwoordigende resultate 

word in die vorm van twee fluorogramme in figuur 4.11 ge= 
toon. Uit hierdie resultate kon afgelei word dat normale 

verhoudings van al (I) tot aZ(I) vir pasient 0181 - 2 en 
0181 - 3 wel teenwoordig is. Hierdie analises is in TI 

onafhanklike ondersoek herhaal en dieselfde resultaat 
is verkry (Opperman , D.P.J., ongepubliseerde data). Die 

oorspronklike afwykende verhouding van 1 :1 wat waargeneem 

is, was dus TI vals positiewe resultaat. 

n Dramatiese resultaat is egter vir pasient 2139 - 1 na 

onderbroke elektroferese waargeneem . In figuur 4.11A en 

B kan TI duidelike bykomende band waargeneem word, wat nie 

by die kontroles of by die antler pasiente voorkom nie. 
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FIGUUR 4 . 11 Onderbroke elektroforese van pepsienbehandelde 

[ 3H] -proliengemerkte sellulere proteiene. 

Merking en pepsienbehande]ing is gedoen soos 

beskryf in figuur 4.10 en afdeling 3 . 4.1, beha]we 

dat verdere voorbereiding vir elektroforese in 

die afwesigheid van BME uitgevoer is . Hie rna 

is die sellulere proteienmateriaal op een van 

die volgende twee wyses deur midde l van 4 - 8\ 

SDS-PAGE geskei: 

A : Die materiaal is vir 2 uur by 100V geskei, 

waarna die elektroforeseproses onderbreek, die 

putte met 10% BME in elektroforesebuffer gevul 

en vir 1 uur gelaat is . Na die impregnerings= 

stap is die materiaal verder vir 11 uur by S0V 
geskei. 

B : Die ongereduseerde sellulere materiaal is vir 

90 minute by 120V geskei, waarna d ie e]ektroforese= 

proses onderbreek en die gel vir 1 uur met 10\ 

sME geimpregneer is. Hierna is die gereduseerde 

sellulere ma t eriaal vir ~ verdere 10 uur by S0V 
geskei . 

baan 1 0181 - 1 , baan 2 01481 (kontrole), 

baan 3 2139 - 1, baan 4 0181 - 4 (kontrole), ---
baan 5 2139 - 1 , baan 6 01481 (kontrole) , ---
baan 7 2139 - 1, baan 8 0181 - 4 (kontrole) ---
baan 9 01 2 - 3, baan 10 0148 1 (kontrole), 

baan 11 0181 - 3, baan 12 1500 - 1, baan 13 

2139 - 1, baan 14 0181 - 5 (ko ntrole ) . 
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Die kettings migreer vinniger as die normale a l (III)-ket= 

tings en stadiger as die al (I)-kettings. Variasies in die 

elektroforesekondisies, voor en na redusering, lei daar= 

toe dat die presiese migrasieposisie van die bykomende 

band relatief tot al (I) verskil van gel tot gel. Die mobi= 

liteit van die bykomende band word duidelik volgens die 

resultaat in figuur 4.11 tot dieselfde mate as die al (III) ­

band beinvloed. n Verdere belangrike waarneming is dat 

die band wat onder reduserende kondisies effens vinniger 

as a2(I) migreer, na onderbroke elektroforese nie meer 

sigbaar is nie. 

Om die aard van die bykomende band verder te kan ondersoek, 

is pepsienbehandelde materiaal van pasient 2139 - 1, 

1500 - 1 en n kontrole vervolgens onder nie-reduserende 

kondisies aan SOS - PAGE onderwerp. 

4.2 . 2 . 4 Analise van ongereduseerde gepepsineerde 

materiaal 

Duidelike skeiding van al (V}, al (Ir en a2(I)-bande word 

verkry (figuur 4.12). Die al (III) -kettings is steeds 

disulfiedbruggebonde en migreer daarom in die vorm van 

y(III) -mol ekules . Vir pasient 2139 - 1 is die bykomende 
band, met n Mr-waarde van 200 Kd, steeds duidelik sig= 

baar tussen y(III) en al (V) . n Vergelyking van die 

fluorogramme in figuur 4.11 en 4.12 toon ook dat die ver= 

skil in die migrering van die al (III)-band en die bykomen= 

de band meer opvallend is onder nie - reduserende kondisies. 

Figuur 4.11 en 4.12 is ver teenwoordigend van resultate wat 

na drie onafhanklike selmerkings verkry is. 
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FIGUUR 4.12 Fluorogram van pepsienbehandelde sellul@re 

proteiene na skeiding met behulp van SDS­

PAGE onder nie - reduserende kondisies. Mer= 

king, pepsienbehandeling en voorbereiding vir 

elektroforese, in die afwesigheid van aME , is 

uitgevoer soos beskryf in figuur 4.10 en 

afdeling 3.4.1. Elektroforese en fluorogra= 

fie is uitgevoer soos beskryf in figuur 4 . 7. 

baan 1 1 500 - 1, baan 2 0181 - 5 (kontrole) 

baan 3 2139 - 1, baan 4 0181 - 5 (kontrole) 

baan 5 1500 - 1, baan 6 0181 - 5 (kontrole), 

baan 7 2139 - 1, baan 8 0181 - 5 (kontrole), 

baan 9 1 500 -
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4.3 SAMEVATTING 

In hierdie hoo fs tuk is twee belangrike waarnemings gemaa k. 

In die eerste plek is oorhidroksilering van tipe I kolla= 
geen vir pasi~nte van al vyf die families waargeneem. Oor= 
hidroksilering word algemeen aanvaar as TI aanduiding van 
abnormale kollageenmetabolisme as gevolg van TI s truk ture le 

afwyki ng van die kollageen. Die tweede waarneming wat 

gemaak is , is die voorkoms van TI addisionele band i n 
pepsienbehandelde materiaal van pasi~nt 2139 - 1 na SOS­
PAGE onder nie-reduserende kondisies. Daar kan aanvaar 

word da t die bykomende band n disul fi edgebonde entiteit 

ver teenwoordig. Dit volg daaruit dat die bykomende band 
nie sigbaar is onder reduse rende kondisies, waa r disul fi ed= 

brOe ve rnietig word, nie. Onder nie-reduserende kondisies 
word die kovalente koppeling deur middel van disulfiedbrOe 

egter behou. Die aard van die materiaal i n d ie bykomende 
band word i n hoo fstuk 5 verder toegelig. 



HOOFSTUK 5 

KARAKTERISERING VAN DIE BYKOMENDE BAND EN 

BEPALING VAN DIE LOKALITEIT VAN DIE MUTASIE 

5. 1 INLEIDING 

Twee moontlike modelle kan voorgestel word om die voorkoms 

van die addisionele band, met n Mr-waarde van 200Kd , 

i n elektroforetogramme van gepepsineerde, ongereduseerde 
sellulere of mediaproteiene van pasient 2139 - 1 te 

verklaar: 

Die bykomende band mag TI pepsiensensitiewe vorm van y(III) 

wees (figuur 5.1, model A en B). Indien een van die twee 

allele vir pro a l ( III) gemuteerd is, sal gelyke hoeveel= 

hede normale en abnormale kettings gesintetiseer word. 

Inkorporering van een, twee of drie gemuteerde proal (III)­

kettings in tipe III trimere lei tot TI versteuring i n 

tripelheliksvorming N-terminaal vanaf die punt van die 
mutasie. Ontvouing van die tripelheliks in di~ gebied 

mag voorkom (figuur 5.1, model A). Die N- en C-terminale 

propeptiede, sowel as die ontvoude N-terminaalgebied, 

word deur pepsienbehandeling verwyder. Sewe-agtstes van 

die resulterende tripe\helikse sal daarom ~erkort word. 

Die verkorte y (III)-vo•rm mag 'n verklaring hied vir die 

waargenome bykomende band. TI Alternatiewe voorstelling 

is dat TI gelokaliseerde mispassing van die gemuteerde 

proal(III ) -kettings ten opsigte van die normale pro a l (III)­

kettings voorkom (model B). Ontvouing van die gebied 

N-terminaal vanaf die mispassing mag voorkom in trimere 

wat een of twee gemuteerde kettings bevat. n Verhoogde 

sensitiwitei van hierdie twee vorme van tipe III prokol= 
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FIGUUR 5.1 Skematiese voorstelling van drie verskillende 

modelle wat in afdeling 5.1 as vertrekpunt 

vir die bepaling van die aard van die mutasie 

in pasient 2139 - 1 voorgehou word. 

A: TI Mutasie in proal(III)-kettings lei tot 

TI ontvouing van die gebied N-terminaal van 

die mutasie in tipe III trimere wat een of 

meer gemuteerde prool(III)-kettings bevat. 

B: TI Gelokaliseerde mi spassing in gemuteerde 

tipe III prokollageen lei tot die ontvouing 

van die gebied N-terminaal van die mi spassing 
in tipe III trimere wat een of twee gemuteerde 

prool(III)-kettings bevat. 

C: Die teenwoordigheid van TI sisteienresidu 

in dietripelheliese domein van proal(I)-ket= 

tings lei tot die vorming van tipe I trimere 

wat normale prooZ(I)-kettings sowel as of 

twee normale proal(I)-kettings 6f een nor= 

male en een gemuteerde prool(I) - ketting 

of twee gemuteerde proal(I)-kettings bevat. 

Die pyle dui die omvang van pepsienvertering 

op die prokollageen aan. Die breuke verteen= 

woordig teoretiese waardes vir die relatiewe 

verhoudings waarin die verskillende moontlike 

prokollageenmolekules saamgestel kan word uit 

mutante en normale prokollageenkettings. 
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lageen vir proteolitiese ensieme mag lei tot die verwydering 

van die ontvoude gebied na pepsienbehandeling. Trimere wat 

uit drie gemuteerde proal (III) -kettings bestaan vorm normale 

tripelhelikse waarvan slegs die N- en C-propeptiede deur 

pepsien verwyder word. Ses - agtstes van die trimere sal 

derhalwe in die verkorte y( III) - vorm voorkom, wat as n ver= 

klaring vir die bykomende band mag dien. 

In model C (figuur 5.1) word voorgestel dat n sisteien re= 

sidu in die tripelheliese domein van die helfte van die 

proa1(I) -kett ings teenwoordig is. Inkorporasie van geen, een 

of twee Cys-bevattende proal(I) -kettings in tipe I prokolla= 

geen is dus moontlik . Waar twee Cys -bevattende proal (I) ­

kettings in die trimeer voorkom, word n disulfiedbrug ge= 

vorm. Pepsinering gevolg deur behandeling met SDS sal tot 

vrye al(I) -kettings sowel as al (1) -dimere lei. Onder nie­

reduserende kondisies sal die al(I) -d imere vinniger as y(III) 

i n poliakrielamiedgelle migreer, maar stadiger as vrye nor= 

male en ge muteerde a l (1)-kettings. Die voorkoms van n 
a1(1) - dimeer mag n verklaring bied vir die bykomende band 

wat in pepsienbehandelde proteienmateriaal waargeneem is. 

(Vergelyk ook Nichols et al, 1984 en Steinmann et al, 1984). 

Om tussen model A en model Ben C te kan onderskei, is vas= 

gestel of die mutasie i n die proal (III)- of die proal(I)­

ketting voorkom. 

5 . 2 INVLOED VAN VARIERENDE KONDISIES VIR 

PROTEOLITIESE VERTERING OP DIE BYKOMENDE 

BAND 

Alvorens vasgestel kon word of die mut asie in die proa1(1)­

of die proal (111)-ketting voorkom, moes daar eers bepaal 

word of die bykomende band nie n artefakt van proteolitiese 

behandeling is nie. Dit is gedoen deur die eksperimentele 
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kondisies van pepsienvertering te varieer, en deur gebruik 

te maak van tripsien en chimotripsien vertering. 

In die eerste plek is pepsienvertering vir twee uur by 18°C 

uitgevoer met TI wisseling in die pepsienkonsentrasie. Die 
eindkonsentrasie is gewissel van SO µg .m€-l tot 800 µg.m€-l, 

met telkens TI verdubbeling van elke konsentrasie-inkrement .. 

Daarna is die materiaal aan SOS-PAGE onder nie-reduserende 

kondisies onderwerp (figuur 5.2). 

TI Omgekeerd eweredige verhouding tussen die pepsienkonsen= 

trasie en die mate waartoe die bykomdende band behoue bly, 

kan in figuur 5.2 gesien word. Dieselfde tendens word ook 

vir y(IlI), en die C1l(I)-en C12(I) -bande waargeneem . Verder 

is dit uit die figuur duidelik dat TI eindkonsentrasie van 
100 µg.m€- l pepsien optimaal is vir die vertering van 

pasient 2139 - 1 se prokollageen. Daarom is die eindkon= 

sentrasie in die res van die analises gebruik . 

Vervolgens is ~epsienvertering by 18°C met wisselende in= 

kubasietye uitgevoer. Figuur 5 . 3 toon dat die bykomende 

band toenemend waarneembaar word met toename in inkubasie= 

tyd . TI Toename in die waarneembaarheid van y(III)~ "1 (I ► 

en C12(I)-bande met toename in inkubasietyd kan ook in die 

resultaat, vir sowel die kontrole as vir pasient 2139 - 1, 

gesien word. Inkubasietye langer as 120 minute het geen 

merkbare effek op die bykomende - of normale bande gehad 

nie. 

Verder is die tempera tuur waarby die pepsienvertering u i t = 

gevoer is, gewissel (figuur 5.4). 'n Toename in die tempe = 

ratuur vir pepsinering het duidelik gelei tot TI a fname 
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FIGUUR 5.2 Die effek van toenemende pepsienkonsentrasies 

op die omvorming van prokollageenkettings 

tot al (I), a2(1) en die bykomende band. 

Fibroblastweefselkulture is onder standaard= 

kondisies met 100 µCi.mr- 1 L-[ 4 , 5 - 3H] -prolien 

gemerk, waarna dit voorberei is vir pepsien= 

vertering soos beskryf is in afdeling 3.4.1 

en figuur 4.10. Die selhomogenate is hierna 

in vyf deelvolumes van 200 µf elk verdeel . n 
-1 -1 Tiende volume van n 0,5 mg.me ; 1 mg.me ; 

4 mg . me-l en 8 mg . me- 1 pepsienoplossing is 

onderskeidelik tot finale konsentrasies van 
50 µg.me- 1 100 µg.me- 1 ; 200 µg.me - 1 ; 

400 µg.me-l en 800 µg.me - l by die vyf deel= 

volumes gevoeg . Pepsinering en SOS-PAGE, in 

die afwesigheid van ~ME, is u itgevoer soos 

beskryf in figuur 4.10 . Fluorografie is op 

Kodak XAR 5 film uitgevoer. 
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FIGUUR 5.3 Die tydsafhanklike omvorming van prokollageen 

tot a1 (I), a2 (I) en die bykomende band in die 

teenwoordigheid van pepsien. Selhomogenate 

is in die teenwoordigheid van 100 µg .mi- 1 

pepsien by 18°C vir die aangeduide tydsinter= 

valle geinkubeer. Na elke tydsinterval is 

die reaksie getermineer deur die toevoeging 

van 1M NaOH tot n pH van 7 - 8. Die kon= 

disies vir die analise was soos in figuur 5.2 . 

01 dui op pasient 2139 - 1, terwyl Cop die 

kontrole 0181 - 5, dui. 
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FIGUUR 5.4 Temperatuurafhanklike omvorming van prokol= 

lageenkettings tot a1(I), aZ(I) en die by= 

komende band. Selhomogenate is in die teen= 

woordigheid van 100 µg.mt- 1 pepsien vir 2 uur 

by die aangeduide temperature geinkubeer. 

Die samestelling en analise van die reaksie= 

mengsels is uitgevoer soos in figuur 5.2. 

OI dui op pasi~nt 2139 - 1, terwyl C op kon= 

trole 0181 - 5, dui. 
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in die voorkoms van die bykomende band sowel as van die 

a1 (I)-, a2(I)- en y(III) -bande. Di.e afname in die voorkoms 

van die laasgenoemde drie bande is by sowel die kontrole 

as by pasient 2139 - 1 die geval. Die bykomende band is 

verder net by pasient 2139 - 1 waarneembaar en kom glad nie 

by die kontrole voor nie. Klaarblyklik kom die afsnypunt 

vir die totale vertering van alle tripelheliese kollageen= 

spesies by ongeveer 29 - 30°C voor. TI Totale afbraak kom 

voor by alle temperature hoer as 31°C. 

Samevattend kan gestel word dat die bykomende band tot 

dieselfde mate as die y{ III)-, a1(1)- en a2(1)-vorme deur 

pepsinering onder die verskillende kondises beinvloed is. 

Die bykomende band was verder ook deurgaans in die pepsien= 

behandelde proteienmateriaal van pasient 2139 - 1 waarneem= 

baar. Verder is dit belangrik om daarop te wys dat die 

bykomende band, met TI Mr-waarde van 200 Kd, nooit in 

proteienmateriaal wat onder hierdie kondisies aan pepsien= 

behandeling onderwerp is, vir enige kontrole waargeneem 

is nie. Tog is dit belangrik om daarop te wys dat die mole= 

kulere defek in pas ient 2139 - 1 slegs na pepsinering 

waarneembaar is. 

Proteienmateriaal van beide die kontrole en pasient is ook 

aan TI alternatiewe proteolitiese behandeling, met tripsien 

en chimotripsien, soos beskryf in hoofstuk 3, onderwerp 

(figuur 5.5). Weer eens kan die bykomende band duidelik 

by pasient 2139 - 1 waargeneem word, terwyl die a1 (I)- en 

a2( 1)-bande by beide die pasient en die kontrole teenwoor = 

dig is. In teenstelling hiermee, het behandeling met 

tripsien en chimotripsien tot die proteolitiese verwydering 

van die y(III)-vorm gelei. 
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FIGUUR 5.5 Fluorogram van [ 3tt]- proliengemerkte sellulere 

proteienmateriaal na vertering met tripsien 

en chimotripsien. Fibroblastweefselkulture 

is ender standaardkondisies vir 2 uur met 

L-( 4,5 - 3HJ-prolien gemerk. Die sellaag 

is hierna, soos beskryf in afdeling 3 . 4.2, 

vir 30 minute by 20°C met PBS geinkubeer. 

Hierna is die sellaag in 500 µ€ aangepaste 

Krebs-Ringer II buffer (Krebs-Ringer II -

10 mM EDTA - 0,1% NP 40) geskraap en die 

selmengsel is vir 1 minuut he f tig met n Vor= 

texmenger vermeng. Vervolgens is d ie selmengsel 

vinnig op ys tot 20°C afgekoel en 50 µ€ 

tripsien- chimotripsienmengsel (afdeling 3.4.2) 

is bygevoeg. Vertering is vir 2 minute 

by 20°C uitgevoer, waarna die reaksie ge= 

termineer is deur die toevoeging van 55 µ€ 

van 5 mg.me- 1 sojaboontripsieninhibeerder. 

Die sellaag is direk by 60 µf voorafverhitte 

20% SDS gevoeg en vir 5 minute gekook. Die 

monster is daarna voorberei vir elektrofore= 

se in die afwesigheid van ~ME en op n 4 - 8% 

SDS-poliakrielamiedgel geskei .. 

baan 1 0181 ~ 5 (kontrole), baan 2 2139 - 1 
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Op grond van hierdie resultaat, sowel as die resultate wat 

verkry is na pepsinering onder uiteenlopende kondisies, i5 

dit duidelik dat die bykomende band nie TI artefakt van 

proteolitiese vertering is nie. Verder bestaan daar aan= 

duidings dat die bykomende band nie TI verkorte y(III)-vorm 

is nie. In die eerste plek kom daar TI wisseling in die 

verhouding van y(III) tot die bykomende band voor. Indien 

die bykomende band gemuteerde tipe III kollageen sou ver= 

teenwoordig, sou TI konstante verhouding van 1 :7 of 1 :3 

verwag word. (Verge lyk model A en B, figuur 5.1). Tweedens , 

is die voorkoms van die addisionele band na bf pepsinering 

of behandeling met tripsienen chimotripsien, identies. 

Tipe III kollageen bevat, in teenstelling met tipe I kolla= 
geen, TI tripsiensensitiewe punt in TI gebied wat nie die nor= 

male helisiteit openbaar nie (Miller et al , 1976). Daar= 

om lei die proteolitiese vertering tot die verwydering van 

die a(III) -vorm, soos in figuur 5 . 5 gesien kan word. Vir 

tipe I prokollageen word slegs die N- en C-propeptiede afge= 

spiyt na vertering met tripsien en chimotripsien (Bruckner 

e n Prockop, 1980). Dat die addisionele band behoue gebly 

het, suggereer da t hierdie nie TI gemuteerde vorm van 

tipe III kollageen, soos in model A en B voorgestel, is nie. 

Om bo alle twyfel vas te stel of die bykomende band TI 

gemuteerde vorm van tipe I of tipe III prokollageen is, 

is pepsienbehandelde pr oteienmateriaal aan verdere analises 
onderwerp. 

5.3 TWEEDIMENSIONELE ANALISE VAN PEPSIENBEHANDELDE 

PROTEIENMATERIAAL 

Pepsienbehandelde materiaal is onder nie-reduserende kon= 

disies in die eerste dimensie met behulp van SDS-PAGE ge= 

skei. Die gelstrook is daarna met 6ME geimpregneer, bo-op 
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n tweede gel geplaas en in die tweede dimensie in die teen= 

woordig heid van aME elektroforeties geskei. Figuur 5.6 toon 

n fluorogram wat so verkry is. Daar kan verwag word dat 

daardie polipeptiede wat nie disulfiedgebonde is nie, op 

die diagonaal sal skei. Alle disulfiedgebonde kettings 

sal onder die diagonaal migreer. In figuur 5.6 kan ge= 

sien word dat a l (I) en a2(I) op die diagonaal skei, terwyl 

twee bande onder die diagonaal teenwoordig is. Twee-dimen= 

sionele elektroforese van die y(III)-vorm resulteer inn 

band waarvan die migrasieposisie ooreenstem met die van 

al (III) , terwyl die bykomende band materiaal genereer 

wat komigreer met al (I) . Indien die bykomende band n 

verkorte tipe III sou verteenwoordig, sou dit in di e 

tweede dimensie op n heelwat laer migrasieposisie voorkom. 

In teenstelling is n migrasieposisie wat ooreenstem met 

die van al(I) duidelik vir die bykomende band waarneembaar . 

Hierdie migrasieposisie is in sowel 4 - 8% gradientgelle 

as in 5% skeigelle waargeneem. Die migrasie po sisie van 
die bykomende band is daarom te wyte aan die intrinsieke 

aard van die kettings wat deur die bykomende band verteen= 

woordig word en is n ie n produk van die tipe gel wat vir 

die analise gebruik is nie . Hierdie resultaat dui daarop 

dat die bykomende band n disulfiedgebonde a l (I) -dimeer 

verteenwoordig. 

Om hierdie resultaat te bevestig en uit te bou, is siano= 

geenbromied (CNBr)-peptiedkartering vervolgens uitgevoer. 

CNBr - vertering lei tot n fragmentering van die kollageen= 

kettings in peptiede van spesifieke groottes, wat lei tot 

n unieke peptiedpatroon vir elk van die al(I)-, a2( I)- en 

al(III)-kettings onderskeidelik. Pepsienbehandelde pro= 

teienmateriaal is in die eers te d i mensie onder nie-redu= 

serende kondisies geskei. Hierna is die gelstrook aan 

CNBr-vertering onderwerp en skeiding in die tweede dimen= 

sie is onder reduserende en nie-reduserende kondisies uit= 
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flGUUR 5.6 Tweedimensionele 3nalise van pepsienbehandelde 

[\i] -proliengemerkte sellul~re materiaal, 

eers in die afwesigheid en daarna i n die teen= 

woordigheid van 8ME . Ongereduseerde pepsien= 

behandelde materiaal (sien afdeling 3.4.1) is 

deur middel van 5% SDS-PAGE in die eerste 

dimensie geskei. Die gelstrook is eers direk 

gedroog, geherhidreer en daarna vir 7 uur in 

ekwilibreringsbuffer (100 mM Tris.HCl (pH 6.8) -

301 gliserol - 1% ijME - 0,001% BFB) geekwili= 

breer. Die gelstrook is hierna op n tweede, 

breer 51 SDS-poliakrielamiedgel geplaas en 

die gereduseerde materiaal is vir 14 uur by 

55V in die tweede dirnensie geskei. 
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gevoer. 

TI Belangrike afleiding wat uit figuur 5.7 gemaak kan word, 

is dat die peptiedpatroon van die bykomende band ooreen= 

stem met die peptiedpatroon van al (I) . Hierdie resultaat 

bevestig bo alle twyfel dat die bykomende band wat in 

fibroblastmateriaal van pasi~nt 2139 - 1 na pepsinering 

voorkom, wel TI disul fi edgebonde dimeriese vorm van al (I) 

is. Analises soos die in figuur 5.7 laat ook die lokali= 

sering van die disulfiedbinding in TI bepaalde CNBr-frag= 

ment toe. Dit kan geillustreer word aan die hand van die 

verskil in die peptiedpatroon van tipe III kollageen, 

soos opgewek in die afwesigheid (figuur 5.7A) en teenwoor= 

digheid (figuur 5.7B) van SME. Onder nie-reduserende kon= 

disies migreer a1(III)CB 9 in die vorm van TI trimeriese 

disulfiedgebonde ho~ molekul@re massa entiteit wat ver= 

val tot die monomeriese vorm na behandeling met SME. 

Analise van die peptiedpatroon van die CNBr-behandelde 

a l (I)-dimeer onder nie-reduserende kondisies (figuur 5.7A) , 

toon die voorkoms van al (I)CB3, al (I)CB6, al (I)CB7 en TI 

ho~ molekul@re massa entiteit waarvan die Mr-waarde oor= 

eenstem met die van TI dimeriese vorm van al (I)CB8 (figuur 

5 . 8) . Behandeling met SME voor elektroforese in die 

tweede dimensie (figuur 5.7B), he£ die teenwoordigheid van 

die a l (I)CB8 dimeer op, sodat TI dubbelband wat a1(I)CB7 

en a l (I)CB8 verteenwoordig , sigbaar is . Dit bevest ig dat 

die a l(I) CB8-dimeer disulfiedgebonde is. 

Alhoewel die resultaat in figuur 5 . 7A en B skynbaar TI ge= 

redelike onderskeid tussen a l (I)CB7 en a 1(I)CB8 moontlik 

maak, is dit so dat hierdie twee peptiede dikwels komi= 

greer. Om die posisie van die disulfiedbinding in die 

a l (I)-dimeer bo alle twyfel vas te stel, is pepsienbe= 

handelde sellulere materiaal van pasi~nt 2139 - 1 eers 

aan vertebraatkollagenasebehan<leling onderwerp voor 
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FIGUUR 5.7 CNBr-peptiedkartering van die [a1(1)] 2-dimeer. 

(A) Pepsienbehandelde mediaproteiene wat in 
die eerste en tweede dimensie in die afwesig= 

heid van BME _geskei is. (B) Pepsienbehandel= 
de mediaproteiene wat in die eerste dimensie 
in die afwesigheid en in die tweede dimensie 
in die teenwoordigheid van BME ges'kei is. 
(C ) Vert ebraatkollagenasebehandelde media• 
proteiene wat in die eerste en tweede dimensie 
in die afwesigheid van BME geskei is. 
Pepsienbehan<leling van die mediaproteiene is 
gedoen soos beskryf in afdeling 3.4.1. Vir 
vertebraatkollagenasebehandeling is hierdie 
materiaal oornag teenoor drie ruilings ver= 
tebraatkollagenase dialisebuffer (0,05 M Tris. 
HCl (pH 7 .5 ) - 0,01 M CaC1 2) gedialiscer. 
Na die dialisestap is n agtste volume ver• 
tebraatkollagenase by die materiaal gevoeg 
en vir 24 uur by 22°C verteer. Die reaksie 

is deur die toevoeging van 0,2 M EDTA ge• 
termineer en daarna in~ finale konsentrasie 
van 2\ SOS gekook. n Volume pepsienbehandelde . 

materiaal is met die vertebraatkollagenase= 
materiaal vermeng, sodanig dat ~ gelyke aan= 
tal tellings van die materiaal in die mengsel 
teenwoordig was. Die monsters is soos volg 
geskei: 

A en B: 600 µe pepsienbehandclde materiaal 
is op n 5\ SDS-poliakrielamiedstrookgel 
(1 ,5 mm x 12,5 mm x 150 mm) vir 16 uur by 
45V, in <lie afwcsigheid van BME, gcskei. 
C: 1 000 µe van die vertebraatkollagenase 

mcngsel is op~ 6\ SDS-poliakrielamiedstrook•· 
gel (1,S-mm x iZ,5 mm x 150 mm) vir 16 uuroy 
45V, in die afwesigheid van BME, geskei. 

Die strookgclle is aan CNBr-vertering, soos 

beskryf in af<leling 3.5.2, onderwerp, waarna 

skei<ling in die tweede dimensie soos volg uit= 

gevoer is: A is in die afwesigheid van BME 

op~ 8 - 14\ SDS-PAGE geskei; Bis in die 
teenwoordigheid van BME met behulp van 8 - 14\ 
SOS-PAGE geskei en C is in die afwesigheid 

van BME met behu lp van 4 - 14\ SDS-PAGE ge• 
skel. Skcidlng is in al <lie gevalle by 70V 
vir 14 uur uitgcvoer, 
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elektroforese in die eerste dimensie. Na CNBr- vertering 

is die materiaal daarna in die afwesigheid van aME in die 
tweede dimensie geskei (f iguur 5.7C). Vertebraatkolla= 

genase bring TI spesifieke snitpunt tussen aminosure 775 

en 776 in tipe I kollageen aan, sodat fragment a l (I)CB7 
tot TI kleiner vorm, al(I)CB7A , gesplyt sal word. Fragment 

al(I)CB8 word nie deur hierdie behandeling aangetas nie . 
Analise van die resultaat in fig uur 5.7C, toon dat behan= 

deling met vertebraatkollagenase nie die Mr-waarde van die 

disulfiedgebonde fragment verander nie (figuur 5.8). Te= 
wens die verkorte vorm van a l (I)CB7 is duidelik as a1(I)C B7A 

waarneembaar. Dit bevestig dat a1(I)CB8 disulfiedgebonde 

is. 

5.4 SAMEVATTING 

In hierdie hoofstuk is bepaal dat fragment a l (I)CB8 van 

pasi~nt 2139 - 1 beskik oor TI Cys -residu. Normaalweg kom 
geen Cys-residu in tipe I kollageen voor nie. 



HOOFSTUK 6 

EFFEK VAN DIE MUTASIE OP DIE TERNIESE STABILITEIT, 

SEKRESI E EN PROSESSERING VAN TIPE I PROKOLLAGEEN 

6 . 1 BENADERINGSWYSE 

~ Verlaagde tempo van sekresie, n verhoogde afbraak van 

nuutgesintetiseerde kettings en/of n verlaging in termiese 

stabiliteit mag kenmerkend wees van tip e I prokollageen 

wat gemuteerde pro a 1 (I~ of pro a2( I)-kettings bevat. In 

sommige gevalle word die prosesseerbaarheid van mutante 

tipe I prokollageen deur N- en C- proteienase beinvloed 

(Vergelyk Pelton en et ai , 1980; Barsh en Byers, 1981; 

Deak et ai , 1983; De Wet et ai , 1983a; Williams en Proc= 

kop, 198 3 ; Sippola et ai , 1984; Steinmann e t ai , 1984; 

Stolle et ai , 1985 ) . Om die eff ek van die mut asie in 

a l (I)CB8 op die struktuur en metabolisme van tipe I pro= 

kollageen t e bepaal, is die termiese stabiliteit , sekresie , 

asook die ekstrasellulere prosessering deur N- en C­

proteienase vir die mutante tipe I prokollageen, in ver= 

gelyking met di~ geskikte kontroles, nagegaan . Die resul= 

taat van hierdie ondersoek word in hi erdie hoofstuk be = 

skryf . 

6.2 TERMIESE STABILITEIT VAN SELLULERE PROKOLLAGEEN 

Die individuele kettings i n trimer iese kollageen word deur 

waterstofbrugb i ndings tussen die aminogroep van elke 

Gl y- resid u en die peptied karbonielgroepe op die te en= 

staande kett i ng, gekoppel. So is daar 1 014 waterstofbrug= 

bindings tussen die a2 -ketting en twee a l-kettings i n 
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tipe I kollageen . Hierdie groot aantal watersto f brugbi ndings 

te same met Van der Waals -interaksies en die stabiliserings= 

effek van die prol iel - en hidroksiprolielresidue, i mpliseer 

<l a t die kwaternere struktuur van tripelheli ese kollageen 

deur kooper a tiewe interaks ies gestabiliseer word, Derhalwe 

sal die opheffing van die ko6per at i ewe interaksies met ver= 

hog i ng in temp eratuur oor ~ smal temperatuurvenster daar = 

toe lei <lat die geordende heliksstruktuur met n karakte= 

ristieke en skerp definieerbare Tm-waarde verval. Dit be= 

teken <l at die termiese stabiliteit (Tm-waarde) van kolla geen 

ook n f unksie van die aantal en ordening van waterstof= 

brugbindings s al wees . Onlangs het n aant al outeur s getoon 

dat mut asies wat lei tot n mispassing van die tripelheliese 

gebiede , n ver laagde te rmies e s tabilitei t tot gevolg sal 

he (Williams en Prockop , 198 3 ; Sippola et al , 1984; Stein= 

mann et al , 1984 : Stolle et al , 1985) . Soos verder toe ge= 

lig in hoo fst uk 7, mag die be paling van die term ies e 

stabiliteit van proko llageen as n sensitiewe maatstaf van 

die effek van die mutasie op die kwaternere s truktuur van 

die tripelheliese Jomei n van prokoll a geen dien. 

Die termiese stabiliteit van sellulere prokollageen van 

pasient 2139 - 1 en geskikte kontroles is bepaal volgens 

n aanpassing van die metode . wat deur Brilckner en Prockop 

( 1981 ) ontwikkel is. Twee be ginsels le die bepal ing ten 

grondslag . Inkubasie by verhoogde tempera ture le i tot n 
ontvouing van d ie tripelhel iese struktuur. Verder is die 

tripelheliese domein, i n teenstelling met die globul ere 

propeptiede en nie-tr ipelheliese Gly-X - Y volgordes, weer= 

s tandbi edend teen hidrolise deur tripsien e n chimotripsien. 

Alle prokoll ageenkettings wat derhalwe n ie in die tripel= 

heliese vorm voorkom nie, sal daarom deur die ensieme ge= 

h i drol iseer wo rd. Vir die bepalin g van die Tm-waarde van 

Tipe I prokollageen, is fibroblas te na merking met [3H]-pro= 
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lien, direk in aangepaste Krebs-Ringer II medium gehomoge= 

niseer en in 200 µ f volumes verdeel . Die deelvolumes is 

daarna afsonderlik vir 10 minute by toenemende temperature 

geinkubeer en is daarna vinnig afgekoel tot 20°C . Onmid= 

dellik hierna is 'n kort tripsien-chimotripsien vertering= 

stap uit gevoer en die materi aal is vir SDS - PAGE in die 

afwesigheid van aME voorberei. Fluorogramm e is densito= 

metries afgetas om die relatiewe behoud van a l (I)-en 

al (I) - dimere by toenemende t emper ature te kwantifiseer . 

~ Gedetailleerde beskrywing van die eksperimentele proto= 

kol word in hoofstuk 3 weergegee en die resultate van 

hierdie ondersoek word in figuur 6.1 en 6.2 vervat. 

Die elektroforetogramme in figuur 6 .1 toon 'n duidelike af= 

name in die voorkoms van a 1 (I) - dimere, a 1 ( I)_ en a 2 (I)­

spes ies na blootstelling aan toenemende temper a tur e. Dit 

was die geval vir beide die kontrole (figuur 6 .1A ) en 

mutante (figuur 6 .1 B) fi brobl a·ste. Densi tometrie van 

elektroforetogramm e , soos die in figuur 6.1 , he t die 

kwantlfisering van die onderskeie bande moontlik gemaak. 

Hieruit is smeltingskrommes vir die kontrole en mutante 

tipe I prokollageen saamgestel (figuur 6.2). Vir kon= 

t roletipe I prokollageen is~ enkele ko6peratiewe oorgang 

~et n Tm-waarde van 40,5°C afgelees (figuur 6.2A) . 

Prokollageen wat twee mut ante pro a l (I) -kettings bevat, 

het eweneens inn enkele gladde oorgang gedenatureer , 

maar by~ laer Tm-waarde van ongeveer 39 °C (figuur 6 . 2B). 

In teenstelling met die bogenoemde twee geva l le , het die 

pasient se sellulere tipe I prokollageen wat nie di~ulfied 

gebonde was in a l (I)CB8 nie, n dubb elfasiese smeltkromme 

vertoon (figuur 6.ZC). Ongev~er twee-derd es van hierdie 

materiaal het met~ Tm-waarde van ongeveer 38 °C gedenat u= 

reer, terwyl die rest ant i n 'n daaropvolgende ko6peratiewe 

oorgang verval het met n Tm-waarde van ongeveer 40 . 5°C. 



135 

A 
343536 37 38 39 40 41 42 43°( 
I I I I I I I I I I 

1 2 3 4 5 6 7 8 910111213141516 

B 
34 353637 315 38.5 39.5 4Q5 41.5 425 43 °( 
II I II I I I I I I 

la1lillJJ3- - -

laHl)'J2-- -- - · :--:--
xf ----- ... ... -aHIJ-

a2(IJ-

1 2 3 4 5 6 7 8 91)111213141516 



136 

FIGUUR 6.1 Termiese stabiliteit van tipe I prokollageen. 

Fibroblastweefselkulture is in 175cm2 flesse 

vir 3 uur met 100 µCi .me- 1 L-[4,5 - 3H]-pro= 

lien onder standaardkondisies gemerk. Die 

sellaag is vir 20 minute by 20 °C met PBS ge= 

inkubeer, waarna die sellaag in 3,3 mt aange= 

paste Krebs-Ringer II medium (afdeling 3.6) 

geskraap en gehomogeniseer is. Selhomogenate 

wat s6 verkry is, is vir 5 minute by 9 000 

o.p.m. afgeswaai. Die supernatant is in 

16 x 200 µi deelvolumes verdeel en by 0°C be= 

waar. n Deelvolume is gebruik vir elke tern= 

peratuurinkrement, waar die deelvolumes vir 

10 minute by temperature wat gevarieer het 

van 34°C tot 43°C, geinkubeer is. Hierna is 

elke deelvolume vinnig op ys tot 20°C afge= 

koel en vir 2 minute met 20 µi tripsien­

chimotripsienmengsel (afdeling 3.6) by 20°C 

geinkubeer . Die reaksie is getermineer deur 

die toevoeging van 22 µf van 5 mg.mt- 1 soja= 

boontripsieninhibeerder. Elektroforese in 

die afwesigheid van aME en fluorografie is 

uitgevoer soos beskryf in figuur 4.10. 

~ kontrole 0181 - 5, n pasient 213 9 - 1. 
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FIGUUR 6.2 Smeltkrommes van normale en gemuteerde tipe I 

prokollageen. Die data is verkry deur ver= 

skillende blootstellings van fluorogramme soos 

die in figuur 6. 1 met behulp van 'n Biorad 

densitometer af te tas . (A) Smeltkromme van 

normale tipe I prokollageen soos afgelei uit 

densitometrie van a1 (l)-bande. (Tm is onge= 

veer 40.3°C) . (B) Smeltkromme van tipe I 

prokollageen soos bepaal deur die densitome= 

trie van a1 (1)-dimeer-bande (Tm is ongeveer 

39°C) (C) Smeltkromme van die pasient se 

tipe I prokollageen wat nie a l(I)-dimere bevat 

nie, soos afgelei uit die densitometrie van 

a l (1) - bande . (Tm is ongeveer 40.5°C en 38°C) 
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Die betekenis van hierdie resultaat in terme van die effek 

van die mutasie op die struktuur van tipe I prokollageen 

sal verder in hoofstuk 7 toegelig word. 

6.3 SEKRESIE VAN PROKOLLAGEEN DEUR KONTROLE EN 

or FIBROBLASTE 

TI Aantal outeurs het aangetoon dat TI opeenhoping van tipe I 

prokollageen in die sellae van pasiente se fibroblastweef= 

selkulture as TI ruwe aanduiding van TI verlaagde sekresie= 

tempo aanvaar kan word (De Wet et al, 1983a; Steinmann et 

al , 1984). Hierdie tipe resultaat word verkry deur weef= 

selkulture vir toenemende tydsintervalle oor TI 24 uur 

periode radioakt ief te merk en die sellaagproteiene deur 

middel van SOS-PAGE te analiseer . Uitgaande van hierdie 

voorbeelde is fibroblaste van sowel pasient 2139 - 1 as TI 

kontrole i n die teenwoordigheid van [ 3H] -prolien vir 2 , 4, 

8, 16 of 24 uur geinkubeer. Hierna is die sellae en media= 

proteiene gepepsineer en aan SDS-PAGE in die afwesigheid 

van aME onderwerp. 

Die resultaat van hierdie ondersoek word in figuur 6.3 ver= 

vat. Uit TI visuele ondersoek van die fluorogramme is dit 

duidelik dat tipe I prokollageen wat gemuteerde a1-kettings 

bevat, wel gesekreteer word (figuur 6.3B). Dit kan gesien 

word in die voorkoms van TI relatief groot hoeveelheid 

disulfiedgebonde al (I)-dimere in die media. Op die oog af 

kan daar verder geen aanduiding van TI opeenhoping van t i pe 

I prokollageen in die sellae van pasient 2139 - 1 waarge= 

neem word nie (figuur 6,3A). Tewens, ongeveer dieselfd e 

hoeveelheid tipe I prokollageen kom in die sellae van kon= 

trole fi brobla s te voor. 
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FIGUUR 6 . 3 Verspreiding van radio - aktiefgemerkte pro= 

teienmateriaal tussen die sellae (A) en media 

(B) na i n kubasie van fibroblaste met [ 3tt]- pro= 

lien vir toenemende tye. Fibroblastweefsel= 

kulture is onder standaardkondisies vir 2 uur, 

4 uur, 8 uur en 16 uur met 35 µCi.mt- 1 

L _ [ 4, 5 - 3tt]-prolien gemerk . Die ammonium= 

sulfaat-gepresipiteerde media is voorberei 

vir pepsienvertering {kyk afdeling 3.4.1), 

waarna die monster van elke tydsinterval in 

twee gelyke volumes verdeel is . Een helfte 

is aan pepsienvertering onderwerp, terwyl die 

antler helfte vir verdere analise bewaar is 

(sien figuur 6.6). Die sellae is in selhomo= 

geniseringsmedium geskraap, gehomogeniseer en 

gepepsineer (kyk afdeling 3.4 . 1). Elektrofo= 

rese in die afwesigheid van aME en fluoro= 

grafie op Kodak XhR 5 X-straal film is uit= 

gevoer soos in figuur 4.7. 

C kontrole 01481, P pasient 2139 - 1 
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Soos reeds genoem, is bogenoemde resultaat slegs TI ruwe aan= 

duiding van die mate van sekresie van tipe I prokollageen 

deur d i e pasient se fibroblaste. Meer subtiele verskille 

mag bestaan in die sekresietempo van tipe I prokol lageen 

in fibroblaste van pasient 2139 - 1 in vergelyking met die 

va n kontrole fibroblaste. TI Meer kwantitatiewe prosedure 

sou wees om diet! van sekresie te bepaal. Fibroblaste 

van pasient 2139 - 1 en n geskikte kontrole is vir 3 uur met 

[ 3H]-prolien, in die teenwoordigheid o f afwesigheid van 

a , a '-dipir idie l, gemerk. Die vervanging van die med ia is 

opeenvolgend na 20 mi nute, 20 minute, 20 minute, 60 minute, 

60 minute, 60 minute en 12 0 minute herhaal. Hierna is die 

se llae aa n pepsi ne ring onderwerp en gepresipiteer. Die 

media deelvolume s is gepresipiteer en aan pepsiner i ng 

onderwerp. Al d ie monsters wat op die manier verkry 

is, is voorberei vir en onderwerp aan SOS-PAGE onder 
nie-reduserende kond isi es, TI Gedetailleerde bespreking van 

die eksperimentele protokol word in hoofstuk 3 weergegee. 

Verteenwoordigende elektroforetogramme wa t op die manier 

verkry is, word in figuur 6.4 getoon. Die bande wat die 

a l (I)-dimeer, a l (I }-, a2(I }- en a l (III)-kettings ve rt eenwoor= 

dig is hierna densitometries afgetas. Uit h i erdie data is 

die kumulatiewe s ekresi e van prokollageen in vergelyk i ng 

met die totale ho eve e l heid prokollageen van die sellae en 

media in terme van sekresiekrommes u itgedruk (figuur 6.5) . 

Eksponensiele verskilkrommes is gekonstrueer en volgens 

die voorskrifte van Kao et a l, (1977) verwerk om die s nel= 

heid s konstantes van sekresie te bepaal ( tabel 6.1 ), 

Sekresie van kollageen vi nd in twee fases, TI vinnige- en TI 

stadige fase, plaas . Kont role fi brobla s te sekreteer 961 tipe 

I prokollageen tydens die vi nn ige fase. Dieselfde hoeveel= 

he i d tipe III prokollageen, naamlik 96 1 , word in dieself= 

de fase gesekreteer. Die twe e fases word deur twee eerste 
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FIGUUR 6.4 Sekresie van [ 3H}-proliengemerkte proteienmate= 

riaal deur kontrole en OI fibroblaste na 

pulsmerking. Fibroblastweefselkulture is in 

25 cm 2 flessies, nan pre - inkubasie periode 

van 30 minute, vir 3 uur in die teenwoordigheid 

of afwesigheid van a ,a'-dipiridiel met 
100 µCi.me-l L- [ 4,5 - 3H] -prolien gemerk . 

Na pulsmerking is die media onttrek, diesel = 

lae is met PBS gewas en 1,5 me hoeveelhede 

van voorafverhitte nie-radio-aktiewe media 

(met 10 mM koue prolien) is by elke flessie 

gevoeg. Die laasgenoemde media is na 20 

minute, 20 minute, 20 minute, 60 minute, 60 

minute , 60 minute en 120 minute onttrek en 

vervang . Die media is afgeswaai, gehersuspen= 

deer in selhomogeniseringsmedium (afdeling 

3 . 3 . 2) en gepepsineer (afdeling 3.4.1). Die 

sellae is na die laaste mediaruilingstap in 

250 µt selhomogeniseringsmedium geskraap, 

gehomogeniseer en gepepsineer. Hierna is die 

selhomogenate met 30\ ammoniumsulfaat ge= 

presipiteer en in 100 µt selhomogeniserings= 
medium gehersuspendeer . Die monsters is in 

die afwesigheid van s ME voorberei vir elektro = 

forese (sien figuur 4.7), en na dialise is 

die volumes van die verskillende monsters 

gelyk gestel. n Gelyke volume van elke 

monster is deur middel van 4 - 8\ SOS-PAGE 

vir 16 uur by 50V geskei . 

Links: kontrole 0181 - 5 

Regs: pasient 2139 - 1. 
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FIGUUR 6.5 Kinetika van sekresie van prokollageen. 

Die data van die krommes is verkry deur 

densitometrie van elektroforetogramme soos 

die in figuur 6. 4. Verwerking van die data 

is uitgevoer soos in afdeling 3.7 beskryf is. 

• - • ) normale tipe I prokollageen 

■ - ■ f tipe I prokollageen wat disulfied= 

gebonde al (I) -dimere bevat. 

• - • tipe I prokollageen van pasient 2139 -

•-* tipe I prokollageen wat een normale en 

een gemuteerde proal(I)-ketting bevat 

Die snel heidskonstantes vir sekresie is bereken 

deur gebruik te maak van waardes verkry vanaf 

eksponensiele verskilkrommes (vergelyk afdeling 

3.7, hoofstuk 3) vir: 

(0-0) normale tipe I prokollageen 

(□ - □) tipe I prokollageen wat disulfiedgebonde 

a l (I)-dimere bevat . 

( 6 - 6 ) tipe I prokollageen van pasient 2139 -

(*-*) tipe I prokollageen wat een normale en 

een gemuteerde proal (I)-ketting bevat. 
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TABEL 6.1 Die kinetika van die sekresie van normale en 

gemuteerde tipe I prokollageen deur kontrole 

en OI-fibroblaste 

Tipe I prokollageen I I + Ic ICC Ic 

kl (X 10- 2 min- 1) 3, 2 3 , 5 3, 1 3,7 

k2 (X ,o-3 min- 1) 1, 8 1, 8 1 , 9 1 ,8 

tl vir die vinnige fase (min) 22 20 22 19 

t! vir die stadige fase (min) 387 392 367 389 

fraksie in die vinnige fase 96 74 93 63 

gesekreteer (\) 

fraksie in die stadige fase 4 26 7 37 

gesekreteer (%) 
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orde snelheidskonstantes (k1 en k2) bes kryf. Uit die ekspo= 

nensiele verskilkrommes is bepaal dat die waardes vir die 

snelheidskonstantes vir kontrole tipe I prokollageen 
3.2 x 10-Z min- 1 en 1 .8 x 10- 3 min- 1 is. Die ti van sekre= 

sie vir die vinnige- en stadige fase is · 22 minute vir tipe I 

prokollageen. Merking in die teenwoordigheid van a , a' -d ipi= 

ridiel lei daartoe dat die ongehidroksileerde, nie-tripel= 

heliese prokollageen teen n tiende van die normale tempo 

gesekreteer word, sodanig dat die kinetika daarvan deur die 

tweede snelheidskonstante beskryf word. 

Tipe I prokollageen van pasient 213~ - 1 wat twee gemuteer= 
de al (1) - kettings bevat (tipe Ice), en waar n disulfied= 

brug gevolglik in die tripelheliese domein voorkom, het 

snelheidskonstantes van 3.1 x 10- 2 min- 1 en 1 .9 x 10- 3 min- 1 

Diet¼ van sekresie is 22 minute en 367 minute vir die 

vinnige- en stadige fase onderskeidelik, terwyl 93% tipe 

Ice prokollageen tydens die vinnige fase gesekreteer word. 

In teenstelling hiermee is gevind dat slegs 74% van die 

mengsel van normale tipe I prokollageen en tipe I prokolla = 

geen waarin een gemuteerde al (I) - ketting geinkorporeer 

word (tipe Ic) en dus nie n disulfiedbrug in die tripel= 

heliese gebied bevat nie, in die vinnige fase gesekreteer 

word. Die snelheidskonstantes in die geval is 3.5 x 10- 2 

min- 1 en 1 .8 x 10- 3 min - 1 sodat diet¼ van sekresie in die 

vinnige- en stadige fase 20 minute en 392 minute onderskei= 

delik is. Wanneer die waarde van die fraksie tipe le pro= 

kollageen wat tydens die vinnige fase gesekreteer word , ge= 

simuleer word, word n waarde van 63% verkry. Die waarde is 

selfs nqg laer as die waarde wat vir die mengsel van tipe Ic 

en tipe I prokollageen verkry is. 



149 

Uit hierdie resultate kan twee gevolgtrekkings gemaak word. 

In die eerste plek is die sekresie van t ipe I prokollageen 

wat twee mutante al (I) -kettings bevat, byna normaal. ~ 

Fraksie wat laer is as die normaal word daarenteen vir die 

tipe I prokollageen wat een gemuteerde a l (I) -ketting bevat, 
verkry. 

6 .4 PROSESSERING VAN TIPE I PROKOLLAGEEN DEUR 

N-PROTEIENASE 

Ekstrasellulere prosessering deur N- prote i enase lei tot die 
omvorming van prokollageen tot pC-kollageen, terwyl pro= 

kollageen deur C-proteienase tot pN-kollageen geprosesseer 

word (Taubman en Goldberg , 1976; Uitto en Lichtenstein, 

1976; Goldberg, 1977; Uitto , 1977). Die gekombineerde 

werking van beide ensieme le i tot die verwydering van die 

N- en C- propeptiede met kollageen as produk . Al vier vorme , 

naamlik prokollageen, pN- en pC -kollageen , sowel as kolla= 

geen kan geredelik met behulp van SDS - PAGE onderske i word . 

~ Duidelike skeiding van proal(I) , pCal (I), proa2(I), al (I) , 

pNa2(I) en a2(I) word verkry, met~ komigrering van 

pCa2(I) en pNal (I). Dat hierdie verskillende vorme in 

media van pasient 2139 - 1 voorkom, word geimpliseer deur 

die resultaat in figuur 4.7A , baan 1 (hoofstuk 4). ~ 

Verdere bevestig ing hiervoor is verkry deur mediaproteiene 

na merking vir 2, 4, 8, 16 en 24 uur, sonder pepsinering en 

in die teenwoordigheid van SME , te elektroforeer (figuur 

6.6). Uit hierd ie resultaat is dit duidelik dat dieselfde 

toenemende omvorming van prokollageen tot die pN- en pC­

vorme, vir sowel die kontrole as vir pasient 2139 - 1, met 

toenemende inkubas ie t yd voorkom~ 

Alhoewel die pasient se ekstrasellulere prokoll ageen wel 

prosesseerbaar blyk te wees, is die mutasie in a l (I)CB8 
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FIGUUR 6 , 6 Tydsafhanklike akkumulering van radio - aktief= 

gemerkte mediaproteiene na inkubasie van 

fibroblaste in die teenwoordigheid van 

[ 3ttJ-prolien. Selmerking en die voorberei= 

ding van mediaproteiene vir SDS-PAGE in die 

teenwoordigheid van aME is uitgevoer soos 

in figuur 6 . 3 

C kontrole 01481, P pasient 2139 - 1 
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na by die N-telopeptied. TI Natuurlike konf ormasie van die 

N-te r minale propeptied is TI spesifieke voorvereiste vir 

die norm ale aktiwiteit van N-proteienase (T uderman e t aZ , 

1978; Tanzawa et aZ, 1985) . Ste inmann et aZ (1980) en 

veral Sippola et aZ (1984) en Sippola-Thiele (1985) het 

onlangs gevind dat mutasies in die N-telopepti edgebied 

en selfs in die tripelheliese geb ied kan lei tot TI ophef= 

fing van die N- proteienas e uitkenningspunt. Slegs pN­

kollageen word gevolglik gevorm. In die geval van somm ige 

mut asies is TI stadiger as normale omvorm i ng van prokolla= 

geen tot pC-kollageen waargeneem. 

Om die prosesseerbaarheid van die gemut eerde prokollageen 

op TI meer kwantifiseerbare wyse na te gaan , is die volgende 

eenvoudige benadering na aanleiding van figuur 6 . 6 gevolg . 

Die kondisies is dan ook sodanig gekies dat TI verhoging i n 

die ekstrasellulere pro sessering van prokollageen resul = 

teer. Fibroblaste van pasilnt 2139 - 1 en TI kontrole is 

vir twee dae in die teenwoordigheid van askorbaat gein= 

kubeer waarna die media afgetrek , gekomb ineer en by 0°C 

bewaar is. Prolien is hierna tot TI finale kon sentrasie 

van 10 mM by die kontrole media gevoeg. (Verder word bier= 

na verwys as koue media). Die sellae van btide die pasient 
e n kontrole is aan 'n 3 uur pulsmerking met L3H] -prolien 

ond erwerp , waarna die media afget r ek, gekombineer en by 

0°C bewaa r is. Kontrole media is vervolgens by diesel= 

lae gevoeg en die inkubasie is vir 4 , 8 , 16 en 24 uur 

voortgesit. Die media is hierna voorberei vir en onder= 

werp aan SDS-PAGE onder nie-red use rende e n red userende 

kondisies (figuur 6. 7B en G) . Gelyktydig h iermee is die 

prosessering van prokollageen in TI selvrye sisteem nage= 

gaan . Gelyke volumes van die kou e media is met die media 

na pulsmerking van die kontrole en pasient onderskeidelik, 

ve rmen g . Hierdie med iamengsels is vir 0 , 4 , 8, 16 en 24 

uur by 37° C geinkubeer en aan SOS-PAGE onder reduserende 
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FIGUUR 6.7 Fluorogramme van kollageen na vertering met 

endogene N-proteienase . Fibroblaste van n 

kontrole en pasient 2139 - 1 is vir 3 uur met 

[ 3H].prolien gemerk. Hierna is die media onttrek 

en koue media, soos beskryf in afdeling 3.2 

(hoofstuk 3), is by die fibroblaste gevoeg waar= 

na inkubasie by 37 °C vir 4,8, 16 en 24 uur 

gedoen is. Die radioaktiewe media is vermeng 

met koue media en ook by 37°C vir 0,4, 8, 16 en 

24 uur geinkubeer. A: Gemerkte mediaproteiene 

wat met koue medium geinkubeer is en onder 
reduserende kondisies geskei is. B: Mediapro= 

teiene wat deur die selle gesekreteer is na 

toevoeging van koue medium en daarna onder 

reduserende kondisies geskei is. C: Gemerkte 

mediaproteiene wat met koue medium geinkubeer 

is en daarna onder nie-reduserende kondisies 

geskei is . 

P pasient 2139 - 1 C kontrole 01481 
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kondisies onderwerp (figuur 6.7A). TI Gedetailleerde be= 

spreking van die eksperimentele protokol word in hoofstuk 3 

weergegee. 

In die afwesigheid van aME is slegs TI hoofba nd wat met 

die y-vorm van prokollageen of pC-kollageen mag ooreenstem, 

waarneembaar (figuur 6.7C). Hierdie resultaat was nie 

informatief nie. In teenstelling hiermee kan TI toenemende 

omvorming van proal(I) tot pCal(I) vir beide die kontrole en 

pasient 2139 - 1 in die teenwoordigheid van aME waargeneem 

word (figuur 6.7B). Geen N- en C-proteienase is tot die 

sisteem toegevoeg nie en die resultaat weerspieel gevolglik 

die prosesseerbaarheid van prokollageen deur die proteienase 

wat oorspronklik deur kontrole fibroblaste, en in TI min= 

dere mate deur die pasient en kontrole fibroblaste met 

verloop van tyd, gesekreteer is . Die N- en C-proteienase in 

die koue media was tewens steeds tot so TI mate funksioneel 

aktief dat n omvorm ing van proal(I) tot pCal(I) ook duidelik 

in figuur 6.7A waarneemb aa r is. 

Vir TI kwantifisering van die fluorogramme in figuur 6 . 7A 

en 6 . 7B is die proal( I~en pCal(I) -bande densitometr i es 

afgetas . Die verhouding van pCal(I) tot die som van 

pCal(I) en proal(I) is gebruik as TI aanduiding van die 

omvang van prosessering. Hierdie verhouding is tot TI per= 

sentasie van omvorming in die grafieke in figuur 6.8 ver= 

werk. Slegs na h ierdie kwanitfisering van die omvorm ings = 

tempo, is dit duidelik dat die mutante prokollageen tot 

dieselfde mate as kontrole prokollageen deur ekstrasellul@re 

N-proteienase tot pC-kollageen omvorm is. 

Uit hierdie resultaat kan afge lei word dat die mut asie in 

a 1(I)CB8 nie die prosessering van prokollageen statisties 

beduidend beinvloed nie. 
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6.5 SAMEVATTING 

In hierdie hoofstuk is vasgestel dat die mutasie d ieter= 

miese stabiliteit en sekresie van tipe I prokollageen 

beinvloed. Die Tm-waarde van trimere wat twee gemuteerde 

al (I) -ketting s bevat , is vanaf 40.3°C tot 39°C verlaag. 

Tipe I prokollageen wat nie disulfiedgebonde is in die 

tripelheliese domein nie en waarin een of geen gemuteerde 

al (I)-ketti ngs geinkorpore~r is, het TI Tm-waarde van on= 

geveer 38°C vir twee-derdes van die mater iaal en TI Tm­

waarde van 40 .5 °C vir die restant. TI Verlaagde sekresie 

is verder vir hierdie materiaal gevind, sodanig dat 74% in 

die vinnige fase van sekresie gesekreteer word. Die 

sekresie van tipe I prokollageen wat disulfiedgebonde is 

in die tripelhel iese domein kom ooreen met die sekresie 

van normale tipe I prokollageen, sodanig dat 93% in die 

vinnige fase van sekresie gesekreteer word . In teenstelling 

hiermee word die prosessering van tipe I prokollageen deur 

eks trasellul~re N-proteienase nie deur die teenwoordigheid 

van TI Cys -res idu in a l (I)CBB be invloed nie. 



HOOFSTUK 7 

BESPREKING 

7 . 1 IN LEIDING 

Met die siftingsprogram, waarby daar oorspronklik vyf fami= 

lies betrek is (vergelyk hoofstuk 4), is TI pasient geident i= 

fiseer waarvan die fibroblaste gemuteerde proal(I)-kettings 

sintetiseer . Teenwoordigheid van n Cys-residu i n die 

a l(I)CBS-fragment van mutante a l(I)-kettings i s voorts aa n = 

getoon (hoo fstuk 5). Verder kon voorgestel word dat inkorpo= 

rasie yan sisteienbevattende mutante a l(I)-kettings in tipe 

I heterotrimere lei tot TI verlaagde termiese s t abiliteit en 

sekres1e van tipe I prokollageen (hoofstuk 6). Prosessering 

deur N-proteienase word egter nie beinvloed nie. Die bete= 

kenis van en moont like verklarings vir h ierdie bevindinge sal 

in hierd ie hoo fs tuk verder toegelig word. 

7 . 2 POSISIE EN AARD VAN DIE MUTASI E 

Met behulp van peptiedkartering is vasgestel dat di e gemuteerde 

kettings di s ulfiedgebonde is tussen hul al ( I) CB8 -fragmente, 

wat strek vana f aminosuur 124 - 40 2 (vergelyk hoofst uk 5, 

fig uur 5.7). Voorkoms van disulfiedbrOe in die tripelheliese 

domein het die identifisering van die abnor ma le proal (I) i n 

hierdie onde r soek moontlik gemaak. Na behandelin g van die 

pasient se tipe I prokollageen met pepsien en SDS is die 

di s ulfiedge bonde gemuteerde proal(I)-kettings as a l (I) -d imere 

vrygestel . Hierdie a l (I)-dimere kon geredelik met behulp 

van SDS-PAGE onder nie-reduserende kondisies geidentifiseer 

word 
0

(hoofstuk 4, figuur 4 . 12) . 

Die tripelheliese domein van tipe I prokollageen bevat nor= 



TABEL 7.1 Die invloed van n enkele base verandering in die Gly-kodon op die uiteindelike aminosuurvolgorde 

Gly kodons Mutasie in die 1 e posisie Mutasie in die 2e posisie Mutasie in die 3e posisie 

Kodon Aminosuur Kodon Aminosuur Kodon Aminosuur 

GGU UGU Cvs GUU Val GGC GZy 

CGU Arg GCU Ala GGA GZy 

AGU Ser GAU Asp GGG Gty 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------
GGC UGC Cvs GUC Val GGU 

, 
GZy 

CGC Arg GCC Ala GGA Gty 

AGC Ser GAC Asp GGG Gty 

---- ------------------------------------------------------------------------------------ ----------------
GGA UGA Term GUA Val GGU GZy 

CGA Arg GCA Ala GGC GZy 

AGA Arg GAA Glu GGG GLy 

---------------------------------------------------------- ----------------------------- -----------------
GGG UGG Trp GUG Val GGU GZy 

CGG Arg GCG Ala GGC GLy 

AGG Arg GAG Glu GGA GLy 

V, 
<O 
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maalweg nie Cys-residue nie. DisulfiedbrOe word dus ni e in 

die gebied gevorm nie. Cys-residue kom wel in die propep= 

tiede van tipe I prokollageen voor, sodat inter- sowel as 

intra-ketting disulfiedbrOe in daardie domeine gevorm word. 

Behandeling van tipe I prokollageen met peps ien , soos dit 

in hierdi e ondersoek gedoen is (hoo fstuk 4, afdeling 4. 2 . 2) , 

lei tot die selektiewe verwydering van die N- en C-propeptiede, 

sodat gepepsineerde prokollageen nie disulfiedbrOe of Cys­

residue bevat nie. 

Substitusie van ien van die aminosure i n al(I)CB8 met TI Cys­

residu kan tot die vorming van disulfiedbrOe lei. Uit die 
genetiese kode blyk dit dat die substitusie va n TI Gly-residu 

met TI Cys - residu moontlik is . Dit kon veral gesien word 

uit die i nvloed van TI enkel base-verandering in die eerste 

of tweede posisie van die Gly kodons op die aminosuur wat 

uiteindelik in die tripelheliks ingebou word (tabel 7 .1 ). 

Hieruit is dit duidelik dat daar TI kans van 14% bestaan vir 

die omvorming van TI Gly-residu na TI Cys -re sidu. Puntmuta= 

sies in die Gly - kodon kan ook lei tot die substitusie van 

Gly - residue met antler aminosure naamlik: Arg (20\), Ala (17%) , 

Asp (14%) , Cys ( 14 %), Ser (14%), Val (14%), Glu (3 ,3 %) en 

Trp (0,3%). Die substitusie van Gly-residue me t Arg-, 

Asp- of Glu-r esidue sal tot TI ladingsverandering in die 

kollageen lei. 

Co hn et al l) het inderdaad onlangs aangetoon dat TI enkel 

base-verandering, naamlik die omvorming van TI guanielresidu 

tot TI ur idielresidu (G + U) daartoe gelei het dat Gly 988 

in die al (1)-ketting (a l (I)CB6) met TI Cys-residu vervang is. 

Hierdie ondersoek het gevolg nadat Steinmann et al (1984) 

aangetoon het dat abnormale disulfiedgebonde a l (1)-kettings 

1. Cohn, D.H. , Byers, P., Steinmann, B. en Gelinas, R. 
"Lethal Osteogenesis Imperfecta resulting from a single 
nucleotide c hange in one al (I) collagen allele", voorge= 
le vir publikasie . 
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deur fibroblaste van TI pasient met tipe II 01 gesintetiseer 

word. 

TI Enke! base - verandering in die kodons van TI aantal ander 

aminosure kan moontlik oak lei tot die inbouing van Cys­

residue in a1(I)CB8-fragmente van gemuteerde proal(I)-ket= 

tings (tabel 7. 2) . Die aminosuurvol gorde van die a 1 (I)CB8 

fragment van die mens a l(I) - ketting is nag nie bekend nie 

en daarom word die verdere bespreking na analogie van die 

kalf en rot a l (I)CB8- fragmente gedoen (Balian e t ai., 1971; 

Balian e t ai., 1972; Glanville e t a i., 1983) . Die a1(I)CB8 -

fragmente in beide kalf en rot a1(I)-kettings bevat 93 

Gly - residue wat een-derde van die totale aantal amino= 

sure in die fragment is. Hierteenoor verteenwoordig die 

ander a minosure wat moontlik substitueerbaar met Cys-residue 

is, naamlik Arg, Ser, Phe , Tyr en Trp TI klein persentasie 

van die totale aantal aminos ure in die a l (I)CB8 - fragment, onge• 
veer 10,81 (tabel 7 . 2). TI Ander kodon wat moontlik met TI 

enkele base-verandering aanleiding kan gee tot die voorkoms 

van TI Cys-residu in die fragment, is die terminasiekodon 

UGA . Aangesien vollengte kettings egter gesintetiseer word, 

is dit duidelik dat hierdie kodon nie in die al (I)CB8 - frag= 

mente van die rot en kalf se a1(I) - kettings voorkom nie. 

Verder kom twee van die aminosure (Trp en Tyr) wat moontlik 

met Cys - residue subst i tueerbaar is , nie in die a1(I)CB8-

frag mente van die rot en kalf voor nie. Met inagneming van 

die weglating van die UGA-kodon en die afwesigheid van Tyr 

en Trp in die a 1(I)CB8-fragmente van die rot en kalf a 1(I)­

kettings, is dit duidelik dat die kans vir die moontlike 

substitusie van TI Gly - residu met TI Cys - residu grater is as 

vir die substitusie van een van die antler aminosure met TI 

Cys - residu, veral gesien in die lig van die ho e voorkoms 

van Gly in die bepaa lde f r a gment. 
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TABEL 7.2 Enkel base verander i nge in kodons van antler aminosure ·wat kan lei tot die 

die kodering van Cys. 

Aminosuur Kodon Mutasie in le posisie wat Mutasie in Ze posisie wat Mutasie 
lei tot Cys lei tot Cys lei tot 

in 3e pos isie wat 
Cys 

Base verandering Kodon Base verande rin g Kodon Base verander ing Kodon 

' 

' 

' 
' 
' 
' 

Arg CGU c + .u UGU 

Ser AGU A + u UGU 

Arg CGC C + u UGC 

Ser AGC A + u UGC 

Phe uuu u + G 
Ser ucu C + G 

•• * 
Tyr UAU A + G 
Phe uuc u + r .., 
Ser ucc C + G .. 
Tyr UAC A+ G 

.. 
Term UGA .. 

.:rp UGG 

Term UGA .. 
Trp UGG 

Nie te enwoordiz in rot a l (I)CBS nie (Balian et aZ, 1971; 

Balian et aZ, 1972) . 
Nie teenwoordig in kalf al(I)CBS nie (Glanville et aZ, 1983). 

UGU 
UGU 
UGU 
UGC 
UGC 
UGC 

A + u UGU 

G + u UGU 

A + C UGC 

G + C UGC 

°' N 
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7. 3 DIE EFFEK VAN DIE MUTASIE OP DIE KARAKTERIS= 

TIEKE VAN TIPE I PROKOLLAGEEN 

7. 3 . 1 Inleiding 

TI Groot deel van die primere struktuur van tipe I prokolla= 

geen is uit die herhalingseenheid Gly -X- Y saamgestel. Hier = 

die herhalingskarakter, en die hoe voorkoms van Pro en Hyp 

in posisies X en/of Y, dwing die Gly-X-Y-bevattende gebiede 

in TI tipe II trans-heliks, waarin die pirrolidoonringsisteme 

van die prolielresidue na buite om die heliks gerig is. 

Die herhalingsvolgordes assosieer om tripelstringige super= 

helikse te vorm. Hierdie superheliese strukture reflekteer 

die se kondere struktuur van poli - L-prolien behalwe <lat die 

klein aminosuur Gly telkens aan die binnekant van die 

trippelheliks gelee is (figuur 7.1) en die aminosure X en Y 

na buite gerig is. Phe en Leu kom slegs in die X-posisie 

voor en Glu, Arg en Thr slegs in die Y-posisie (Bornstein 

en Traub, 1979). Dit dra by tot die stabilisering van 

die tripelheliks. Die antler aminosure kom in die X- of die 

Y- posisie voor . 

Die hel iks me t ongeveer drie residue per helik s draai, word 

gestabiliseer deur interstring waterstofbrugbindings, waar= 

toe die hidroksigroepe van Hyp kan hydra. Herhalingsvolg= 

ordes met TI hoe inhoud aan Pro en veral Hyp vorm daarom TI 

digter, me er stabiele tripelheliks. Die effek van veral 

Hyp kan gesien word daarin <lat poli- (Pro-Pro - Gly) TI Tm­

waarde van 24 DC gehad het, terwyl poli-(Pro -Hyp-Gly) TI 

Tm - waarde van 58°C gehad het. 

TI Verandering in die konformasie van die tripelheliese gebied 

wat lei tot TI verbreking of versteuring van die waterstof= 

brugbindings kan moontl ik tot TI verlaging in termiese stabi= 

liteit lei. 
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V 

FIGUUR 7.1 Glisien, as die kleinste aminosuur, kom voor in 

die kern van die tripelheliks . n Projeksie Jf 

in die heliks-as toon duidelik die posisie van 

drie glisien-residue ten opsigte van mekaar in 

die kern van die heliks,gevorm uit (Gly-Pro-Pro)n. 

Die struktuur word hier gesien vanaf die kar= 

boksielkant . Waterstofbrugbindings tussen 

a-amino - en a-karboksielgroepe word deur stip= 

pellyne aangetoon . Tripeptiedeenhede van die 

verskillende kettings word verteenwoordig deur 

(a), (b) en (c) (Bornstein en Traub, 1979) . 
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7 . 3 . 2 Termiese stabiliteit 

Dat die moontlike teenwoordigheid van TI Cys-residu in 

al (I)CB8 TI dramatiese effek op die tripelheliese gebied 

van tipe I prokollageen het, word weerspieel deur die 

resultate wat ten opsigte van die termiese stabiliteit 

verkry is (hoofstuk 6, figuur 6.2). Normale tipe I 

prokollageen het TI Tm - waarde van ongeveer 40,5°C gehad . 

Hierteenoor het tipe I prokollageen wat disulfiedgebonde 

in a 1(I)CB8 is, TI Tm-waarde van ongeveer 39°C vertoon. 

Dit verteenwoordig TI verskil van 1 ,5°C. TI Bifasiese de= 

natureringskromme is vir tipe I prokollageen wat nie 

disulfiedgebonde in a1(I)CB8 was nie, waargeneem. Ee n ­

derde van die materiaal het met TI normale Tm-waarde van 

40,5 °C gedenatureer, terwyl die restant van die materiaal 

TI Tm - waarde van 38°C gehad het. Dit beteken dat die Tm­

waarde van hierdie materiaal 2,5°C laer was as die van 

normale tipe I prokollageen. 

Die resultate wat verkry is, dui daarop dat die proa l(I)­

kettings wat deur die pa sient se fibroblaste gesinteti s eer 

is, in drie verskillende trimere geinkorporeer is: 

1. TI tipe I trimeer (tipe I) wat twee normale proa l (I)­

kettings en TI normale proa 2(I)-ketting bevat, 

2. TI tipe I trimeer (tipe Ic) wat een normale en een 

gemuteerde proa l(I)-ketting sowel as TI normale proa2 (I)­

ketting bevat, en 

3. TI tipe I trimeer (tipe Icc) wat twee gemuteerde 

proal(I)-kettings en TI normale proa2(I)-ketting bevat. 

Hierdie verskillende trimere kom in TI verhouding van 1 :2: 1 

voor. Die verkree Tm-waardes kan vervolgens aan die vers kille 
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spesies toegeken word. Tipe Icc het TI Tm-waarde van 39"C 

en tipe Ic die verrassende Tm-waarde van 38°C. 

Soos reeds genoem dien die bepaling van die termiese 

stabiliteit as TI sensitiewe maatstaf van die effek van TI 

mutasie op die kwaternere struktuur van die tripelheliese 

domein van prokollageen. 'n Ver laging in Tm-waarde van 

tipe I prokolla gee n dui daarop dat die inkorporasie van 

die gemuteerde prokollageenkettings in heterotrimere TI 

destabilsering van die kwa ternere struktuur van die proteien 

tot gevolg het . Dat die Tm-waarde van tipe Ic laer was 

as die van tipe Icc impliseer TI groter destabilisering van 

die struktuur met inkorporasie van een gemuteerde proa l (I)­

ketting in heterotrimere as met inkorporasie van twee ge= 

muteerde prokollageenkettings . 

Volgens Steinmann e t a l (1984) het die substitusie van 

Gly 988 met TI Cys-residu (Cohn et a l 1 ) gelei tot TI Tm­

waarde vir disulfiedgebonde tipe I prokoll ageen wat 3"C 

laer was as die van normale tipe I prokollageen . Na aan= 

leiding hie rvan het Traub en Steinmann ( 1986) die reikwydte 

van die invloed van s6 TI lokale versteuring met be hulp van 

model st ruktur e ondersoek. Hiervolgen s word twee water= 

stofbindings aangrensend aan die di s ulfiedbrug gebreek en 

antler moontlik versteur. Die invloed van die teenwoordig= 

heid van TI e nkel e , ongebonde Cys-re~idu op die waterstof= 

brugbindings van TI tipe I trimeer, wat n enk e l e ge mut eerde 

ketting bevat, is nie bepaal nie . In die ondersoek wat 

hier uitgevoer is, is die effek van TI e nke l e gemuteerde 

ketting op die heliksstruktuur wel bepaal . 

Moontlike verklarings vir d ie verskil i n die Tm-waardes va n 

tipe Ic en tipe Icc prokolla gee n sal in afdeling 7 . 4 be= 

spreek word. 
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7.3 . 3 Kinetika van sekresie van tipe I prokollageen 

Kao et al (1977 en 1979) het getoon dat n normale sekresie = 

tempo van tipe I prokollageen uit fibroblaste afhanklik 

is van die tripelheliese konformasie van die molekules . 

Sekresie van prokollageen vind in twee fases, n vinnige-

en n stadige fase, plaas. Prokollageen wat tydens die 

twee fases gesekreteer word kom ooreen in die verhouding 

van die proa l (I~ tot proa2(I)-kettings; die grootte van 

die proa - kettings; die mate van interkettingdisulfied= 

binding en prolielhidroksilering, sowel as die graad van 

tripelheliksvorming (Kao et al, 1977) . 

Die waardes vir die snelheidskonstantes wat die sekresie 

van kontrole tipe I prokollageen in die vinnige- en stadige 

fase be s kryf, was 3.2 x 10- 2 min- 1 en 1 .8 x 10- 3 min- 1 vir 

k
1 

en k 2 onderskeidelik. Die waardes vir tipe Ic is 
-2 1 -3 -1 3.5 x 10 min- en 1.8 x 10 min vir k 1 en k 2 antler= 

skeidelik, terwyl die waardes vir tipe Icc 3.1 x 10- 2 min- 1 

en 1 . 9 x 10 - 3 min- 1 onderskeidelik, is. Daar bestaan geen 

beduidende verskil tussen die waardes vir kontrole tipe I 

prokollageen, tipe Ic en tipe Icc nie. Oak diet! waardes 

van die verskillende spesies tipe I prokollageen vir die 

twee fases het grootliks ooreengestem (tabel 6.1). Uit 

bogenoemde kan afgelei word dat daar nie n algemene sekre= 

siedefek bestaan nie en dat die meganisme van sekresie 

vir die verskillende prokollageen spesies nie verskil nie. 

Die waardes wat h ier vir \ en k
2 

verkry is, verskil va n 

waardes wat deur De Wet e t al (1983a) vir kontrol e fibro= 
blaste verkry is (1 . 9 x 10 - 2 min- 1 en 2 . 7 x 10- 3 min- 1 

vir k
1 

en k
2 

onderskeidelik). Laasgenoemde waardes weer= 

spieel egter die sekresie van alle kollageenagtige pep= 

tiede, terwyl die waardes van hierdie studie spesifiek die 

sekresie van tipe I prokollageen weerspieel. 
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TI Fraksie van 96% tipe I prokollageen is tydens die vinnige 
fase gesekreteer, terwyl 93% tipe Icc tydens die fase 

gesekreteer is . Hierteenoor is TI fraksie van 74% nie­

disulfiedgebonde tipe I prokollageen (tipe Ic en tipe I) 

tydens die vinnige fase deur die pasiente se fibroblaste 

gesekreteer. Indien sekresie van slegs tipe Ic gesimuleer 

is, is TI fraksie van 63% verkry wat tydens die vinnige fase 

gesekreteer word. Die fraksie tipe Ic wat tydens die 

vinnige fase gesekreteer is, is duidelik laer as die 

fraksie tipe I prokollageen wat deur die kontrole fibro= 

blaste gesekreteer is. Verder is dit .ook laer as die 

fraksie tipe Icc wat gesekreteer is . Die moontlike ver= 

klarin g vir en betekenis van die verlaagde sekresie van 

tipe Ic prokollageen word in afdeling 7 . 4 bespreek. 

7 .3. 4 Prosessering van tipe I prokollageen deur 

N-proteienase 

Uit die waardes verkry vir termiese stabiliteit kon afge= 

lei word dat TI konformasieversteuring in die tripelheliese 

domein v an tipe Ic en tipe Icc prokollageen voorkom. 

Daar kon egter nie bepaal word of die konformasieversteuring 

beperk is tot die punt van die mutasie en of die konformasie 

oot n groter gebied versteur is nie. 

Die substraatspesifisiteit van N- proteienase vereis TI 

normale drie-dimensionele struktuur van die N- terminale 

t elopeptied, sowel as die korrekte snitpunt (Horlein et ai , 

1978; Tuderman e t ai, 19 78; Tate e t ai, 1983; Berger e t ai , 

1985; Tanzawa e t a i , 1985). TI Verlaagde prosesseerbaar= 

heid van tipe I en tipe III prokollageen as gevolg van 

mutasies wat lei tot konformasieveranderinge in die N- ter= 

minale telopeptied is reeds deur Sippola e t al (1984) , 

Sippola-Thiele (1985) en Cole e t ai (1986) beskryf. (Ver= 

gelyk ook afdeli ng 2 . 3) . 
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Gesuiwerde N-proteienase wat by tipe I prokollageen gevoeg 

is, is deur antler navorsers gebruik om die prosesseerbaar= 

heid van tipe I prokollageen deur die ensiem na te gaan 

(vergelyk Steinmann e t aZ , 1980; Sippola et aZ , 1984 en 

Cole e t aZ, 1986) . In hierdie ondersoek is daar van n 
eenvoudige benaderingswyse, onder kondisies wat die pro= 

sessering van ekstrasellul~re prokollageen verhoog, gebruik 

gemaak (afdeling 3.8, hoofstuk 3 en afdeling 6.4, hoofstuk 

6). Met hierdie benadering was dit moontl ik om die pro= 

sessering van nuutgesintetiseerde prokollageen deur N­

proteienase, gesintet i seer deur kontrole fibroblaste , na 
·te gaan. 

In figuur 6.8 (hoo fstuk 6) is die prosesseerbaarheid van 

tipe I prokollageen deur N- proteienase met verloop van 

tyd uitgedruk as n persentasie-verhouding van pCol(I) oor 

die som van pCol(I) en prool (I) . Die krommes wat vir 

die normale en die gemuteerde tipe I prokollageen verkry 

is, toon n ooreenstemmende verloop. Hieruit kan afgelei 

word dat prosessering van tipe I prokollageen wat gemu= 

teerde proal(I)-kettings bevat,normaal is. n Konformasie= 

versteuring kom dus nie aan die N-terminale kant van die 

mutasie voor nie. 

7 .4 'N SAMEVATTENDE MODEL 

n Puntmutasie in een van die proal(I) allele het gelei tot 

die sintese van gelyke hoeveelhede normale en gemuteerde 

proo1(I)-kettings . Hierdie kettings is in drie soorte 

tipe I trimere geinkorporeer: 

i. tipe I met n Tm-waarde van 40,5°C en waarvan 96 % in 

die vinnige f ase gesekreteer is; 

ii. tipe Ic waarvan 63% in die vinnige fase gesekreteer 

is en n Tm-waarde van 38°C ge had het, en 
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iii. tipe Ice met TI Tm-waarde van 39°C en TI sekresie 

van 93\ in die vinnige fase (figuur 7 . 2). 

Dit is interessant om daarop te let dat daar TI korrelasie 

bestaan tussen die verlaging in termiese stabiliteit en 

die mate waartoe die sekresie van die verskillende spesies 

beinvloed is. 

Die mutante tipe I prokollageen wat hier ondersoek is, 

verteenwoordig TI nuwe voorbeeld van proteieneliminasie 

(Eng. protein suicide), TI term wat die eerste keer deur 

Prockop (1984) gebruik is . Fibroblaste van pasient 2139 -

het tipe I trimere gesintetiseer waarvan 25% TI normale 

stabiliteit het. TI Verdere 25\ van die trimere het TI 

effense verlaging in stabiliteit, maar TI normale sekresie 
geopenbaar (tipe Ice). Die oorblywende SO\ word verteen= 

woordig deur tipe le trimere waarvoor TI verlaagde stabili= 

teit en sekresie verkry is . Dit impliseer dat die homo= 

sigotiese vorm van gemuteerde tipe I prokollageen (tipe Ice) 

tot TI mindere mate geaffekteer is as die heterosigotiese 
vorm (tipe le). 

Williams en Prockop (1983) het gevind dat die inkorporasie 

van een of twee verkorte proal (I)-kettings lei tot TI ver= 

laging in termiese stabiliteit van tipe I prokollageen . 

Hierdie tipe I prokollageen verteenwoordig 75% van die 

totaal. Volgens die outeurs blyk dit dat trimere 

wat twee verkorte proal(I)-kettings bevat, selfs TI laer 

termiese stabiliteit het as die wat een verkorte 

proal(I)-ketting bevat. 

Substitusie van n klein Gly - residu met TI groter Cys-residu 

in al(I)CB8 van g~mut eerde proal(I)-kettings sal lei tot 

TI versteuring in die steriese organisasie van die aminosure 

in die kern van trimere wat gemuteerde proa l(I)-kettings 

bevat. Die disulfiedbrug in tipe Ice blyk TI stabiliserende 



GU 

;1y1 

♦ Qf 

GU 

; y,i 

GU 
Qf 

;1y1 

1 (Glyl 

~----------Jg ♦ 50 "lo proollll 
c:,,--5 

I UGC 

ICys 

~s _______ :.:g GGC } 50 "lo proo Kil 
IGly) 

\ 
c:,,,-S 

pro. 2111 C:,..,-.:-----------.Aic:::1 ~~--------"=? 

FIGUUR 7.2 : Skematiese voorstelling van die samevattende 
model se hoof trekke 

Fraksle 
Aanlal Tm 9esekreteer 

91muteerde Verhoudlnq 1°c1 in vffi4e 
kelllnqs fQH 

0 40.5 0 .96 

2 38 0.63 

....., 

2 39 0 .93 



172 

kompensatoriese effek op die versteurde kwaternere struk= 

tuur te he, daarin dat dit die negatiewe effek van die 

verbreekte waterstofbrugbindings (vergelyk afdeling 7.3.2) 

ophef . 

Hierteenoor beskik tipe Ic oor n vrye sulfidrielgroep, 

afkomstig van die Cys-residu in die tripelheliese gebied, 

wat beskikbaar is vir interaksie met ander proteiene se 

vrye sulfidrielgroepe. Die kwaternere struktuur sal ge= 

volglik tot n groot mate versteur word. Ontvouing van 

die tripelheliks met 'n "r itssluiter-effek" kan vanuit die 

punt geinisieer word. Die disulfiedgebonde Cys-residue 

van tipe Ice is daarenteen nie beskikbaar vir die tipe 

interaksies nie. 

Die moontlikheid om so n disulfiedgebonde proteien aan te 

toon word belemmer deur die noodsaaklikheid van pepsienver= 

tering gevolg deur SOS-PAGE vir die vrystelling van die 

al(I)-dimeer. Pepsien verteer alle nie-tripelheliese 

strukture en die proteien sal sodoende vernietig word . 

Ten slotte is dit belangrik om daarop te wys dat die 

resultate wat in hierdie ondersoek verkry is nie direk met 

die wat Steinmann et ai (1984) vir n tipe II 01-pasient 

verkry het (vergelyk ook afdeling 2 . 3 . 6), vergelyk moet 

word nie. Hierdie tipe II 01 moet gesien word teen die 

agtergrond van n geskiedenis van MS . Die molekulere 

basis van MS is nog onbekend en so ook die aanleidende 

bydrae hiervan, in assosiasie met die Cys-residu in 

a l(I)CB6, tot die waargenome fenotipe . 
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7.5 KLINIESE MANIFESTASIE VAN DIE MUTASIE IN 

DIE FAMILIE 

Pasient 2139 - 1 is n lid van n groot familie. Fibro= 

blaste van antler aangetaste lede van die familie is op 

dieselfde wyse (vergelyk afdeling 3.4.1 hoofstuk 3 en 

afdeling 4.2.2.4 hoofstuk 4) as fibroblaste van pasient 

2139 - 1 vir die teenwoordigheid van die disulfiedgebonde 

al(I)-kettings geanaliseer. In figuur 7.3 is dit duidelik 

dat die dimeer in fibroblaste van al die aangetaste lede 

van die familie voorkom. 

Vervolgens is n gedetailleerde fenotipiese beeld van nege 

van die lede van twee takke van die familie in samewerking 

met Dr . G. S . Gericke, Dr. H. Hamersma en Dr. P.R. Farndell 

saamgestel . (n Samevatting van die beeld wat vir elke 

pasient uit kliniese-, oudiometriese - en radiologiese 

ondersoeke verkry is~ word in bylaag I gegee). Hieruit was 

dit duidelik dat n groot fenotipiese variasie - wat wi ssel 

vanaf n matig aangetaste fenotipe met blou sklera, ge= 

hoorsverlies en geen frakture tot n fenotipe met blou 

sklera, veelvuld i ge beenbreuke, misvorming en sonder 

gehoorsverlies - tussen lede van die familie voorkom (tabel 
7. 3). 

Gesien in die lig van die groot fenotipiese variasie is 

die waargenome teenwoordigheid van die disulfiedgebonde 

al(I)-kettings in fibroblaste van lede van die famil i e 

wat tot n meerdere of n mindere mate aangetas is, verras= 

send. Variasie in die kliniese manifestasie is n karak= 

teristieke eienskap van n groot aantal outosomaal domi= 

nante defekte, maar i s nog nie voorheen binne n familie 

met osteogenesis imperfecta aangetoon nie. Die gemak 

waarmee die al(I)-d i meer met behulp van die benaderings= 

wyses in afdeling 3.4 . 1 (hoofstuk 3) en afdeling 4.2.2. 4 

(hoofstuk 4) geidentifiseer kan word, maak dit n belangrike 

hulpmiddel vir die identifisering van aangetaste lede van 
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FIGUUR 7.3 Voorkoms van die al (I)-dimeer in antler lede 

van die familie. Fibroblaste van antler lede 
van die familie is met [ 3tt]-prolien gemerk. 

Hierna is dit met pepsien verteer (afdeling 

3.4 . 1) en skeiding op n 4 - 8% SDS-poliakriela= 
miedgel uitgevoer. 

Baan 1 V.7 

Baan 3 IV. 27 

Baan 2 IV.21 

Baan 4 V .1 O 



TABEL 7.3 Fenotipiese variasie tussen lede van farnilie 21391 

Verkorte Aantat Skelet= 
Kteur 

Preslnlele Worm-
Ouderdom P6stuur van 

stamboom frakture afwyklngs I doofheld bene 
sklera 

6 UITGESPROKE K EIN BLOU matlg ofweslg 

35 geen 
I 

geen nor moot BLOU ERG TEENWOORDI 

16 14 UITGESPROKE EIN wit oeen TEENWOORDI 

V 9 

14 12 MATIG no moat BLOU geen afweslg 

V 10 ...... 
--..J 

°' 
44 geen MATIG normaal wit matlg afweslg 

20 32 UITGESPROKE KLEIN BLOU geen . TEENWOORDI 

V7 

15 geen oeen no moal wit geen afweslg 

VB 

1. Nornrners van die lede van die farnilie s t ern ooreen met die- in-

f iguur I. 1 (bylaag I) . 
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die familie reeds op n vroee ouderdom . 

7.6 SLOTSOM 

In hierdie bespreking is veral klem gel~ op die resultate 

wat verkry is, naamlik: 

i. die voorkoms van n Cys-residu in crl(l)CB8, 

ii. die normale prosesseerbaarheid van die pasient se 

gemuteerde tipe I prokollageen deur N-proteienase, 

en 
I 

iii. die verlaging in termiese stabiliteit en sekresie 

van die gemuteerde tipe I prokollageen, veral 
tipe le. 

Hierdie bevindinge kon die kernvrae wat rondom die mutant 

gevra is (vergelyk afdeling 2.4, paragraaf 6, p. 60), 

beantwoord . Die betekenis van en verklaring vir die be= 

vindinge van hierdie ondersoek kon dan ook vervat word 

inn samevattende model (afdeling 7 .5 ). 

Die werklike betekenis van hi erdie ondersoek kom egter 

eers na vore wanneer dit in konteks gesien word met 

studies wat reeds gedoen is Na aanleiding van figuur 7.4, 

kan die bekende 01-mutasies soos volg opgesom word: 

i. Vier gevalle van delesies in procr1 (I) - of pro crZ(I) ­

kettings (Byers et al , 1983; De Wet et al , 1983a; 

Williams en Prockop, 1983; Sippola et al , 1984). 

ii . Een geval van n invoeging in die procrZ(l)-ketting 

(Byers et al , 1981 c). 
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FIGUUR 7 . 4 Die posisie van verskillende muta sies in die 

al(I~ en a2(I)-kettings ten opsigte van die 

mutasie wat hier ondersoek is. Die delesies 

op die grens van ~(I)CB8 en a1(I)CB3 is deur 

Williams en Prockop (1983) aangetoon . Cole 

et al (1986) het die delesie van ongeveer 24 

aminosure in die N-terminale propeptied van 

die proal(I) - ketting aangetoon. Puntmut asies 

wat die substitusie van TI aminosuur met TI Cys­

residu i n a l (I)CB6 veroorsaak is deur Steinmann 

et al (1984) en Nicholls et al ( 1984) aange= 

toon. TI Delesie in die N-terminale propeptied 

van a2(I)-kettings is vir TI EDS VII pasilnt 

aangetoon (De Wet, ongepubliseerde data); 

Sippola e t al (1984) kon TI delesie van onge= 

veer 30 aminosure in a2(I)CB4 aantoon, terwyl 

Byers e t a l (1983) TI delesie in dieselfde 

fragment kon aantoon . TI Delesie van 18 amino= 

sure is deur De Wet e t a l (1983) in a2(I)CB3,5 

beskryf. Byers et al (1981c) het TI moontlike 

invoeging in a2(I)CB3 , 5 beskryf, terwyl Deak 

e t al (1983) TI leesraamverskuiwing in die C­

propeptied van proa2(I)-kettings beskryf het . 

T Delesies in die gebiede wat deur CNBr-frag= 

mente gedek word . 

"v Delesies buite die CNBr - fragment gebied . 

■ Invoegings 

e Puntmutasies 

* Die puntmutasie in proal (I)-kettings in pasilnt 
2139 - 1. 
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iii . Puntmutasies in die proal (I)-kettings (Nicholls 

et al, 1984 ; Steinmann et al , 1984), 

Twee gevalle. 

(Vergelyk ook afdel ing 2 .3, hoofstuk 2) , Hieruit is dit 
•duidelik dat delesies die grootste persentasie van die 

bekende mutasies omvat het. Di e aantoning van die Cys -re= 

sidu in al (I)CB8 verhoog die relatiewe bydrae van d i e 
puntmutasies tot die tota le aantal bekende mutas ies, Hier= 
uit is dit duidelik dat puntmutasies n groter rol in OI 

mag speel as wat aanvankli k verwag is. Dat die puntmutasi es 
wat sover aangetoon is almal die subst itus ie van n amino= 
suur met n Cys-residu was , weerspie~l nie net die relati ewe 

voorkoms van die mut asie nie, maar ook die gemak waarmee 

die teenwoordighe id van a l (I)-dimere aangetoon kan word . 
Ander aminosuursubst itusies s ou meer subtiele veranderinge 

van tipe I kollageen tot gevolg h~ wat meer verfynde teg= 

nieke vir die opsporing daarvan sou vereis, byvoorbeeld 
iso-elektriese fokussering waar ladingsveranderinge op di e 

kollageen voorkom, 

In die ondersoek is verde r aangetoon dat tipe I prokollageen 

wat twee gemuteerde proal(I)-ke ttings bevat, meer stabiel 

is as tipe I prokol lageen wat een gemuteerde proal (I)-ket ting 
bevat. Dit impliseer dat die heterosigotiese vorm van die 
proteien minder stabiel is as die homosigotiese vorm. 

Ten slotte kon aangedui word dat die sintese van disulfied= 

gebonde proal (I)-kettings deur fibroblaste van aangetaste 
lede van die familie as belangrike hulpmiddel kan dien vi r 

die identifisering van aangetaste persone met gebruikmaking 

van die benaderingswyse wat reeds beskryf is . 

Die presies e aard van die mutasi e is nie i n hierdie ondersoek 

bepaal nie aangesien die aminosuurvolgord es vir die mens 
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al (I)CBB fragment nog nie bekend is nie. s1-nuklease­

analises om die mutasie op DNA-vlak te karakteriseer is nie 

gedoen nie aangesien cDNA's wat oor die gebied van die 

mutasie strek, nog nie beskikbaar is nie (Bernard e t al , 

1983a). n Polimorfisme in die proal (!)-allele sou as n 
belangrike hulpmiddel kon <lien vir die opsporing van aan= 

getaste persone in die groot familie. Tot op datum is 

daar egter nag nie n polimorfisme in die proal(I)-geen geiden= 

tifiseer nie. 
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OPSOMMING 

Osteogenesis imperfecta (OI) is n heterogene groep bind= 

weefselsiektetoestande wat geke nmerk word deur brosheid 

van bene en word dikwels geassosieer met antler kliniese 

simptome soos skeletale misvorming , blou sklera, gehoor= 

verlies en dentinogenesis imperfecta. 01 kan in ten min= 

ste vier verskillende subtipes verdeel word: tipe I, tipe 
II, tipe III en tipe IV. n Aantal ondersoeke , wat gedoen 

is met fibroblastweefselkulture, het getoon dat sommige 

van die bindweefsel siekte toestande geassosieer kan word . 

met n verandering in die metabolisme van tipe I prokolla= 

geen . 

Sintese van tipe I prokollageen deur fibroblaste van n 
pasient met tipe I 01 is ondersoek . Pepsienbehandeling 

van prokollageen, gevolg deur SDS-PAGE, het getoon dat 

• tipe I kollageen waarvan twee al(I)-kettings disulfiedge = 

bonde was, deur die fibroblaste gesintetiseer is. Frag= 

mentering van die disulfiedgebonde a l(I)-dimere met verte= 

braatkollagenase en sianogeenbromied het getoon dat n 
sisteien-residu in al(I)C BB voorkom. Hierdie fragment 
bevat aminosuurresidue 124 - 402 van die al (1)-ketting. 

Inkorporering van een gemuteerde proal (I) - ketting in tipe I 

trimere het die termi ese stabiliteit met 2,S°C verlaag. 

Hierteenoor het die inkorpo rering van twee gemuteerde 

proal(I)-kettings die termiese stabiliteit met 1°C verlaag . 

Drie tipes trimere is gevorm, naamlik : n normale tipe 

met normale proal (1)-kettings; n tipe I trimeer met een 

normale en een gemuteerde proal(I)-ketting en n trimeer 

met twee gemuteerde proal(I)-kettings. Tipe I tr i mere wat 

slegs een gemuteerde proa l (I)-ketting bevat, is stadiger 
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gesekreteer as normale tipe I trimere. n Fraksie van 63i 
is in die vinnige fase van sekresie gesekreteer teenoor 

die normale fraksie van 96\. Die inkorporasie van gemu= 

teerde proal (I)-kettings in tipe I trimere het geen effek 

op die prosessering deur N-proteienase gehad nie. Die 

mees waarskynlike verklaring vir die verlaging in termiese 

stabiliteit en sekresie van die gemuteerde prokollageen 

is dat n glisien-residu gesubstitueer is met n sisteien­

residu in die helfte van die proal (I)-kettings wat geur 

die pasient se fibroblaste gesintetiseer word. 

Radiologiese ondersoeke van die indeksgeval en sewe antler 

lede van die familie, wat drie generasies verteenwoordig, 

het n groot variasie in fenotipe getoon, Analise van 

kollageen gesintetiseer deur fibroblaste van lede wat tot 

n mindere of n meerdere mate aangetas is , is gedoen. Die 

gemuteerde kollageen is deur al hierdie fibroblaste ge= 

sintetiseer . 

Die resultate van hierdie ondersoek sal in die volgende 

tydskrifte gepubliseer word: 

1. De Vries, W.N. en De Wet, W.J. 

"The molecular de fect in an autosomal dominant form 

of osteogenesis imperfecta: Synthesis of type I 

procollagen containing cysteine in the triple-helical 

domain of proal (I) chains" (1986) J. Biol. Ch em. l~, 
9056. 

2. De Vries, W.N. en De Wet, W.J. 

"Cysteine in al (I) chains of human type I collagen 

produces a clinically heterogeneous form of osteogene= 

sis imperfecta" (1986) . In: Development and dise ase s 

of cartilage and bone matrix : UCLA symposia on molecular 

and cellular biology, New series, Vol . 46, in druk. 
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Resultate van hierdie studie is ook by een internasionale 

en verskeie nasionale kongresse aangebied: 

1. De Vr ies , W.N. en De Wet, W.J. 

"Cysteine in al (I) chains of human type I collagen 

produces a clinically heterogeneous form of osteo= 

ge nesis imperfecta" UCLA Symposia on Molecular and 

Cellular Biology : Development and Diseases of 

Cartilage and Bone Matrix , Lake Tahoe, Kalifornie; 

(1986). Uittreksel no . H - 20. 

2. De Vries, W.N . en De Wet, W.J. 

"Synthesis of altered type I procollagen in a family 

with osteogenesis imperfec ta". 25ste Jaarlikse 

Patologiekongres van die Suid-Afrikaanse Vereniging 

van Patoloe, Johannesburg (1985). Uittreksel no. 

C - 17. 

3. De Vries, W.N. en De Wet, W.J. 

"The molecular defect in an autosomal dominant form 

of osteogenesis i mp erfecta. " Die Eerste Gekombineerde 

Kongres van di e Suid-Afrikaanse Biochemievereniging, 

Suid-Afrikaanse Genetiese Vereniging en Die Suid­

Afrikaanse Vereniging vir Mikrobiologie, Johannesburg 

(1986). 

4. De Vries, W.N. , Gericke , G.S., Hamersma, H., Du Toit, 

J. en De Wet, W.J. 

"Clinical heterogeneity in a family with osteogenesis 

imperfecta." Die Eerste Gekombineerde Kongres van die 

Suid-Afrikaanse Biochemievereniging, Suid- Afrikaanse 

Genetiese Vereniging en die Suid-Afrikaanse Vereniging 

vir Mikrobiologie , Johannesburg (1986). 
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BYLAAG l 

'N FENOTIPlESE BEELD VAN FAMlLlE 2139* 

Die familiegeskiedenis van hierdie Kaukasiese familie · kon 

oor vyf generasies nagegaan word (figuur 1.1). 

TI Deel van hierdie bespreking is gebaseer op inligting wat 

u it gesprekke met lede van die familie, sowel as van foto's, 

bekom is . Meer gedetailleerde inligting is verder vir twee 

takke van die familie verkry na kliniese, radiologiese 

en tandheelkundige ondersoeke. 

Alhoewel daar TI wye fenotipiese verskeidenheid onder lede 

van die familie waargeneem is, kan die- familie as tipe IA 

geklassifiseer word . Dentinogenesis imperfecta was afwesig 

by al die lede van die familie wat onderwerp is aan tand= 

_heelkundige ondersoeke . 

Die eerste lid van die familie waaroor inligting bekom kon 

word, is die grootvader van die indeksgeval (pasient 2139 - 1), 

naamlik pasient 1.1. Hy het TI klein postuur ge had (duidel ik 

sigbaar op TI foto), maar verder is geen inligting oor hier= 

die pasiint beskikbaar nie . Hierdie pasient het vier 

dogters gehad, waarvan twee (ll.2 en ll.3 ) klein van postuur 

was en twee (ll.6 e n 11.4) fenotipies normaal voorgekom 

het. 

Die i ndeksgeval is die tweede jongste van agt kinders waarvan 

vyf (lll .1, III.2, III . 5, III . 6 en III.11) fenotipies nor= 

maal voorgekom het, terwyl drie (III.8 , III.13 en 2139 - 1) 

fenotipiese kenmerke van OI vertoon het. Een van die kinders 

wat fenotipies normaal was, is reeds op 16 jarige leeftyd 

aan onbekende oorsake oorlede . Die belangrikste kenmerkende 

kliniese simptoom by pasiente III . 8 en III.13 wat op foto's 
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FIGUUR I . 1: Uitgebreide, aangepaste stamboom van familie 

2139. 

Q Vroulik 

D Manlik 

■ Fenotipiese kenmerke van 01 

(mondelinge mededelings) 

~ Misvorming (foto 's); verdere 

kliniese simptome onbekend 

~ Blou sklera 

~ Misvorming 

Gl Frakture 

-=i Gehoorverlies 

• Indeksgeval 
~ 
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waargeneem kon word , was pectus carinatum. 

Vir die indeksgeval (pasient 2139 - 1), sowel as TI aantal 

ander lede van die fa milie,kon daar TI breedvoerige kliniese 

beskrywing bekom word. 

Pasient 2139 - 1 

Die pas ient is TI 59-jarige vrou met TI goeie gesondheid. TI 

Algemene kliniese ondersoek het getoon dat die pasient blou 

s klera, TI kle i n postuur (138,S cm), lang armspan (169 cm) 

en fisiese misvorming, waaronder duidelik waarneembare 

pectus carinatum en kifosko l i ose, het. Verder het die 

pasient TI geskieden is van 6 frakture. 

Ra diologiese toet se het algemene osteopenie getoon. Geen 

Worm-bene is in die skedel waargeneem nie, maar we l TI 

verdunning van die kalvaria sowel as i ntra-serebrale kalsi= 

fiseri ng . 

Die belangrikste kenmerk van die borskas was TI bikonkawe 

skoliose van die dorsale werwelkolom. TI Verdunn i ng van 

die korteks van die werwels is by die servikale-, torakale­

en lumbale wyke waargeneem. Die inlynstelling van die 

servikale werwel s was normaal, terwyl daar TI merkbare 

kifose van die torakale werwelkolom voorgekom het. TI Toe = 

name in die normal e lordose met TI skol ios e konveks na links 

i n d ie gebied is ook waargeneem. Verder kon TI bikonkawe 

vervorming van d ie torakale - en lumbale werwel s aangetoon 

word. 

TI Ondersoek van X-strale van die pelvis het duidelike 

ace tabuli protrusio aangetoon. By die l angbene kon TI 

Shepard - agtige vervorming van die regter femur sowel as TI 

ou fraktuur met kallus- en periosteale reaksie aangetoon 

word. Verder he t TI merkbare buiging van die tib ia, fibula 
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en proksimale punt van die ulna voorgekom. 

Oudiometriese analise het TI 43% geleidingsverlies, wat 

kenmerkend is van 01, vir die linkeroor getoon. Die r eg= 

teroor het daarenteen TI gehoorskerpte by die onderste 

grens van normaal gehad. Beengeleiding was normaal vir 

die bere kening van die gehoor, behalwe die hee l hoe tone 

wat aangetas wa s . 

Die opsommende gevolgtrekking is dat kenmerkende verande= 

ringe wat gepaard gaan met 01 radiologies by die langbene 

va~ die ledemate, pelv is en werwelkolom aangetoon is. 
Oudiometriese afwykings, kenmerkend van 01, is oak aangetoon. 

Pasient IV . 27 

Hierdie pasient is TI 35 jarige vrou waar blou sklera en ge= 

hoorverlies as die enigste duidelike kliniese simptome 
van 01 voorgekom het . Gehoorprobleme het reeds op 23-jarige 

ouderdom gemanifesteer en gelei tot TI spadektomie van die 

regteroor. TI Uitermatige luggeleidingsverlies (80%) wat 

gepaard gaan met TI aangetaste beengeleiding is vir hierdi e 

oor aangetoon. Die linkeroor was inn mindere mate aange= 

ta s met n luggeleidingsverlies van 44% . Beengeleiding was 

normaal by lae frekwensies, terwyl middel en hoe frekwen= 

sies al tot n mate aangetas is . 

n Kliniese ondersoek het getoon dat die pasient normale 

liggaamsproporsies he t (151 cm) met n armspan van 163 c m. 

Matige gewrigsmobiliteit is verder in die ondersoek gevind. 

Geringe osteopenie is radiologies gediagnoseer. n Rontge= 

nogram het getoon dat die sigbaarheid van die pituit@re 

fossa, swak is as gevolg van osteopenie en dat Worm-bene 
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in die oksipitale gebied aanwesig is. 

Rontgenogramme van die werwelkolom het die volgende geringe 

tot matige veranderinge aangedui: 

i. skoliose van die dorsale wyk, 

ii. skoliose met gepaardgaande toename in die normale 

lordose van die lumbale wyk, en 

iii. TI bikonkawe vervorming van die werwels van die lum= 

bale wyk. 

Pasient V. 9 

Die pasient, TI 16-jarige dogter, vertoon tot TI groot mate 

dieselfde fenotipiese kenmerke as die indeksgeval. TI Kliniese 

ondersoek het getoon dat sy wit sklera, TI verkorte postuur 

(135,5 cm) en TI abnormale lang armspan het. Verder is daar 

met die ondersoek vasgestel dat TI uiterste hipermobiliteit 

van die gewrigte by die pasient voorkom . Die gehoor van 

die pasient is normaal. 

Radiologiese ondersoeke het getoon dat skeletafwykings ken= 

merkend van OI, naaml ik vervorming van die langbene en 

werwelkolom teenwoord ig is . Verder is TI algemene osteopenie 

in die skelet waargeneem. 

Hierdie pasient het TI geskiedenis van 14 frakture wat oor 

TI tydperk van 8 jaar wat vanaf TI ouderdom van 5 jaar voor= 

gekom het. Van die 18 frakture het slegs een van die elm= 

boog voorgekom, terwyl die res verdeel was tussen beide 

fe murs. Hierdie frakture het uiteindelik daartoe gelei 

dat staalpenne aan albei femurs aangebring is. TI Verdunning 

van die fe mur skagte was radiologies sigbaar. TI Effense 

buiging van die distale ent van die tibia en fibulas kon ook 

waargeneem word. 
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Acetabuli protrusio van die bekken, veral aan die linkerkant, 

was aanwesig. Worm-bene is in die oksipitale gebied van 

die skedel waargeneem, terwyl die pituitere fossa normaal 

vertoon het. 

Klinies waarneembare abnormaliteite van die werwels was 

die volgende: 

i. n verlies van die normale buiging in die servikale 

wyk, 

ii. bikonvekse skoliose van die dorsale wyk, en 

iii. n duidelike kifose van die dorsale wyk. 

Pasient v.10 

Die pasient is n 14-jarige seun. Blou sklera, normale ge= 

hoor, n byna normale postuur (162,5 cm) en n uitermatige 

lang armspan is tydens die ondersoek waargeneem. Oor n tyd= 

perk van 12 jaar het hierdie pasient 12 frakture opgedoen. 

Die eerste hiervan het tydens geboorte voorgekom en beskik= 

bare inligting dui aan dat die frakture beperk was tot die 

tibia, radius, ulna en beide femurs. 

Die herhaaldelike voorkoms van frakture van die femurs 

het daartoe gelei dat staalpenne aan albei femurs aangebring 

is. n Verwyding van die distale ent van die regter femur 

wat gepaard gaan met sistiese veranderinge is verder op 

rontgenogramme waargeneem. Hierdie sistiese veranderinge 

is moontlik n sekondere effek van n vorige fraktuur. n 
Minimale buiging van die tibia en fibulas het voor= 

gekom . 

Verder is osteopenie van die pituitere fossa, maar ook die 

res van die skelet radiologies aangetoon. Geen Worm-bene 

was in die skedel waarneembaar nie. 
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Die buiging van die werwelkolom was in drie wyke abnormaal. 

Eerstens was TI verlies van die normale buiging van die 

servikale wyk waarneembaar. Tweedens i s TI matige skoliose 

en kifose van die torakale werwels waargeneem, terwyl TI 

toename in die normale lordose van die lumbale wyk voor= 

gekom het. Acetabul i protrusio van die pelvis was afwesig. 

Pasient IV.29 

Die pasient is die 32-jarige dogter van die indeksgeval met 

tipiese blou sklera, veelvuldige frakture (6) en aangetaste 

gehoor. Oudiometriese toetse het gedui op TI luggeleidings= 

verlies van 57% by die regteroor, terwyl die luggele i dings= 

verlies slegs 13% by die linkeroor was. Beengeleiding in 

die regteroor was goed in die lae tone, maar nie in die 

middel- en hoe tone nie . TI Operatiewe verwydering van die 

gefikseerde s t apes is reeds op die oor uitgevoer. 

Radiologiese ondersoeke van die skelet is nie op hierdie 

pasient uitgevoer nie, aangesien sy ten tyde van die onder= 

soek 31 weke swanger was. 

Pasient IV.20 

TI Kliniese ondersoek het gedui op TI effense verkorting van 

die toraks, wit sklera en geringe gehoorverlies by hierdie 

44 jarige manlike susterskind van die indeksgeval. Die 

effense gehoorverlies kon moontlik aan blootstelling aan 

geraas, eerder as 01, toeges kryf word . TI Lengte van 161 cm 

en TI armspan van 178 cm is by die pasient gemeet . 

TI Ondersoek van die skelet het aangetoon dat hierd ie man n 

mate van osteopenie het . Behalwe vir osteopenie kon geen 

antler abnormaliteite vir die langbene van die ledemate waar= 

geneem word nie. By die werwelkolom is die volgende waar= 

geneem, naamlik: 
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i. n normale servikale wyk, 

ii. kifose van die dorsale wyk, 

iii. n toename in die normale lordose van die lumbale wyk, 

en 

iv. bikonkawe vervorming van die werwels in die lumbale­

en dorsale wyke. 

Pasient V.7 

Hierdie pasient is n 20-jarige vrou met blou sklera , nor= 

male gehoor, n klein postuur (126 cm) en n besondere lang 

armspan (163 cm) . Voorts is uitermatige hipermobiliteit 

van die gewrigte aangetoon. Veelvuldige frakture (32) het 

oor n tydperk van 18 jaar, wat strek van 3 maande tot 18 

jaar, voorgekom. 

Osteopenie kon algemeen op rontgenogramme waargeneem word. 

Worm-bene het verder in die oksipitale gebied van die skedel 

voorgekom. n Merkbare skoliose., konveks na regs, is vir die 

dorsale werwels aangetoon, terwyl skoliose,konveks na links, 

by die lumbale verwelkolom voorgekom het. Die mid-sakrale 

gebied het verder n akute buiging en n toename in die 

normale lordose gehad. 

Behalwe vir n effense buiging van die radius, was die digt= 

heid van die beenwand vir die humerus, radius en ulna nor= 

maal . Op die rontgenogramme het die regter femur, die 

tibia en fibulas baie dun vertoon. Verder is tekens van n 

fraktuur en n verbreding van die distale metafise van die 

regter femur waargeneem . Verbreding van die distale- en 

proksimale metafises van die tibia en fibulas het ook voor= 

gekom . 
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PasHnt V. 8 

Hierdie lS~arige dogter het wit sklera, normale gehoor en 

n effense gewrigshipermobiliteit gehad. Die radiologiese 

analise het slegs geringe skoliose van die dorsale werwel= 

kolom en kifose van die lumbale werwelkolom getoon. 

Pasient IV . 21 

Hierdie 38-jarige vrou is die enigste kontrole persoon in 

die familiegroep wat aan kliniese- en radiologiese toetse 
onderwerp is . Rantgenogramme het ·getoon dat osteopenie 

van die skelet sowel as matige vervorming van die werwel= 

kolom voorkom . Hierdie veranderinge sluit in: 

i. skoliose van die boonste dorsale wyk 

ii. kifose van die mid-dorsale gebied,en 
iii. n toename in die normale lordose van die lumbale 

wyk. 

n Vervorming van die koppe van die eerste, tweede, derde en 

vierde middelhandbene, moontlik as gevolg van vor ige chi = 

rurgie , kon waargeneem word. Verder kon geen abnormaliteite 
van die skelet waargeneem word nie. 

* Hierdie kl i niese-, oudiometriese- en radiologiese antler= 
soeke is gedoen in samewerking met: 

1. Dr. G.S. Gericke, M.B. Ch. B. (Paed) FCP (SA) M.D . 
(UCT). 

2. Dr. H. Hamersma , M. B. Ch.B. (Pret) M.D. (Amsterdam). 

3. Dr. P . R. Farndell, radioloog. 
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A 

Ala 
Arg 
Asp 
BFB 
BME 
bp 
cDNA 

CNBr 
Cys 
DI 
DNA 
DMEM 

DMSO 
EDS 
EDTA 
G 

Glu 
Gly 
His 
_Hyl 
Hyp 
Ile 

kb 
Kd 
Leu 
Lys 
Met 
mRNA 
MS 
NEM 

/ 
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AFKORTINGS 

adenosien 
alanien 
arginien 
asparagien 
bromofenolblou 
2-merkapto-etanol 
base pare 
polideoksiribonukleotied gesintetiseer 
onder leiding van RNA-afhanklike 
DNA-polimerase 
sianogeenbromied· 
sisteien 
dentinogenesis imperfecta 
deoksiribonukleiensuur 
Eagle se medium soos aangepas deur 
Dulbecco 
dimetielsulfoksied 

Ehlers-Danlos-sindroom 
etileendiamientetra-asynsuur 
guanosien 
glutamien 
glisien 
histidien 
hidroksilisien 
hidroksiprolien 

isoleusien 
kilobase 
kilodalton 
leusien 
lisien 
meteonien 
boodskapper ribonukleiensuur 
Marfan-sindroom 
N-etielmaleimied 



NP 40 

or 
o.p.m. 

pAB 

PAGE 

PBS 

Phe 

PMSF 
PPO 

Pro 

SD 
Ser 

SDS 

SDS-PAGE 
T 

TCA 
Term 

Thr 

Tris 

Tyr 

u 
Val 
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Nonidet P-40 

osteogenesis imperfecta 
omwentelinge per minuut 

para-aminobensamidien 
poliakrielamiedgelektroforese 

fosfaatgebufferde fisiologiese sout~ 

oplossing 
fenielalanien 

fenielmetielsulfonielfluoried 

2,5-difenieloksasool 
pro lien 
standaardafwyking 

serien 

natriumdodesielsulfaat 
PAGE in die teenwoordigheid van SDS 
timidien 

trichloorasynsuur 

terminasiekodon 

treonien 
tris-(hidroksimetiel)-amino-metaan 

tirosien 

uridien 
valien 
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