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I 
Skerpioene van die genus Parabuthus Pocock, 1890, waaronder Parabuthus 

granulatus (Ehrenberg, 1831) wat as die giftigste in die land beskou word, kom 

wydverspreid in Suid-Afrika voor. Hierdie skerpioene se venoom is saamgestel 

uit verskeie aktiewe komponente met verskillende effekte. Die mees 

bestudeerde komponente is die neurotoksiene wat aanleiding gee tot die a-effek, 

'n effek wat in kardiale miosiete Ca2+ -oorbelading induseer deur die omkeer van 

die Na +\Ca2+ -uitruiler. Ca2+ -oorbelading veroorsaak seldood en hiperkontraktuur 

wat maklik ender 'n mikroskoop waargeneem kan word. 'n Ander effek wat met 

venome van die genus Parabuthus waargeneem is, is membraandestabilisering 

of porievorming. Laasgenoemde effek het baie belangstelling by navorsers 

ontlok, aangesien daar toenemend bakteriele weerstand teen konvensionele 

antibiotika is en 'n nuwe generasie porievormende peptiede moontlik 

geneeskundige potensiaal het. 

Die sellulere effekte van skerpioenvenome word meestal met gespesialiseerde 

en duur elektrofisiologiese tegnieke ondersoek en hoewel daar die afgelope 3-4 

jaar aktief navorsing op die gebied gedoen word, is alle spesies wat in Suid­

Afrika voorkom neg nie ondersoek nie. Dit het gelei tot die behoefte aan 'n 

siftingstegniek waarmee effekte socs die a-effek, porievorming of destabilisering 

van die selmembraan, onderskei kan word. Venome waarin hierdie effekte met 

die siftingstegniek ge"identifiseer word kan dan met gespesialiseerde tegnieke 

soos heelselspanningsklemming verder ondersoek word. 

Die manuale tel van lewende miosiete is aangewend in die siftingstegniek en 'n 

veratridine- en mastoparan (melittin)-model is gebruik om tussen die verskillende 

effekte te onderskei. Variasies wat die tegniek kan be·invloed is ondersoek, die 

selteltegniek is as betroubaar bewys en met hemolise van eritrosiete is 
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onderskeid getref tussen sellise as gevolg van die disintegrering van die 

selmembraan en kolo"iedosmotiese lise wat volg na porievorming. 

Die resultate het getoon dat die veratridinemodel suksesvol gebruik kan word om 

die a-effek te onderskei , terwyl onderskeiding van porievorming met die 

mastoparanmodel bemoeilik is deur fosfolipase C aktiwiteit. 

Hierdie studie het gelei tot die ontwikkeling van 'n nuttige, koste-effektiewe 

siftingstegniek met verskeie toepassings. 

Sleutelwoorde: 

Siftingstegniek, a-effek, porievorming, Parabuthus, Ca2
+ -oorbelading, kardiale 

miosiete, hemolise. 
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I 
Scorpions of the genus Parabuthus Pocock, 1890, including Parabuthus 

granulatus (Ehrenberg, 1831 ), which is regarded as the most venomous in the 

country, are widely distributed in southern Africa. Venom of these scorpions 

consists of several active components each with a different effect. The most 

extensively studied components are the neurotoxins, which cause the a-effect, 

an effect which induces Ca2+ overload in cardiac myocytes by reversing the 

Na+\Ca2+ exchanger. Ca2+ overload leads to cell death and hypercontraction 

which can easily be observed microscopically. Another effect seen with venom 

of the genus Parabuthus is a membrane destabilizing effect or pore-forming. The 

latter created a lot of interest amongst researchers; seeing that there is 

increasing bacterial resistance against conventional antibiotics and a new 

generation of pore-forming peptides might have medical potential. 

The cellular effects of scorpion venoms are studied mostly by specialized and 

expensive electrophysiological techniques and although active research on the 

subject has been going on for the last 3-4 years, all species found in South Africa 

have not yet been researched. The need for a sifting technique where effects 

like the a-effect, pore-forming and destabilization of the membrane can be 

discerned was noted. Venoms in which these effects could be identified by 

means of a sifting technique could then be further examined by specialized 

techniques such as whole-cell voltage clamping. 

Manual counting of live myocytes is applied in the sifting technique and 

veratridine- and mastoparan (melittin)-models were used to distinguish between 

different effects. Variations which can influence the reliability of the sifting 

technique were examined and haemolysis of erythrocytes was used to 

distinguish between cell lysis by disruption of the cell membrane and colloid 

osmotic lysis due to pore forming. The results showed that the a-effect can be 
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distinguished effectively with the veratridine model, while discernment of pore­

forming with the mastoparan model was hampered by phospholipase C activity. 

This study led to the development of a useful, cost-effective sifting technique with 

several applications. 

Keywords: 

Sifting technique, a-effect, pore forming, Parabuthus, Ca2
+ overload, cardiac 

myocytes, haemolysis. 
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INLEIDING 

Skerpioenvenoom is saamgestel uit verskeie aktiewe komponente waaronder 

polipeptiede en ensieme. Hierdie komponente het elk sy spesifieke funksie of 

effek wat bydra tot die kliniese simptome wat na invenomering met 

skerpioenvenoom waargeneem word. Met die ontwikkeling van biochemiese en 

molekuler-biologiese tegnieke het dit moontlik geword om hierdie komponente te 

isoleer en elke komponent se effek afsonderlik te bestudeer. Die neurotoksiese 

komponente wat ioonkanale be"invloed het tot dusver die meeste belangstelling 

by navorsers ontlok, maar meer onlangs het die vinnige ontwikkeling en 

verspreiding van bakteriele weerstand teen konvensionele antibiotika 

belangstelling in porievormende peptiede uit natuurlike toksiene, waaronder 

skerpioenvenoom, laat toeneem. Skerpioenvenoom van die genus Parabuthus 

veroorsaak die meeste patofisiologiese simptome wat by mense, veral kinders, in 

Suid-Afrika waargeneem word na invenomering. Hierdie genus kom 

wydverspreid in Suid-Afrika voor en hoewel daar die afgelope 3-4 jaar aktief 

navorsing op skerpioenvenoom van spesies wat in die land voorkom gedoen is, 

is daar nog 'n groat aantal spesies, veral van die genus Parabuthus, wat nog nie 

ondersoek is nie. 

In hierdie studie is ge"isoleerde kardiale miosiete en eritrosiete as preparate 

gebruik om die effekte van skerpioenvenoom te ondersoek. Miosiete het 'n 

kenmerkende dwarsgestreepte staafvormige voorkoms en sodra seldood_ by 

miosiete intree ondergaan die selle vormveranderinge deur hul staafvormige 

voorkoms te verloor en 'n geronde vorm aan te neem. Hierdie vormveranderinge 

is duidelik waarneembaar onder 'n mikroskoop en op grand van hierdie eienskap 

verleen miosiete hulle tot kardiale toksiteitstudies. Verskeie metodes kan gebruik 

word om die oorlewing van miosiete te monitor. Die drie metodes wat die 
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meeste gebruik word is die manuale tel van staafvormige miosiete 

(selteltegniek), die gebruik van tripaanblou kleurstof waarmee daar tussen 

lewendige en dooie selle onderskei kan word of die bepaling van die hoeveelheid 

laktaatdehidrogenase wat vrygestel word. Hoewel hierdie drie metodes goed 

korreleer, word die selteltegniek as die mees sensitiewe metode beskou 

(Sarvazyan, 1998:297). Die manuale tel van selle is 'n tydrowende proses en om 

die rede is sommige laboratoriums besig om rekenaarondersteunde sagteware te 

ontwikkel waarmee die persentasie staafvormige miosiete bepaal kan word. 

Miosiete is baie gevoelig vir 'n verhoging in intrasellulere kalsiumkonsentrasie 

([Ca2+]i) wat seldood, gekenmerk deur hiperkontraktuur of verkorting van diesel, 

veroorsaak. Skerpioen neurotoksiene, isgemie en glikosiedvergiftiging 

veroorsaak in vivo en in vitro 'n verhoging in intrasellulere natriumkonsentrasie 

([Na+]i) wat lei tot die omkeer van die Na~Ca2+ -uitruiler en sodoende 'n verhoging 

in [Ca2+]i of Ca2+ -oorbelading induseer. Seldood by miosiete kan ook veroorsaak 

word deur sellise waardeur die samestelling van die selmembraan versteur word 

en poriee gevorm word. Laasgenoemde twee effekte versteur die intrasellulere 

homeostase, water beweeg in die sel in en dit lei tot selswelling en uiteindelik 

kollo"iedosmotiese sellise. 

Die effek van die aktiewe komponente van skerpioenvenoom word op sellulere 

vlak met verskeie tegnieke, waaronder spanningsklemming, 'n hoogs 

gespesialiseerde en duur tegniek, ondersoek. Bogenoemde het gelei tot die 

behoefte aan 'n siftingstegniek waarmee die a-effek en ander effekte van 

skerpioenvenoom aangedui kan word voordat dit verder elektrofisiologies 

ondersoek word. Die beskikbaarheid van kardiale miosiete in die elektrofisiologie 

laboratorium van die PU vir CHO en die sensitiwiteit van die selteltegniek, het 

bygedra tot die ontwikkeling van so 'n siftingstegniek. Die isolering van miosiete 

behels 'n ingrypende proses en hoewel die veranderlikes tydens die 

isoleringsproses sover moontlik beperk word en die ekstrasellulere omgewing in 

vitro die in vivo omgewing naboots, is daar altyd verskille wat daartoe lei dat die 
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Ca2
+ -weerstandbiedendheid van die miosiete tussen verskillende bereidings 

varieer. 'n Miosiet word as Ca2
+ -weerstandbiedend beskou indien dit 

staafvorrriig, dwarsgestreep en nie spontaan aktief is nie. In die ontwikkeling van 

die siftingstegniek is bogenoemde variasies van miosiete en die betroubaarheid 

van die selteltegniek ondersoek. Verder is die selteltegniek deur manipulering 

van die ekstrasellulere omgewing aangewend om die siftingstegniek te ontwikkel 

waarmee op 'n koste-effektiewe manier onderskei kan word tussen veral die 

neurotoksiese (a)-effekte en membraandestabiliserende of porievormende 

effekte van skerpioenvenoom van die genus Parabuthus. 

1.1 DOELSTELLINGS EN MOTIVERING 

Die hoofdoel van hierdie studie was om 'n siftingstegniek te ontwikkel waarmee 

a-effekte, porievorming en moontlik sellise met skerpioenvenoom van die genus 

Parabuthus op 'n koste-effektiewe manier aangetoon en onderskei kan word. Vir 

die ontwikkeling van die siftingstegniek is verdere doelstellings gestel naamlik: 

1. Om te bewys dat die selteltegniek betroubaar is en gebruik kan word in die 

siftingstegniek om die verskillende effekte van venome te onderskei. 

2. Om vas te stel of bevriesing van die venoom die aktiwiteit be"invloed. Vir 

hierdie doel is P. schlechteri Purcell, 1899 venoom gebruik. 

3. Om veratridine as 'n model te gebruik om die a-effek in kardiale miosiete met 

verskillende skerpioenvenome te onderskei. 

4. Om mastoparan (melittin) as 'n model te gebruik om porievorming of 

membraandestabiliserende effekte aan te dui. 

5. Om hemolise van eritrosiete te gebruik om kollo"iedosmotiese lise van sellise 

as gevolg van disintegrering van die selmembraan, te onderskei. 

Die doel van hierdie studie was om 'n siftingstegniek te ontwikkel wat nog nie 

voorheen in die literatuur beskryf is nie. 'n Duidelike hipotese kon nie 

geformuleer word nie en aangesien daar verskeie faktore is wat die ontwikkeling 
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van so 'n siftingstegniek kan be"invloed is die ondersoek van die invloed van 

hierdie faktore as doelstellings geformuleer. 
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LITERATUURSTUDIE 

2.1 MEDIESE BELANG VAN SKERPIOENVENOOM 

Daar is ongeveer 1500 verskillende skerpioenspesies bekend en hulle behoort 

tot die klas Arachnida en die orde Scorpionidae. Die Buthidae Koch, 1837 

skerpioenfamilie bestaan uit ongeveer 500 spesies. Die Parabuthus genus, wat 

aan hierdie familie behoort, kom wydverspreid in Suid-Afrika voor en die venoom 

van hierdie genus kan aanleiding gee tot patologiese simptome in die mens 

(Simard & Watt, 1990:436; Possani et al., 1999:287). 

Skerpioenvenoom is vanuit 'n biologiese oogpunt baie interessant en van 

mediese belang op grond van die teenwoordigheid van verskeie aktiewe 

komponente soos polipeptiede, ensieme, nukleotiede, lipiede, biogeniese amiene 

en ander onbekende komponente. Die venoomkomponente wat die meeste 

belangstelling by navorsers ontlok is die polipeptiede wat ioonkanale, veral 

spanningsafhanklike natriumkanale (Na+-kanale) en kaliumkanale (~-kanale), 

be"invloed en sodoende aanleiding gee tot kliniese simptome. Die patofisiologie 

van skerpioeninvenomering verskil vir verskillende spesies wat verband hou met 

die verskil in samestelling van die venoom. lnvenomering deur gevaarlike 

skerpioene tas veral die kardiovaskulere ste1sel, longe, spiere en verskeie kliere 

aan. Senuwee-eindpunte van die outonome senuweestelsel en die adrenale 

medulla word gedepolariseer wat lei tot die vrystelling van 'n groot aantal 

neurotransmitters, veral katesjolamienes, wat 'n groot effek op die hart het. 

Hierdie vrystelling van neurotransmitters lei tot 'n mengsel van simpatiese, 

parasimpatiese en paralitiese simptome. Die ernstigheidsgraad van simptome 

na invenomering is gewigs- en dosisafhanklik en daarom is die risiko vir kinders 

groter as vir volwassenes. Sistemiese simptome word gewoonlik nie met 

volwassenes geassosieer nie, hoewel hulle meer dikwels as kinders gesteek 
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word. Lokale simptome behels dikwels 'n brandpyn en soms swelling en 

eritema. Hierdie simptome mag verskeie ure duur (Simard & Watt, 1990:434, 

437-8; Omran & Abdel-Rahman, 1992:99). 

Met die ontwikkeling van biochemiese en molekuler-biologiese tegnieke is dit 

moontlik om toksienkomponente uit venoom te isoleer, te suiwer en te 

karakteriseer. Die venoomsamestelling word be"invloed deur verskeie faktore 

wat dit moontlik maak dat toksiene van die venoom van dieselfde 

skerpioenspesie mag varieer as die skerpioene in verskillende geografiese 

gebiede voorkom (Simard & Watt, 1990:417-419; Omran & Abdel-Rahman, 

1992:100). 

Skerpioentoksiene is meestal polipeptiedkettings van 35-65 aminosure met 'n 

tipiese struktuur wat bestaan uit 'n driestring antiparallelle P-plaat en 'n kort a­

heliks. Die struktuur word deur drie of vier disulfiedbrue gestabiliseer (Simard & 

Watt, 1990:419; Possani et al., 1999:296). 

2.2 KARDIALE MIOSIETE 

'n Tipiese kardiale miosiet is 'n dwarsgestreepte, staafvormige sel , 10-30 µm 

breed en 80-150 µm lank. lndien kardiale miosiete beskadig word, soos gebeur 

na blootstelling aan patologiese stimuli , vertoon die miosiet onomkeerbare 

hiperkontraktuur (verkort na 30-40 µm) en verloor sy staafvormige voorkoms 

(Borgers et al., 1988:434; Ver Donck & Borgers, 1991 :H1829; Macek et al. , 

1994:213; Sarvazyn, 1998:297). 

2.2.1 Kalsiumhomeostase 

Die instandhouding van Ca2+ -homeostase is van groot belang in kardiale 

miosiete, aangesien verhoogde [Ca]i lei tot Ca2+ -oorbelading, hiperkontraktuur en 

seldood. Kardiale miosiete benodig 'n rustende [Ca2+]i van minder as 200 nM vir 

die kontraktiele elemente om te ontspan na 'n kontraksie. Wanneer die [Ca2+]i 

minder as 100 nM is behou 95% van die miosiete hul normale staafvormige 
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voorkoms, 50% miosiete vertoon hiperkontraktuur by 'n [Ca2•]i van 400 nM en 

alle miosiete vertoon hiperkontraktuur by 'n [Ca2•]i van 1 µM (Chapman & 

Tunstall , 1987:81 ). 

Ca2+ Ekstraselluler 

•◄-- Sarkolemma 

SR Ca2+-vrystellingskanaal 
Na+-kanaal 

lntraselluler 

-t--+-• Ca2+-lekstroom 

-i 
C" 
C 
iii ' 
< 
Q) 
::::, 

" Q) 

a. 
iii' 
ro 
3 
ci ' 
(/) 

i 

Figuur 2.1 Die intrasellulere meganismes wat 'n rol speel in Ca2
+ -homeostase tydens 

rustoestand. 

Eksitasie-kontraksiekoppeling in die hart is die proses waartydens 'n 

aksiepotensiaal , deur middel van ioonvloei deur ioonkanale, die sel se 

kontraktiele apparaat aktiveer. Eksitasie ( depolarisering van selmembrane) lei 

tot die opening van spanningsafhanklike Na• - en Ca2•-kanale (Figuur 2.1 ). Die 

aanvanklike opwaartse beweging van die aksiepotensiaal word veroorsaak deur 

die Na•-influks via die Na•-kanaal en die plate word veroorsaak deur die Ca2
•­

influks via die L-tipe Ca2•-kanaal asook die omkeerfase van die Na,ca2•-uitruiler 

(Barry & Bridge, 1993:1807; Terracciano et al., 1998:652). 
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Die verhoogde [Ca2+]i aktiveer die Ca2+ -vrystellingskanale van die 

sarkoplasmiese retikulum (SR) met gevolglike vrystelling van Ca2+ uit die 

intrasellulere Ca2+ -store (Figuur 2.1 ). Die Ca2+ wat vrygestel word deur die SR 

inisieer 'n kontraksie deur aan die kontraktiele proteTene te bind. In die 

rustoestand word aktien en miosien geTnhibeer deur die troponien­

tropomiosienkompleks, wat gebind is aan aktien. Sodra Ca2+ aan troponien-C 

bind vind konformasie-veranderinge van hierdie kompleks plaas en die inhibisie 

word opgehef, met gevolglike dwarsbruggie-interaksie en die verkorting van die 

kontraktiele elemente. Veranderinge in die affiniteit van die kontraktiele 

elemente vir Ca2+, asook die [Ca2+]i, reguleer die ontwikkeling van kontraksiekrag 

in miosiete (Barry & Bridge, 1993:1810; Bers et al., 1996:430). Verskeie 

chemiese middels kan die Ca2+ -homeostase aansienlik beTnvloed en sodoende 

die kontraksiekrag van individuele miosiete en gevolglik die kontraksiekrag van 

die hart as geheel beTnvloed. 

Repolarisasie bevorder die Na+in\Ca2+uit fase van die uitruiler en gevolglik sal die 

[Ca2+]i herstel. Vir die kontraktiele elemente om te ontspan moet die [Ca2+]i 

herstel sodat Ca2+ van die troponien-C kan dissosieer. Daar is 'n aantal 

meganismes in kardiale miosiete wat betrokke is by die herstel van [Ca2+]i : 

1 . Fosforilering van fosfolamban wat lei tot heropname van Ca2+ deur die SR se 

Ca2+-ATPase pomp (Figuur 2.1) en gevolglike binding aan kalsekwestrien (in 

die SR), 

2. die sarkolemma Na~Ca2+-uitruiler (Figuur 2.1) wat Ca2+ uit diesel uitvoer en 

verantwoorde1ik is vir 75% van die rustende Ca2+ -effluks, 

3. die ATP afhanklike Ca2+-pomp in die sarkolemma (Figuur 2.1) wat beskou 

word as 'n hoe affiniteit, lae kapasiteit Ca2+ -efflukssisteem en wat 'n kleinerrol 

speel as die Na+\Ca2+-uitruiler, en 

4. vulling van die Ca2+ -store in die mitochondria wat bepaal word deur die [Ca2+]i 

en wat korttermyn (minute tot sekondes) verandering in [Ca2+]i kan buffer. 

lndien [Ca2+]i nie herstel nie sal miosiete nie in staat wees om te ontspan nie en 

in hiperkontraktuur gaan (Callewaert, 1992:929; Barry & Bridge, 1993: 1807; Bers 
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et al., 1996:430). Deur gebruik te maak van 'n model waar ge·isoleerde kardiale 

miosiete blootgestel word aan patologiese stimuli om Ca2+ -oorbelading te 

induseer, kan die gebeure tydens Ca2+ -oorbelading en gevolglike 

hiperkontraktuur op sellulere vlak ondersoek word (Ver Danek & Borgers, 

1991 : H 1831 ) . 

Lokale veranderinge in die ekstrasellulere kalsiumkonsentrasie ([Ca2+]e) is nie 

ongewoon in vivo nie aangesien Ca2+ -influks in selle die [Ca2+]e in die beperkte 

interstisiele ruimtes verlaag wat dan die sel meer prikkelbaar maak. Algemene 

verlaging van [Ca2+]e in bloedplasma mag lei tot 'n tetanussindroom en gevolglike 

konvulsies. Die potensiaalafhanklikheid van membraanstrome verskuif op 'n 

kenmerkende manier op grand van veranderinge in die [Ca2+]e- Verlaging van 

die [Ca2+]e bevorder die ontstaan van spontane aksiepotensiale tydens 

depolarisering, aangesien die drempelwaarde vir aksiepotensiale verlaag en die 

prikkelbaarheid van die membraan verhoog (Dudel, 1989:27). 

2.2.2 Na~Ca2
+ -uitruiler 

Die Na ,Ca2+ -uitruiler speel 'n belangrike rol in Ca2+ -homeostase. Dit dra 

grootliks by tot die rustende Ca2+ -effluks en is verantwoordelik vir influks tydens 

depolarisasie (by ± - 40 mV) deur om te keer. Die Na,Ca2+-uitruilerstroom word 

deur verskeie navorsers ondersoek en is die eerste keer deur Kimura et al. 

(1986:596) en Mechmann & Pott (1986:598) in ge"isoleerde kardiale miosiete 

beskryf. Beukelmann & Wier (1989:499) het in dieselfde preparaat die 

uitruilerstroom ge·isoleer deur die Na+- en Ca2+-kanale te blokkeer asook die 

vrystelling van Ca2+ deur die SR te inhibeer. Die navorsers het gevind dat 5 mM 

nikkelchloried (NiC'2) die stroom blokkeer en daar word dikwels na die 

uitruilerstroom as die nikkelsensitiewe stroom (Beukelmann & Wier, 1989:499) 

verwys. Die resultaat met NiC'2 is deur verskeie navorsers bevestig (Minezaki & 

Chapman, 1993:546; Kappl & Hartung 1996:2478). Wright et al. (1995:294) en 

Bers et al. (1996:430) het ekstrasellulere Ca2+ verwyder en EGTA bygevoeg om 

te verseker dat die uitruiler volkome uitgeskakel word tydens eksperimentering. 
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Die Na ~Ca2+ -uitruiler is 'n groot prote'ien met 938-970 aminosure en 'n 

molekulere massa van ongeveer 160 KDa. Dit bestaan uit elf 

transmembraansegmente met 'n groot hidrofiliese streek tussen die vyfde en 

sesde transmembraansegment. Die hidrofiliese streek is essensieel vir normale 

beheer en daar kom regulatoriese bindingsplekke voor waaraan sitoplasmiese 

Ca2+ moet bind vir aktivering van die transportaktiwiteit (Barry & Bridge, 

1993:1806; Hryshko & Philipson, 1997:46-47; Fang eta/., 1998:CS0). 

Onder rustende toestande behels transportaktiwiteit die invloei van drie Na+ -ione 

in ruil vir 'n Ca2+ -icon. Die netto elektrochemiese dryfkrag wat verantwoordelik is 

vir die uitruiling word deur die volgende vergelyking voorgestel : 

A = 3.1.µNa - .1.µca waar 

A = die totale elektrochemiese dryfkrag (vrye energie) 

.1.µNa = energie beskikbaar in die elektrochemiese gradient vir Na+ 

.1.µca = energie beskikbaar in die elektrochemiese gradient vir Ca2+ 

lndien die energie in die Na+-grad·ient drie keer groter is as die in die Ca2+­

gradient, beweeg Ca2+ uit diesel uit. lndien die Na+-gradient egter kleiner as die 

Ca2+ -gradient is vind die teenoorgestelde plaas, die uitruiler keer om en Na+ 

beweeg uit diesel uit en Ca2+ beweeg diesel binne. 

: . A= 3ENa - 2Eca - Em waar 

Em = membraanpotensiaal 

ENa = Na+ -ewewigspotensiaal 

Eca = Ca2+ -ewewigspotensiaal 

lndien ewewig bereik is, is A = 0 en 

Eeq = 3ENa - 2Eca 

Eeq = ewewigspotensiaal 
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Die omkeerpotensiaal waar die uitruiler omkeer is dieselfde as die 

ewewigspotensiaal (ongeveer -40 mV) in rustende ventrikulere miosiete. 

Die Na+\Ca2+ -uitruiler is duidelik spanningsafhanklik en in rustende miosiete met 

'n membraanpotensiaal van -90 mV wat meer negatief as die Eeq is, funksioneer 

die uitrui ler om Na+ in die sel en Ca2+ uit die sel te voer (Barry & Bridge, 

1993: 1806-1807). 

2.2.3 lnvloed van intrasellulere natriumkonsentrasie 

Tydens depolarisasie kan Na+ -influks deur die Na+ -kanaal [Ca2+]i beTnvloed deur 

die Na+\Ca2+-uitruiler. 'n Verhoging in [Na+]i lei tot 'n grater waarskynlikheid dat 

die uitru iler sal omkeer en Ca2+ in die sel sal voer (Chapman & Tunstall , 1987:81 ; 

Bers eta!., 1990:C951 ; ltogawa eta/., 1996:404). 

lndien die aksiepotensiaal verleng, word die effluks van Ca2+ deur die uitruiler as 

gevolg van die membraanpotensiaal onderdruk. Die [Na+]i verhoog, die energie 

beskikbaar om Ca2+ uit te voer word be'invloed en dit lei tot 'n verhoogde [Ca2+]i. 

Middels wat die kardiale aksiepotensiaal verleng induseer sodoende Ca2+ -

oorbelading. Hierdie Ca2+ -oorbelading mag spontane Ca2+ -vrystelling vanuit die 

SR veroorsaak en aanleiding tot aritmiee in die hart gee. 

Digitalis glikosiede wat die Na~l<-pomp inhibeer kan [Na+]i verhoog en sekonder 

tot 'n verhoging van [Ca2+]i lei as gevolg van die Na~Ca2+-uitruiler. Van hierdie 

Ca2+ word opgeneem in die SR en is dan beskikbaar vir vrystelling met die 

daaropvolgende kontraksie wat 'n kragtiger kontraksie tot gevolg sal he (Ver 

Donck & Borgers, 1991 :1833; Barry & Bridge, 1993:1813). 

2.3 DIE NATRIUMKANAAL 

Na+ -kanale speel 'n belangrike rol in die fisiologie van die sel deurdat dit bydra 

tot die koordinering van verskeie fisiologiese prosesse soos vinnige depolarisasie 
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en geleiding van elektriese impulse deur senuwee-, spier- en hartselle. 

Spanningsafhanklike Na+ -kanale is integrale membraanprote'iene wat 

verantwoordelik is vir die ontstaan van aksiepotensiale in prikkelbare weefsel. 

Tydens die aksiepotensiaal is daar influks van Na+-ione in die sel in wat 'n 

belangrike rel in eksitasie-kontraksie koppeling in die hart speel. 

Soogdiermiosiete bevat ongeveer 100 000 Na+ -kanale ( 1-50 Na+ -kanale/µm2
) 

teenoor veel minder Ca2+ - en ~ -kanale (Marban et al., 1998:647; Gordon et al. , 

1996:8034). 

Na+-kanale bestaan uit verkeie subeenhede waarvan die a-subeenheid (Figuur 

2.2), wat uit ongeveer 2000 aminosure (240-280 kDa) bestaan, essensieel is vir 

kanaalfunksie. ~-Subeenhede wat met die a-subeenheid geassosieer is kan die 

hekkinetika, spanningsafhanklikheid en sensitiwiteit van die kanaal be'invloed. 

Die a-subeenheid bestaan uit vier homoloe streke wat elkeen ses 

transmembraansegmente bevat (Figuur 2.2). Die S5 en S6 segmente, van elk 

van die vier streke, vou saam en vorm so 'n sentrale transmembraanporie. Die 

samestelling van die porie bepaal die selektiwiteits~ en geleidingseienskappe van 

die kanaal (Catterall 1992:S20, S29; Gordon et al., 1996:8035; Marban et al., 

1998:647, 649). 

II III 
IV 

Figuur 2.2 Skematiese voorstelling van 'n Na+ -kanaal a-subeenheid. 
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Na+ -kanale, net soos baie ensieme, kan maklik konformasie-veranderinge 

ondergaan. Hodgkin en Huxley was die eerste navorsers wat die kinetiese 

veranderinge van die Na+-kanaal beskryf het (Grant 1991 :322). Die klassieke 

siening van Hodgkin en Huxley behels dat die beweging van ione deur Na+­

kanale beheer word deur twee hekke, naamlik die aktiveringshek (m-hek) en 

inaktiveringshek (h-hek). Tydens die rustoestand is die aktiveringshek toe en die 

inaktiveringshek oop, waarna depolarisasie van die membraan veroorsaak dat 

die aktiveringshek oopmaak. Seide die aktiverings- en inaktiveringshekke is nou 

oop en 'n vinnige influks van Na+-ione vind plaas wat tot verdere depolarisasie en 

influks van Na+ lei. Hierdie inwaartse Na+-stroom is verantwoordelik vir die vinnig 

stygende fase van die aksiepotensiaal. Sodra die inaktiveringshek toemaak en 

inaktivering gevolglik plaasvind neem die inwaartse beweging van Na+ af en 

word die stroom getermineer. lnaktivering is saam met die uitwaartse t<-stroom 

verantwoordelik vir repolarisasie van die aksiepotensiaal. Die rustende 

membraanpotensiaal moet bereik word voor die membraan sy deurlaatbaarheid 

vir Na+ herwin en depolarisasie weer kan plaasvind (Simard & Watt, 1990:427; 

Grant 1991 :322). Na+-kanale kan dus in drie verskillende fases wees nl. rustend, 

geaktiveerd of ge·inaktiveerd. 

Aktivering ( oopmaak van die m-hek) word veroorsaak deur spanningsafhanklike 

konformasie-veranderinge van die kanaalprote'ien. Na+-kanale maak slegs vir 'n 

kart tydjie oop tydens depolarisasie en nie alle kanale is gelyktydig oop nie. 

loonkonduktansie deur Na+-kanale is een van die vinnigste prote'iengemedieerde 

prosesse in die liggaam. 'n Membraanprote'ien wat reageer op die verandering 

in membraanpotensiaal moet gelaaide en\of dipolere aminosuurresidue in die 

elektriese veld van die membraan he. Veranderinge in die membraanpotensiaal 

oefen dan krag uit op die prote'iengebonde dipole en ladings. lndien die energie 

van die ladings groat genoeg is, lei dit tot konformasie-veranderinge in die 

prote'ien na 'n nuwe stabiele toestand waar die netto lading of die lokalisasie van 

die lading binne die elektriese veld van die membraan, verander het. Op grand 

hiervan het Hodgkin & Huxley voorspel dat aktivering van die Na+-kanaal die 
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beweging van ses positiewe ladings van die intrasellulere na die ekstrasellulere 

kant van die membraan vereis (Catterall 1992:S17). Die positief gelaaide S4 

segmente dien as aktiveringsensors. Tydens die aktiveringsproses beweeg 

gelaaide aminosure in elke S4 segment fisies deur die membraan deur 'n nou 

deurgang wat gevorm word deur ander (nog onge'identifiseerde) streke van die 

kanaal (Marban et al. , 1998:650). 

Die m-hek wat oopmaak tydens aktivering en die h-hek wat toemaak tydens 

inaktivering, funksioneer onafhanklik hoewel die twee prosesse gekoppel is 

(Cahalan, 1975:512; Grant, 1991 :322). Koppeling van aktivering en inaktivering 

het tot gevolg dat inaktivering stadig by klein en vinnig by groat depolarisasies 

plaasvind (Tang et al., :1998:639). Verskillende prote·ienkomponente wat op die 

intrasellulere oppervlak van die kanaal gelee is, veroorsaak vinnige en stadige 

inaktivering. Bepaalde aminosure, naamlik isoleusien (I), fenielalanien (F) en 

methionien (M) , in die intrasellulere lus tussen streek Ill en streek IV (Figuur 2.2), 

veroorsaak vinnige inaktivering deurdat dit met 'n skarniermeganisme die ruimte 

wat deur die S4-S5-verbindingselemente van streke Ill en IV gevorm word, van 

die intrasellulere kant blokkeer (bal-en-ketting model). Die strukturele bepalers 

van stadige inaktivering is minder bekend, maar dit blyk dat aminosure in die 

poriestreek daarby betrokke is (Marban et al. , 1998:650). lnaktivering van die 

Na+-kanaal word vertraag deur verskeie neurotoksiene, insluitende die a­

skerpioentoksiene (Catterall 1992:S28). 

2.3.1 lnvloed van toksiene op die Na+ -kanaal 

Neurotoksiene en ander chemiese komponente wat die Na+-kanaal se funksie 

wysig , be'invloed een of meer van die drie essensiele funksionele eienskappe 

van die Na+-kanaal nl. spanningsafhanklike aktivering, inaktivering of selektiewe 

ioonkonduktansie. Hierdie toksiene bind met hoe affiniteit en spesifisiteit aan 

Na+-kanale en word vir navorsingsdoeleindes gebruik om die 

prote'ienkomponente van die Na+-kanaal, asook die funksionele gebiede van die 

kanaal te identifiseer (Catterall 1992:S17). 
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2.3.1.1 Skerpioentoksiene 

Alie bekende Na+-kanaal neurotoksiene toon ooreenkomste wat hul struktuur 

betref - hulle is swak basis prote"iene, is saamgestel uit 60-76 aminosure en 

word gestabiliseer deur vier disulfiedbrue. Die a-subeenheid van die Na+-kanaal 

bevat verskeie reseptorbindingsplekke vir neurotoksiene en ten minste ses van 

hierdie reseptorbindingsplekke is reeds ge"identifiseer. Skerpioentoksiene met 

Na+-kanale as spesifieke teiken be"invloed meestal die hekmeganisme van die 

kanaal en is aanvanklik op grand van hul farmakologiese effekte in twee groepe 

verdeel nl. a- en f3-toksiene. Skerpioen a-toksiene bind spanningsafhanklik aan 

reseptorbindingsplek 3 van die Na+-kanaal en vertraag of blokkeer die 

inaktiveringsproses. Neurotoksienbinding by ekstrasellulere streke be"invloed die 

inaktiveringsproses by die S3-S4-verbindingselemente van streek IV van die 

kanaal. Dit lei tot 'n verlenging van die aksiepotensiaal en tot akkumulering van 

intrasellulere Na+ en gevolglik Ca2+. Dit word as 'n tipiese a-effek van 

skerpioentoksiene beskou (Simard & Watt, 1990:428; Possani et al. , 1999:292-

293; Catterall, 1992:S18; Gordon et al., 1996:8034; Marban et al., 1998:652). 

Skerpioen f3-toksiene bind spanningsonafhanklik aan reseptorbindingsplek 4 van 

die Na+-kanaal. Hierdie toksiene be"invloed aktivering van die Na+-kanaal deur 

die spanningsafhanklikheid na meer negatiewe membraanpotensiale te verskuif 

sender om inaktivering te be"invloed (Catterall , 1992:S18). 

2.3.1.2 Veratridine 

Veratridine is 'n alkalo"ied wat volgens die meeste navorsers van die lipiedfase 

van die membraan aan reseptorbindingsplek 2 bind. Veratridine is afkomstig van 

sabadilla-sade wat aanvanklik gebruik is as insekdoder deur lndiane. Sedert 

ongeveer 1970 word dit kommersieel vervaardig en wereldwyd gebruik vir 

navorsingsdoeleindes. Veratridine verleng die tyd wat die Na+-kanaal oop is 

deur inhibering of vertraging van Na+-kanaal inaktivering (Yamashita et al. , 

1999:1864; Tamura et al., 1996:200; ltogawa et al., 1996:401) met 'n gevolglike 
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verskuiwing van die spanningsafhanklikheid vir aktivering na meer negatiewe 

membraanpotensiale. As gevolg hiervan word veratridine as 'n Na+ -agonis 

beskou en veroorsaak dit, soos die a.-skerpioentoksiene, akkumulasie van Na+ in 

selle (Catterall, 1992:S18; Ulbricht, 1998:2,43; Yamashita et al., 1999:1864-

1865). Tamura et al. (1996:200) het met veratridine Ca2+-oorbelading in miosiete 

ge·induseer en gevind dat hiperkontraktuur intree as gevolg van 'n verhoging in 

[Na+]i en die daaropvolgende omkeer van die Na'\Ca2+-uitruiler. 

2.4 PORIEVORMING 

Selmembrane van soogdiere bestaan uit dubbellipiedlae waarin integrale 

membraanprote·iene, oppervlak-geassosieerde (perifere) membraanprote·iene en 

koolhidrate voorkom. Hierdie selmembrane is slegs sowat 7-9 nm in deursnit, 

maar hou selle met 'n deursnit van 10-15000 nm intakt. Ongeveer die helfte van 

die membraan se gewig bestaan uit lipiede. Lipiede is amfipaties met hidrofiliese 

koppe en hidrofobiese sterte. Die prote·iene, wat die membraan deurspan en 

ioonkanale vorm, het polere streke aan elke oppervlak en een of verskeie 

intrasellulere hidrofobiese kante. loonkanale en ioonpompe hou die 

kenmerkende intrasellulere ioonsamestelling, wat noodsaaklik is vir normale 

selfunksionering, in stand. Enige verandering in die deurlaatbaarheid van die 

membraan hou gevolglik 'n bedreiging vir die voortbestaan van die sel in, 

aangesien lekkasies wat groot genoeg is en nie herstel kan word nie lei tot 

seldood (Ojcius et al., 1998:44,48; Bhakdi & Tranum-Jensen, 1988:1 ). 

Sitolitiese prote"iene en peptiede het verskeie defensiewe en offensiewe funksies 

in lewende organismes. In die geval van antibakteriele en mikrobiese peptiede 

help dit met beskerming deur indringers te vernietig en in die geval van venome 

en toksiene help dit met verdediging. Seide die rolle word vervul deur sellise 

asook ensiematiese en nie-ensiematiese meganismes. Peptiede wat as 

defensiewe en offensiewe verbindings optree staan bekend as sitolisiene, 

aangesien hulle lities is vir selle en bakteriee deur indringing, destabilisering of 
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vernietiging van selmembrane en verandering van membraanpotensiale en 

ioongradiente (Verdonck et al. , 2000:247; Kini & Evans, 1989:277). 

Die antibakteriele werking van sommige porievormende peptiede wek tans groot 

belangstelling by navorsers as gevolg van die vinnige ontwikkeling en 

verspreiding van bakteriele weerstand teen konvensionele antibiotika. Baie 

porievormende peptiede het bree antimikrobiese selektiwiteit en lae bakteriele 

weerstand met die voordeel dat dit maklik chemies gesintetiseer kan word. 

Sitolitiese peptiede, wat kankerselle as teiken het, kan . moontlik lei tot die 

ontwikkeling van nuwe middels vir die behandeling van kanker. Tans lok 

peptiede wat unieke interaksies met selmembrane toon en geneeskundige 

potensiaal het, veral belangstelling (Verdonck et al., 2000:248; Ojcius et al., 

1998:53). Vir die ontwikkeling en ontdekking van nuwe middels is dit egter nodig 

om die werking van antimikrobiese peptiede en prote·iene te verstaan. 

Sellise kan op twee maniere plaasvind naamlik kolloTedosmotiese en nie­

kollo"iedosmotiese lise. Tydens kolloTedosmotiese lise vind membraan­

destabilisering plaas of 'n diskrete transmembraanporie word gevorm waardeur 

klein osmotiese komponente kan beweeg, maar nie groter molekule socs 

proteiene nie. As gevolg hiervan word die intrasellulere omgewing hiperosmoties 

en 'n netto influks van water met gevolglike selswelling ontstaan. Sellise kan 

duidelik in eritrosiete waargeneem word met die vrystelling van 

hemoglobienmolekule. Die hemoglobienmolekule het 'n effektiewe deursnee van 

4.8 nm en kan aanvanklik nie deur die klein porie beweeg nie, maar selswelling 

lei tot uiteindelike sellise en vrystelling van die hemoglobien. Tydens nie­

kolloiedosmotiese lise is die beskadiging van die selmembraan van so 'n aard 

dat sellise byna onmiddellik plaasvind. Laasgenoemde sellise word gewoonlik 

ensiematies ge·induseer deur ender andere fosfolipase A2 (Chen et al., 1997:685; 

Menestrina et al. , 1994:251 ; Park et al. , 1994:166; Yamanaka et al., 1987:2859-

69). 
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Die effek van sitolitiese peptiede op selmembrane het gelei tot konseptualisering 

van poriee. Poriee word beskou as ge'isoleerde defekte van die membraan­

struktuur waardeur polere molekule met redelike gemak kan beweeg. Meeste 

poriee is uitgevoer met prote·iene hoewel sommige poriee nie prote"ienwande reg 

random het nie en gedeeltelik gevorm word deur die kante van die 

lipiedmembraan. Poriee word gekenmerk deur membraan-ingevoegde streke 

waar die een kant hidrofobies reageer met die membraanlipiede, terwyl die ander 

kant hidrofilies is en deurgang verleen aan ione en klein molekule. Die apolere 

gedeeltes van die prote'iene assosieer met die membraanlipiede sander om die 

membraan verder te be'invloed. Die prote'iene is stewig geanker in die 

membraan en vorm die porie (Bhakdi & Tranum-Jensen, 1988:2). 

Porievormende peptiede of prote'iene bind of aan die lipiede of aan die prote'iene 

in die selmembraan. 'n Groot aantal van die sitolitiese prote'iene en peptiede 

bind aan die negatief gelaaide lipiede. Kationiese aminosuurresidue in die 

peptiedstruktuur blyk noodsaaklik te wees vir die interaksie met die negatief 

gelaaide lipiede · van die membraan. Die struktuur van 'n peptied speel 'n 

belangrike rol by die invoeging van die peptied in die membraan en interaksie 

met die membraankomponente mag die litiese eienskappe van die peptied 

bepaal. Seide kationiese en hidrofobiese streke is nodig vir sitolitiese aktiwiteit 

(Arbuzova & Schwarz, 1999:2; Rudenko & Nipot, 1996:754; Kini & Evans, 

1989:283). 

Daar is verskillende modelle waardeur poriee ge'induseer kan word. Een so 'n 

model is die "barrel-stave" model, waar toksienmonomere aan die membraan 

bind. Die hidrofobiese oppervlak van die toksien dring gevolglik die membraan 

binne en lei tot die vorming van 'n porie. In hierdie model is 'n hidrofobiese 

oppervlak van die amfipatiese a-heliks of f3-plaat van kritiese belang. In die 

"carpet-like" model is die peptiede waarskynlik te kort om oor die membraan te 

span. Peptiedmonomere bind aan die selmembraan deur elektrostatiese kragte 

tussen die kationiese residue en die anioniese selmembraanoppervlak en le op 
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'n sogenaamde "carpet-like" manier op die oppervlak van die membraan. Die 

membraan word beskadig sodra die drempelkonsentrasie van die peptied bereik 

word. Hoewel onwaarskynlik, is vorming van transmembraanporiee ook moontlik 

met hierdie model. Die "wormhole" model mag as 'n tussenstadium voorkom. 

Volgens die "wormhole" model vorm lipiede saam met die peptied die wande van 

die porie. 'n Verhoging in die peptiedkonsentrasie lei tot sigbare disintegrasie 

van die lipieddubbellae van die membraan. Ten spyte van die verskille tussen 

die modelle is dit duidelik dat kationiese ladings en die hidrofobiese oppervlak 

van die toksien essensieel is vir porievorming (Chen et al., 1997:688; Bechinger, 

1999:173). 

2.4.1 Die rol van ca2
• 

Hoewel sommige porievormende toksiene ca2
• -ione benodig vir binding en hulle 

litiese aktiwiteit (Menestrina et al., 1994:250; Ojcius et al. , 1998:47), dui 

navorsing ook op die beskermende rel van Ca2
• teen sitotoksiteit veroorsaak 

deur sekere virusse, bakteriee, diertoksiene, komplement en sintetiese 

komponente soos kationiese prote"iene. Die beskermende rel van Ca2
• op die 

selmembrane van plantselle is al in 1914 beskryf en op membrane van neurone 

in 1957 (Mahadevan et al., 1990:513). Die beskerming van die selmembraan 

teen skade word beskou as een van Ca2
+ se fisiologiese rolle (Park et al., 

1994: 166). Die meganisme waardeur die beskerming plaasvind is neg grootliks 

onbekend en verskil by verskillende toksiene. Dit is moontlik dat die laterale 

beweging van die toksiene wat nodig is om 'n transmembraanporie te vorm deur 

Ca2
+ voorkom word socs in die geval van die staphylococcus a -toksien. Die 

inhiberende effek van Ca2
+ op hemolise ge"induseer deur Vibrio vulnificus is egter 

nie die gevolg van inaktivering van die toksien, inmenging met binding of 

oligomerisasie van die toksien op die membraan nie. Poriee veroorsaak deur 

Vibrio vulnificus het 'n deursnee van ongeveer 1 nm, terwyl Ca2
+ 'n effektiewe 

deursnee van 1.2 nm het en moontlik 'n inhiberende effek uitoefen deurdat dit as 

osmotiese beskermer optree (Park et al., 1994: 170). Lipiedladings speel 'n rel by 

die binding van peptiede aan bakteriele membrane. Ca2
• en ander divalente 
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katione bind baie effektief aan negatief gelaaide lipiede en indien 'n membraan 'n 

hoe persentasie lipiede bevat, skerm divalente katione moontlik die negatiewe 

ladings van die membraan af. Ca2+ en divalente katione kompeteer oak met die 

toksiene vir binding aan die membraan (Hetru et al., 2000:663). 

2.4.2 Porievorming deur natuurlike toksiene 

2.4.2.1 Skerpioenvenoom 

Skerpioenvenoom mag 'n nuwe bran van amfipatiese kationiese peptiede 

verteenwoordig waar verskeie funksies in die oorlewingstrategie gekombineer is, 

naamlik chemiese effektiwiteit om potensiele vyande af te skrik en verdediging 

teen bakteriele infeksies. Bo en behalwe die neurotoksiese peptiede, wat a­

effekte op Na+ -kanale het, is daar in die venoom van skerpioene wat tot die 

Scorpionidae en Buthidae families behoort, peptiede ge"isoleer wat waarskynlik 

non-selektiewe poriee in selmembrane vorm. Met P. schlechteri venoom is 

degranulering van menslike granulosiete aangetoon en die porievormende 

komponent is ge"isoleer. Geen degranulering is gevind met P. granulatus 

venoom nie. Aktiwiteit is wel opgemerk in die venoom van P. transvaalicus­

Purcell , 1899, P. vil/osus (Peters, 1862) en P. raudus (Simon, 1888) (Verdonck et 

al., 2000:256). 

Verdonck et al. (2000:256) het in slegs 50% van die monsters van P. schlechteri 

venoom wat ondersoek is degranuleringsaktiwiteit gevind. Na bevriesing, stoor 

en ontvriesing van die venoom kom dit voor asof die porievormende komponent 

se aktiwiteit afneem, hoewel die effek op die Na+ -kanaal stabiel bly. Hierdie 

variasie kon tot dusver nag nie verklaar word nie. Porievormende komponente 

toon nie die strukturele stabiliteit wat by kart- en langkettingpeptiede, wat 'n 

invloed op ioonkanale uitoefen, gevind word nie. Laasgenoemde molekule toon 

baie voue en word gestabiliseer deur drie of vier disulfiedbrue. Porievormende 

peptiede bevat geen siste"ien in die molekulere struktuur vir die vorming van 

disulfiedbrue nie en dit hou moontlik verband met die labiliteit van die molekule. 
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2.4.2.1.1 Parabutoporin 

Die porievormende peptied in P. schlechteri venoom is ge·isoleer en staan 

bekend as parabutoporin (Verdonck et al. , 2000:253). Hierdie peptied word as 'n 

nuwe klas porievormende peptiede beskou. Parabutoporin veroorsaak lekstrome 

by dorsale wortelgangliaselle (wat dui op die porievormende eienskap) en 

veroorsaak degranulering van menslike granulosiete, 'n effek wat ooreenstem 

met die effek van mastoparan. Parabutoporin het 'n molekulere massa van 5033 

Da, bestaan uit 45 aminosure en het 'n unieke primere struktuur wat geen 

ooreenkomste toon met bekende porievormende peptiede nie. Die aminosuur 

volgorde is soos volg: 

FKLGSFLKKAWKSKLAKKLRAKGKEMLKDAYAKGLLEGGSEEVPGQ 

Uit die volgorde is dit duidelik dat siste'ien afwesig is en dat daar geen 

disulfiedbrue in die struktuur is nie. Parabutoporin is 'n kationiese peptied wat 

ryk is aan lisien. Daar is sewentien gelaaide residue naamlik elf lisien- (K), een 

arginien- (R), een aspartaat-(D) en vier glutamaat (E)-residue. Die positiewe en 

negatiewe streke kom aan teenoorgestelde kante van die molekuul voor. Die 

sekondere struktuur vertoon, volgens voorlopige interpretasie, 'n amfipatiese a.­

heliks vir die grootste gedeelte van die peptied met polere hidrofiliese en apolere 

hidrofobiese aminosuursykettings aan teenoorgestelde kante van die heliks 

(Verdonck et al. , 2000:253). 

Behalwe vir die indusering van lekstrome en degranulering kan parabutoporin 

verskeie ensiematiese reaksies, socs Ca2
+ -verwante funksies en -reaksies, ook 

be'invloed (Verdonck et al., 2000:248). Parabutoporin- verhoog [Ca2+]i in 

granulosiete en navorsing het bewys dat die verhoging plaasvind sender Ca2
+ 

influks. Hierdie verhoging is dus nie verwant aan porievorming nie. 

Parabutoporin verhoog [Ca2+]i waarskynlik deur 'n reeks G-prote'ien-afhanklike 

sellulere prosesse. Die peptiedkonsentrasie wat verantwoordelik is vir Ca2
+ -
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vrystelling mag moontlik laer wees as die konsentrasie nodig vir porievorming 

(Verdonck et al., 2000:258). 

Dit wil voorkom asof parabutoporin 'n dubbele effek het, soos waargeneem met 

mastoparan en melittin. Die porievormende peptiede van mastoparan en melittin 

het 'n depolariserende effek op nokiseptore en dra potensieel by tot die neurale 

prikkelbaarheid en induksie van pyn. Verder lei hierdie toksiene ook tot die 

degranulering van mastselle en dra sodoende by tot die vinnige verspreiding van 

die toksiene deur die weefsel. Daar blyk heelwat ooreenkomste te wees tussen 

parabutoporin, mastoparan en melittin en laasgenoemde twee toksiene word 

vervolgens in meer besonderhede bespreek. 

2.4.2.2 Mastoparan 

Mastoparan van die Vespula lewissi wespe is 'n toksiese tetradekapeptied wat 

saamgestel word uit 14 aminosure. Mastoparan stem in baie opsigte ooreen met 

melittin en neem 'n a.-heliks konformasie aan wanneer assosiasie met die 

selmembraan plaasvind. Die molekuul is amfipaties met polere en apolere kante 

op die heliksstruktuur. In teenstelling met mellitin (wat bestaan uit 26 aminosure) 

is mastoparan se a.-heliksstruktuur nie lank genoeg om oor die membraan te 

span nie hoewel mastoparan wel poriee induseer. Die samestelling van 

mastoparan-ge"induseerde poriee is egter nog onbekend en ondersoeke met 

lipiedvesikels toon dat die meeste mastoparanmolekule op die 

membraanoppervlak gaan le met hul polere kante gerig na die waterige medium. 

Die moontlikheid dat van die peptiede dieper in die membraan indring tydens 

porievorming is nie uitgesluit nie, aangesien slegs 'n klein hoeveelheid peptied vir 

porievorming nodig is (Arbuzova & Schwarz, 1999:140). 

Mastoparan induseer poriee, maar aktiveer ook G-prote"iene en het 'n 

stimulerende effek op menslike miokardiale fosfolipase C (PLC). PLC verhoog 

die [Ca2+]i deur die stimulering van twee intrasellulere boodskappers, naamlik 

diasielgliserol (DAG) en inositoltrifosfaat (lnsP3). DAG stimuleer prote"ienkinase 
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C (PKC) en inisieer 'n komplekse fosforilasiekaskade, terwyl lnsP3 Ca2
+ vanuit 

die intrasellulere store vrystel. PKC vertraag die heropname van Ca2
+ deur die 

SR en kan so die [Ca2
+]i be'invloed. Die vrystelling van Ca2

+ uit die intrasellulere 

store, soos ge"induseer deur lnsP3, is nie genoeg om Ca2
+ -oorbelading te 

induseer nie, maar dit medieer 'n transmembraan Ca2
+ -influks in verskeie selle 

en dra waarskynlik so by tot die verhoging van [Ca2+]i. Baie hormone, 

neurotransmitters en groeifaktore induseer hul biologiese respons deur die 

aktivering van PLC ensieme. In soogdierharte neem PLC deel aan die regulering 

van kontraksiekrag deur die Ca2
+ -homeostase te be"invloed deur middel van 

lnsP3. Die stimulerende effek van mastoparan op miokardiale PLC is 

aminosuurvolgorde spesifiek (Schnabel et al. , 1997:31; Bian et al. , 1998:2107; 

Felzen et al., 1997:725). 

2.4.2.3 Melittin 

Melittin is 'n basiese amfipatiese peptied van 26 aminosure met 'n molekulere 

massa van 2840 Da en 'n cx.-heliks konfigurasie. Melittin is die hoofbestanddeel 

van die venoom van die heuningby Apis mellifera en is wateroplosbaar. Die 

aminoterminaalvolgorde is tipies hidrofobies, terwyl die karboksielterminale 'n 

hidrofiliese volgorde het. Wanneer die struktuur van melittin verander word, soos 

wanneer die heksapeptied by die karboksielterminus verwyder word , of wanneer 

die lisienresidue gemodifiseer word, verloor die toksien sy litiese aktiwiteit. Die 

kationiese residue is dus van groot belang. Melittin vorm transmembraanporiee 

en vorm kanaaloligomere met hul hidrofobiese kant na die lipiedmembrane en 

hidrofiliese kant na die porie (Bernheimer & Rudy, 1986: 130; Dempsey, 

1990:144). 

Melittin verhoog [Ca2
+]i in verskeie seltipes deur die depolarisering van 

selmembrane en gevolglike indirekte verhoging van Ca2
+ deur eksitasie­

kontraksiekoppeling. Melittin aktiveer PLC en ook weefselfosfolipase A2 

(Fletcher et al., 1996: 1302). 
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I 
EKSPERIMENTELE METODES 

3.1 ENSIEMATIESE ISOLERING VAN MIOSIETE 

Vir hierdie studie is ventrikulere miosiete ensiematies ge"isoleer uit Sprague 

Dawley rotharte deur gebruik te maak van die Langendorff perfusiesisteem. Die 

metode vir ensiematiese isolering is aanvanklik beskryf deur Mitra en Morad 

(1985:H1056-H1057) en later verfyn deur Tytgat (1994:280-281). 

Opsommend is die prosedure soos volg: 

• Die rot word op 'n eties goedgekeurde wyse eers verdoof, gedood deur 

dislokasie van die servikale werwels, waarna die hart verwyder en deur 

middel van 'n kanule in die aorta aan die Langendorff perfusiesisteem 

gekoppel word. 

• Die temperatuur word deurgaans by 37 °C gehandhaaf en die oplossings 

word met 02 deurborrel. 

• Die hart word vir 5 minute met Tyrode (Tabel 3.1) geperfuseer. 

• Daarna word oorgeskakel na 'n Ca2
+ -vrye oplossing (Tabel 3.1) vir 'n verdere 

5 minute. Hierdie Ca2
+ -vrye oplossing was die residuele bleed uit die weefsel 

uit en verswak die intersellulere sement van die interkallere skywe (Bkaily et 

a/. , 1984:H1018). 

• Vervolgens word die miosiete ge"isoleer deur vir 5-6 minute met 6 mg 

kollagenase tipe II (Sigma) en 3,5 mg protease tipe XIV (Sigma) opgelos in 

40 ml Ca2
+ -vrye oplossing te perfuseer. Hierdeur word die glikokaliks 

(oppervlaklaag van die sarkolemma) verwyder en die selle by die interkallere 

skywe losgemaak van mekaar. 

• Om die kalsiumparadoksverskynsel te voorkom word die hart met 'n 0,2 mM 

CaCl2-oplossing vir 'n verdere 5 minute geperfuseer. 
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• Die hart word van die sisteem verwyder en die ventrikels word in klein 

stukkies gesny. Die stukkies word in 'n beker in die 0,2 mM CaCb-oplossing 

geskud om die miosiete vry te stel. 

• Na 'n verdere 5-10 minute word die supernatant afgesuig en die miosiete met 

nuwe Ca2
+ -vrye oplossing met 0,2 mM CaCl2 gespoel. 

• Laastens word die miosiete met Tyrode-oplossing gespoel. 

3.2 SEL TEL TEGNIEK GEBASEER OP MORFOLOGIE VAN KARDIALE 

MIOSIETE 

Vir hierdie tegniek is gebruik gemaak van die beginsel dat, wanneer kardiale 

miosiete blootgestel word aan patologiese toestande, die meerderheid selle 

onomkeerbare hiperkontraktuur vertoon as gevolg van Ca2
+ -oorbelading 

(Sarvazyan, 1998:297; Ver Danek & Borgers, 1991 :H1829; Borgers et al., 

1988:434). Miosiete in Tyrode (kontrole) vertoon byna geen morfologiese 

veranderinge tydens die duur van 'n eksperiment nie. 

Opsommend is die metode socs volg: 

• Vir hierdie eksperimente is gebruik gemaak van 'n "perspex" seltelkamer met 

vier telbadjies van 1 cm x 1 cm met 'n geruite bodem (Figuur 3.1 ). 

■■ 
■■ 

Figuur 3.1 Seltelkamer met vier telbadjies. 

• Vir opnames is in elkeen van die telbadjies 150-200 µI van 'n bepaalde 

ekstrasellulere badoplossing en 25 µI miosiete (gesuspendeer in Tyrode) 

geplaas. 

• Die lewende, staafvormige miosiete in 'n aantal blokkies (willekeurig 

geselekteer) van die telbadjie is ender 'n Olympus omkeermikroskoop getel • 
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tot 'n totaal van ongeveer 60 miosiete bereik is. Die tyd, aantal miosiete en 

posisie van die blokkies is genoteer. 

• Hierdie tellings is met 10 minute tussenposes vir 'n totale tydsverloop van 50 

minute herhaal. 

• Die persentasie seldood is volgens hierdie tellings bereken deur gebruik te 

maak van die formule: 

(Staafvormige - geronde miosiete \ Totale aantal miosiete) x 100 (Tamura et 

a/. , 1996:196) 

Al die eksperimente is by kamertemperatuur (ongeveer 23 °C) uitgevoer. 

• Die venoom is telkens by die ekstrasellulere badoplossings gevoeg en die 

effek op die miosiete is waargeneem. 

3.3 GEBRUIK VAN SKERPIOENVENOOM TYDENS EKSPERIMENTERING 

• Heelvenoom is versamel deur elektriese stimulasie van die telson van 

skerpioene van die genus Parabuthus. 

• Die venoom is gesuspendeer in 1 ml Ca2+ -vrye oplossing waarna dit verdeel 

is in kleiner hoeveelhede en by -20 °c gevries is tot verdere gebruik. 

• Die hoeveelheid venoom wat per stimulasie verkry word wissel en daarom 

was dit nie moontlik om deurgaans van dieselfde konsentrasies gebruik te 

maak nie. 

• Die volume venoom waarmee duidelik~ effekte waargeneem word is bepaal 

en konstant in eksperimente gebruik. 

• Om die effek van bevriesing op die aktiwiteit van die venoom te bepaal is die 

volgende prosedure gevolg: 

Venoom van 1 O individuele P. schlechteri skerpioene is versamel en 

saamgevoeg in 3 ml O Ca2+-Tyrode. 

- Die oplossing met die venoom is verdeel en die helfte daarvan is dadelik 

(vars venoom) vir 5 herhalings van die selteleksperimente en hemolise­

eksperimente gebruik. Die res van die venoom is gevries by -20 °c en 'n 

paar weke later is dieselfde eksperimente herhaal. 
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3.4 OPLOSSINGS 

Die samestelling van die verskillende oplossings wat gebruik is word in Tabel 

3. 1 weergegee. 

Tabel 3.1 loonsamestelling van ekstrasellulere badoplossings. 

NaCl 130 mM 137,6 mM 137,6 mM 137,6 mM 137,6 mM 

KCI 5,4mM 5,4mM 5,4mM 5,4 mM , 5,4 mM 

MgCh 0,5mM 0,5mM 0,5mM 0,5mM 

CaC'2 1,8mM 1,8mM 

Hepes NaOH 11 ,6 mM 11 ,6 mM 11 ,6 mM 11,6 mM 

Glukose 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM 

NiCh 5mM 

EGTA 5mM 

Hepes 6mM 

KH2P04 1,2 mM 

MgSQ4 1,2 mM 

pH 7,2 7,4 7,4 7,4 7,4 

(met NaOH) (met NaOH) (met NaOH) (met NaOH) (met NaOH) 

3.5 BEPALING VAN HEMOLITIESE AKTIWITEIT 

• 5 ml Bloed is getrek uit 'n Sprague Dawley rothart en 0,5 ml van 'n 3,8 % 

natriumsitraat oplossing is daarby gevoeg. 

• Na sentrifugering (2000 omwentelinge per minuut vir 5 minute) is die bloed 

drie keer gespoel met 0 Ca2
+ -Tyrode. 

• 100 µI van die eritrosiete is gesuspendeer in 5 ml 0 Ca2
+ -Tyrode of Tyrode. 

• Van bogenoemde oplossing is 80-90 µI in 'n 1,5 ml mikrosentrifugebuisie 

geplaas en 'n bepaalde volume venoom is bygevoeg. Die hoeveelheid 

venoom wat gebruik is vir die hemolise-eksperimente was hoer as vir die 

selteleksperimente. 
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• Die buisies is oomag by 37°C gelaat. 

• Om hemolise te bepaal is die buisies gesentrifugeer en die absorbansie van 

die supernatant is met 'n Spectronic Genesys 5 spektrofotometer by 540 nm 

by kamertemperatuur bepaal. 

• Persentasie hemolise is bereken deur die absorbansie van 0, 1 mg sapponin 

as 'n 100 % hemolisestandaard te neem (Chen et al., 1997:687). 

3.6 VERWERKING EN STATISTIESE ANALISE VAN RESUL TATE 

Die resultate is verwerk met behulp van Microsoft Excel (1997 weergawe) en 

Origin weergawe 5.0 (Microcal Software lnc.,©1991-1997). 

Resultate is statisties -geanaliseer met behulp van Statistica weergawe 5.5 

(Statsoft Inc. , ©1999). Die standaardfout van die gemiddelde is bepaal en die 

Tukeytoets (ANOVA) is gebruik om statisties betekenisvolle verskille (p < 0.05 en 

p < 0.01) aan te dui. 
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I 
RESULTATE EN BESPREKING 

Die venoom van die skerpioengenus Parabuthus is saamgestel uit verskillende 

komponente wat gesamentlik bydra tot hipereksiteerbaarheid van selle en 

gevolglike kliniese simptome. Hierdie komponente toon a-effekte, porievorming 

of destabilisering van die selmembraan en moontlik lise van kardiale miosiete. 

Die effek van die verskillende komponente mag verskil tussen verskillende 

spesies. Met elektrofisiologiese tegnieke kan daar tussen die verskillende 

effekte onderskei en die interaksie van die toksien met sy teikenreseptor 

bestudeer word. Laasgenoemde is 'n duur en arbeidsintensiewe proses en die 

behoefte aan 'n koste-effektiewe siftingstegniek om die effekte te onderskei, wat 

dan verder elektrofisiologies ondersoek kan word, het ontstaan. Met hierdie 

studie is 'n siftingstegniek ontwikkel om aan bogenoemde behoefte te voldoen. 

Die venoom of komponente van die venoom wat deur die siftingstegniek 

ge'i'dentifiseer is, kan verder biochemies geanaliseer of elektrofisiologies 

bestudeer word. 

Venoom van die skerpioengenus, Parabuthus, wat as medies belangrik in Suid­

Afrika beskou word, is met die siftingstegniek ondersoek. Om die verskillende 

effekte te onderskei, is die invloed van die venoom of toksien op vars-bereide 

kardiale miosiete in verskillende ekstrasellulere oplossings, ondersoek. Die 

selteltegniek, waar die lewende miosiete manueel getel word, is toegepas om die 

effekte waar te neem. 

4.1 EKSPERIMENTELE VARIASIES 

'n Mate van eksperimentele variasie, soos variasies in die Ca2
+ -

weerstandbiedendheid tussen miosietbereidings en variasies in 

venoomsamestelling, kan die resultaat met die siftingstegniek be'invloed. Om die 
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invloed van hierdie faktore vas te stel is die betroubaarheid van die selteltegniek 

bepaal en die invloed van bevriesing van venoom, wat venoomaktiwiteit kan 

be"invloed, ondersoek. 

4.1.1 Betroubaarheid van die selteltegniek 

Om die betroubaarheid van die tegniek te ondersoek is daar met een 

miosietbereiding op dieselfde dag miosiete in ses verskillende badjies in Tyrode 

getel (Metode, Hoofstuk 3). Hierdie eksperiment is op ses verskillende dae 

herhaal. In Figuur 4.1 A word die persentasie seldood in ses badjies op dag 6 

aangetoon ( sien Bylae vir resultate van dag 1-5) en in Figuur 4.1 B die 

gemiddelde persentasie seldood op verskillende dae. Op elkeen van die ses dae 

in Figuur 4.1 B is miosiete in ses afsonderlike badjies getel , die gemiddelde 

persentasie seldood is bereken en op die grafiek aangetoon. Dit is duidelik uit 

Figuur 4.1 dat die persentasie seldood van dieselfde bereiding 'n kleiner variasie 

toon as die persentasie seldood van verskillende bereidings. 
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□ Tyrode ~dag 1~ 
■ Tyrode dag 3 
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■ Tyrode ~dag 2i El Tyrode dag 4 
m Tyrode dag 6 

Figuur 4.1 Die variasie in persentasie seldood tussen verskillende miosietbereidings. A Die 

gemiddelde persentasie seldood van miosiete vir dieselfde bereiding en B vir verskillende 

bereidings. Standaardfout van die gemiddelde word aangetoon. 
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Die resultate van die bogenoemde eksperimente is statisties ontleed. 'n 

Variansie analise is op die resultate uitgevoer waar die variasie tussen die 

verskillende bereidings (verskillende dae) vergelyk is met die variasie in dieselfde 

bereiding (verskillende badjies). Vir die analise is die dag as die bron van 

variasie geneem. Die variansie was 23,73 (F-waarde) met 'n p-waarde van 

0,0001 . Die verskil is statisties betekenisvol met 'n betroubaarheid van 0,7912. 

Op grond van hierdie resultate kan afgelei word dat die selteltegniek betroubaar 

is en dat die variasies in die resultate grootliks toe te skryf is aan variasies tussen 

die kardiale miosiete van verskillende bereidings. 

4.1.2 Variasie in venoomkomponente 

Variasie in die effek van die venoom, veral van P. sch/echteri, is tydens 

eksperimentering waargeneem. Die variasie het meestal voorgekom by die 

porievormende effek en veral met die eliminering van Ca2+ in die ekstrasellulere 

oplossing. Van die 43 eksperimente wat met P. schlechteri venoom uitgevoer is, 

was daar tydens 21 eksperimente 'n hoer persentasie seldood in O Ca2+-Tyrode, 

tydens 12 'n laer persentasie seldood en tydens 10 eksperimente was die 

persentasie seldood ongeveer dieselfde. Die venoom wat vir die verskillende 

eksperimente gebruik is, is eenvormig hanteer (Metode, Hoofstuk 3). Om 

venoom te bewaar sodat dit oor 'n lang periode gebruik kan word, word dit 

bevries. Verdonck et al. (2000:251) het 'n variasie in degranulering van 

granulosiete deur P. schlechteri venoom opgemerk, waar 

degranuleringsaktiwiteit in slegs 44 van die 91 monsters gevind is. Na aanleiding 

van hierdie waarnemings is selteleksperimente asook hemolise eksperimente 

uitgevoer met vars- en gevriesde (-20 °C) venoom (Metode, Hoofstuk 3) om die 

invloed van bevriesing van die venoom te ondersoek. 

Die resultaat van bogenoemde selteleksperimente op miosiete en hemolise van 

eritrosiete word in Figuur 4.2 getoon. In Tyrode (1) wat as kontrole oplossing 

gebruik is, is 'n gemiddelde persentasie seldood van onderskeidelik 11 ,98% 

(vars) en 12,18% (gevries) gevind wat daarop dui dat daar minimale variasie in 
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die kwaliteit van die miosiete was en dat die eksperimente vergelykbaar is. In al 

die ander oplossings (2 tot 5) was die gevriesde venoom minder aktief. Die 

persentasie seldood van miosiete in vars en gevriesde P. schlechteri venoom 

toon statisties betekenisvolle verskille (p < 0,05) in al die badoplossings (Figuur 

4.2A). 
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Figuur 4.2 Die invloed van bevriesing op P. schlechteri venoom. 

A Persentasie seldood in vars- en gevriesde venoom (-20 °C) in: 1-Tyrode (kontrole sonder 

venoom) en in badoplossings 2- Tyrode, 3- Tyrode+S mM NiCl2 , 4- o Ca2+-Tyrode en 5- o Ca2+­

Tyrode+5 mM EGTA is telkens 2 µI venoom gevoeg (n=S). B Hemolise in vars- en gevriesde 

venoom (n=3-4) . Tyrode is gebruik as kontrole (0 waarde). 32 µI Venoom is bygevoeg. Die 

standaardfout van gemiddelde word aangetoon. 

Die venoom van P. schlechteri veroorsaak hemolise van eritrosiete. Dieselfde 

venoom wat in Figuur 4.2A gebruik is, is gebruik om die effek van gevriesde 

venoom op die hemolise van eritrosiete te ondersoek (Figuur 4.28). Met 

laasgenoemde eksperiment is geen statisties betekenisvolle verskille gevind nie, 

hoewel dit voorkom of die gevriesde venoom minder aktief as vars venoom is. 

Die porievormende komponent van P. schlechteri venoom is ge"isoleer en die 

aminosuurvolgorde is bepaal (Verdonck et al. , 2000:256). Bogenoemde peptied 
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bevat geen siste"ien nie en gevolglik kom geen disulfiedbrue voor nie, in 

teenstelling met die neuropeptiede wat deur disulfiedbrue gestabiliseer word. 

Hierdie struktuursamestelling mag lei tot onstabiliteit en kan die afname in 

porievormende aktiwiteit na bevriesing en ontvriesing verklaar. 

Skerpioenvenoom is deur middel van elektriese stimulering van die telson 

versamel en dit is moontlik dat die versamelingsmetode 'n invloed op die 

samestelling of aktiwiteit van die venoom uitoefen en gevolglik variasies kan 

veroorsaak. Die moontlikheid is deur Verdonck et al. (2000:251) ondersoek en 

laasgenoemde navorsers kon geen verskille tussen elektriese stimulering en 

ander versamelingsmetodes vind nie. 

4.2 ONTWIKKELING VAN DIE SIFTINGSTEGNIEK 

Deur gebruik te maak van die selteltegniek is 'n siftingstegniek ontwikkel 

waarmee die meganismes waardeur selbeskadiging ge"induseer kan word, soos 

die a-effek, porievorming en moontlik lise, onderskei kan word. Vir die 

evaluering van die resultate is twee modelle gebruik, naamlik veratridine om die 

a-effek aan te dui en mastoparan (asook melittin) vir ander effekte soos 

porievorming. In Tabel 4.1 word onderskeid getref tussen die a-effek en 

porievorming of ander effekte deur gebruik te maak van verskillende 

ekstrasellulere oplossings (kolom 1 tot 5), waar Tyrode die normale 

ekstrasellulere omgewing naboots. Die eerste kolom dui die effek van die 

venoom of toksien op miosiete in vitro aan. Die gevolg van blokkering van die 

Na+\Ca2+-uitruiler met nikkel word in die tweede kolom aangedui. Nikkel mag oak 

sekondere effekte tot gevolg he en daarom is oplossing 3 gebruik. Hierdie 

oplossing bevat nominals Ca2+ wat die uitruiler moontlik nag in stand kan hou en 

in die vierde kolom word die effek van EGTA wat Ca2+ reduseer tot sub 

millimolere vlakke aangedui. Die eliminering van Ca2+ deur EGTA skakel die 

uitruiler heeltemal uit sodat ander effekte, waaronder die Ca2+-afhanklikheid van 

sommige prosesse, waargeneem kan word. Deur EGTA word die effek van 

spontane depolarisasie, soos gekenmerk word deur spontaan aktiewe selle, 
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uitgeskakel en Ca2+ -oorbelading deur middel van Ca2+ -influks word voorkom, 

hoewel seldood nog kan plaasvind deur ander meganismes soos 

kolloTedosmotiese beskadiging, lise of intrasellulere Ca2+ vrystelling. 

Die a-effek word onderskei deur beskerming in die oplossings met nikkel (Tabel 

4.1 oplossing 2), moontlik met nominale Ca2+ (oplossing 3) en EGTA (oplossing 

4) waar die Na+\Ca2+-uitruiler geTnhibeer of uitgeskakel word. lndien seldood 

steeds plaasvind na die uitskakeling van die uitruiler dui dit waarskynlik op een 

van die ander moontlikhede. 

Tabel 4.1 Persentasie seldood van kardiale miosiete in verskillende badoplossings. 

X SF n X SF n X SF n X 

Geen venoom 10,5% 1 22 12,8% 2 10 14% 2 22 6,7 

Veratridine (30 µM) 45,7o/l 7 5 16,1o/l 3 5 20,2%" 4 5 6 ,6%" 

P. granulatus 65, 1%# 6 6 37%# 5 5 53,7%" 5 11 11 ,8%" 

P. neg/ectus 45,6% 8 5 30,8% 4 5 60,8% 11 6 38,6% 

P. villosus 78,9% 10 5 66,4% 7 5 55,5% 5 6 19,8% 

Mastoparan (8 µM) 69,5% 7 5 78,2% 11 5 66,7%" 9 5 28,7%" 

Melittin (11 µM) 23,5% 3 5 27% 8 5 37,2%" 6 5 9,8%" 

P. raudus 58,3% 9 5 57,4% 15 5 52% 8 5 21,2% 

P. /aevifrons 58,7% 10 5 60,5% 10 5 54,5% 10 5 22,3% 

P. transvaa/icus 81,8% 5 5 89, 1% 3 5 81% 10 6 80,7% 

P. schlechteri 71 ,1% 5 18 49,2% 7 18 70,2% 4 45 78,5% 

Parabutoporin (0 ,5 µM) 84,3% 4 6 66,5% 13 6 84% 6 6 72,3% 

Parabutoporinfragment 69%# 
(0,6 mg\ml) 

4 5 46,6%# 4 5 64,3%" 4 5 5,6%" 

x = gemiddelde (Sien Bylae Tabel 2.1 - 2.13 vir resultate waarvan gemiddelde bereken is) 

SF = standaardfout van die gemiddelde 

n = aantal eksperimente 

#en* dui statisties betekenisvolle verskille (p<0.01) aan 

34 

SF 

1 

1 

2 

12 

6 

4 

0,5 

5 

6 

11 

4 

10 

2 

n 

5 

5 

7 

6 

6 

5 

5 

5 

5 

6 

45 

6 

5 



4.2.1 Veratridinemodel 

Die a-effek word gekenmerk deur die vertraging van inaktivering van die Na+­

kanaal , wat lei tot 'n verlenging van die aksiepotensiaal en 'n gevolglike 

verlenging van die tyd wat die Na+-kanaal oop is. Dit lei weer tot 'n verhoging in 

intrasellulere Na+-konsentrasie. Hierdie verhoging veroorsaak dat die Na~Ca2+­

uitruiler omkeer sodat Ca2+ -influks plaasvind en miosiete in hiperkontraktuur kan 

gaan as gevolg van Ca2+ -oorbelading (Literatuurstudie, Hoofstuk 2). 

Veratridine is 'n bekende toksien wat 'n effek soortgelyk aan die a-effek op 

kardiale miosiete toon (Tamura, 1996:200) en is gebruik as model om die a-effek 

met die siftingstegniek te karakteriseer (Tabel 4.1 ). In Figuur 4.3A is daar 'n 

waarneembare afname in die persentasie seldood van miosiete met veratridine 

na blokkering van die uitruiler met behulp van nikkel (moontlik onvolledig). Om te 

bevestig dat dit die uitruiler is wat by hierdie proses betrokke is, is oplossing 3 

(Tabel 4.1) wat nominale Ca2+ bevat, gebruik en waar die been van die uitruiler 

wat direk by Ca2+-oorbelading betrokke is, naamlik Ca2+in\Na+uit, ge"inhibeer word. 

Hierdie been word heeltemal uitgeskakel met EGTA (oplossing 4) wat 'n verdere 

afname in seldood gee. 

Die verwagte afname in seldood word inderdaad gevind. Dieselfde effek is 

waarneembaar met venoom van P. granulatus (Figuur 4.38). Uit die resultaat 

kan afgelei word dat P. granulatus venoom volgens die veratridinemodel 'n 

suiwer a-effek toon (Tabel 4.1 ). Die verskille in die mate van die beskerming wat 

deur EGTA gebied word tussen veratridine en P. granulatus venoom in Figuur 

4.3 is waarskynlik 'n konsentrasie effek. 

Aangesien venoom 'n mengsel van verskeie aktiewe komponente is, kan daar 

verwag word dat venome gemengde effekte toon. Dit is waarskynlik die geval 

met P. neglectus Purcell ,1899 en P. vil/osus venoom (Tabel 4.1) waar EGTA en 

nikkel 'n mate van beskerming bied wat op 'n cx-effek dui. Die beskerming was 
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egter nie so uitgesproke soos in die geval met P. granulatus nie en die afleiding 

kan gemaak word dat ander effekte hier ook 'n rol mag speel. 
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Figuur 4.3 Die persentasie seldood van miosiete met veratridine en P. granulatus venoom . 

A veratridine 30 µM en B P. granulatus venoom. Die persentasies verteenwoordig die 

gemiddelde van 5-11 eksperimente. Die standaardfout van gemiddelde word aangetoon. 

4.2.2 Mastoparan (melittin)-model 

In die literatuur word twee duidelike effekte vir mastoparan onderskei naamlik 

porievorming en 'n PLC effek. Hierdie twee effekte mag albei die resultate soos 

gevind met die studie be"invloed en word vervolgens bespreek. 

4.2.2.1 Porievorming 

As poriee gevorm word waardeur klein osmotiese molekule kan beweeg, maar 

nie groter molekule soos sommige prote"iene nie, veroorsaak dit dat die sel 

intraselluler hiperosmoties raak, water beweeg in die sel in en dit lei tot 

selswelling en gevolglik kollo"iedosmotiese sellise (Literatuurstudie, Hoofstuk 2). 

Mastoparan en melittin is bekende porievormende toksiene en is as modelle 

gekies in die siftingstegniek om porievorming en moontlike ander effekte te 
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karakteriseer en om dit van die a-effek te onderskei. In Figuur 4.4 is dit duidelik 

dat blokkering van die uitruiler met nikkel, miosiete nie teen seldood beskerm na 

blootstelling aan mastoparan (Figuur 4.4 A) of melittin (Figuur 4.4 8) nie. Met 

hierdie resultaat word die a-effek uitgeskakel sodat aanvaar kan word dat 

seldood waarskynlik deur porievorming of membraandestabilisering ge'induseer 

word. Met EGTA is wel beskerming teen seldood met mastoparan en melittin 

gevind (Figuur 4.4). Ca2+ is nodig vir porievorming met mastoparan (persoonlike 

kommunikasie, dr. Bosteels), wat 'n moontlike verklaring vir die beskermende 

effek kan bied. 'n Verdere moontlikheid is dat Ca2+ deur die poriee diesel mag 

binnekom en sodoende mag bydra tot seldood. EGTA skakel hierdie 

moontlikheid uit. 

4.2.2.2 Fosfolipase C-effek 

Dit is bekend dat mastoparan ook interaksie met G-prote'iene toon wat lei tot die 

fosfolipase C - lnsP3 kaskade waar ekstrasellulere Ca2+ waarskynlik nodig is om 

fosfolipase C (PLC) te stimuleer (Danilenko et al., 1993:1296). Stimulering van 

PLC lei tot 'n verhoging in [Ca2+]i deur die vrystelling van Ca2+ uit die 

intrasellulere store (Schnabel et al., 1997:31 ). PLC kan lei tot seldood in 

miosiete deurdat die verhoging in intrasellulere Ca2+ saam met ander bronne 

Ca2+ -oorbelading kan induseer (Felzen et al., 1997:725). Komatsu et al. 

(1993:23297) het in insuliensekreterende J3-selle bevind dat die verhoging in 

[Ca2+]i uitgeskakel word met 0, 1 mM EGTA in die ekstrasellulere medium. In 

hierdie studie is 'n afname in persentasie seldood na mastoparan- en 

melittinblootstelling gevind indien EGTA teenwoordig was (Figuur 4.4). 

Die beskermende effek van EGTA, waarskynlik teen Ca2+-oorbelading (Figuur 

4.4), is moontlik toe te skryf aan die PLC effek van mastoparan. In hierdie geval 

sal (1) PLC stimulering waarskynlik Ca2+ benodig en (2) die verhoging in [Ca2+]i 

nie die drempelwaarde van ongeveer 10-7 M oorskrei wat nodig is vir Ca2+ -

oorbelading nie. Met EGTA teenwoordig is daar geen ekstrasellulere Ca2+ 

beskikbaar om by te dra tot die verhoging in [Ca2+]i nie. PLC stimulering kan 
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PLA2 stimuleer wat sal lei tot beskadiging van die selmembraan en sodoende 

kan seldood ge"induseer word. lndien Ca2
+ nodig is vir PLC stimulering word 

hierdie effek deur EGTA uitgeskakel. 
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Figuur 4.4 Die persentasie seldood van miosiete met mastoparan en melittin. A 8 µM 

mastoparan en B 11 µM melittin. Persentasies verteenwoordig die gemiddelde van 5 

eksperimente en die standaardfout van die gemiddelde word aangetoon. 

Resultate met P. neglectus en P. villosus venoom kan nie ten volle met die 

veratridine- of mastoparanmodel verklaar word nie. Die feit dat blokkering van 

die uitruiler met nikkel en EGTA 'n mindere mate van beskerming bied as by P. 

granulatus (Tabel 4.1) het die vermoede laat ontstaan dat hier moontlik sprake 

van 'n ander effek, waarskynlik porievorming, is. Die beskerming met nikkel kan 

nie met die mastoparanmodel verklaar word nie en 'n grater mate van 

beskerming met EGTA sou hier verwag kan word vir 'n PLC-effek. Bogenoemde 

bevestig die vermoede dat hier gemengde effekte waargeneem word. Met P. 

raudus en P. laevifrons (Simon, 1888) is minimale of geen beskerming met 

nikkel, maar wel met EGTA, gevind. Die a-effek word dus nie hier waargeneem 

nie en beskerming met EGTA mag moontlik dui op 'n PLC effek, 
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membraandestabilisering of porievorming wat deur die uitskakeling van Ca2
+ 

be·invloed word. 

Verdonck et al. , (2000:257) het venome van die genus Parabuthus vir 

porievorming met degranulering ondersoek en aktiwiteit gevind in P. villosus, P. 

raudus, P. transvaalicus en P. schlechteri. Geen degranuleringsaktiwiteit is in 

die venoom van P. granulatus gevind nie. Dit stem ooreen met die bevindinge in 

hierdie studie waar geen porievorming deur laasgenoemde venoom op miosiete 

aangedui word nie. 
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Figuur 4.5 Die persentasie seldood van miosiete met P. sch/echteri en P. transvaa/icus venoom. 

A P. schlechteri en B P. transvaalicus venoom. Persentasies verteenwoordig die gemiddelde 

van 5 eksperimente en die standaardfout van die gemiddelde word aangetoon. 

EGTA het geen beskerming gebied met P. transvaalicus en P. schlechteri 

venoom nie en daarom is die porievormende of membraandestabiliserende effek 

die mees waarskynlike alternatief (Figuur 4.5). Blokkering van die uitruiler deur 

middel van nikkel beskerm met P. schlechteri venoom (Figuur 4.SA) wat op 'n 

moontlike a.-effek dui. Daar is waarskynlik beide porievorming en a.-effekte in die 

komponente van die venoom teenwoordig. Uit laasgenoemde resultate kan die 
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afleiding gemaak word dat Ca2
+ nie nodig is vir seldood van miosiete met P. 

schlechteri en P. transvaalicus venoom nie. 

Die porievormende komponent van P. schlechteri venoom is ge'isoleer en nadat 

die aminosuur volgorde bepaal is, is dit sinteties vervaardig en word 

parabutoporin genoem (Verdonck et al., 2000:247). As die resultate van die 

volledige parabutoporin met P. schlechteri venoom vergelyk word (Tabel 4.1 ), 

word die effek van parabutoporin effens opgehef met EGTA, terwyl geen 

beskerming deur EGTA in die geval van P. schlechteri gevind is nie. Die 

beskerming met nikkel teen parabutoporin is geringer as in die geval van P. 

schlechteri. Aangesien parabutoporin 'n gesuiwerde porievormende komponent 

is, kan hier nie sprake van 'n a-effek wees nie en die beskerming met nikkel kan 

moontlik toegeskryf word aan kompetisie vir binding tussen nikkel (divalente 

katioon) en die toksien (parabutoporin). Die mate van beskerming met EGTA 

teen parabutoporin kan moontlik aan 'n PLC effek toegeskryf word. Moerman et 

a/. ( ongepubliseer) het bevind dat 0,5 µM parabutoporin die [Ca2+]i van 

granulosiete verhoog, maar dat hierdie verhoging by 'n hoer konsentrasie skaars 

waarneembaar is en dat die selle dan membraandestabiliserende effekte teen. 

In hierdie resultate is die PLC effek met die heelvenoom (P. schlechten) moontlik 

versluier deur die effekte van ander komponente en kon daarom nie 

waargeneem word nie. Miosiete toon dalk 'n membraandestabiliserende effek by 

'n laer konsentrasie van die venoom as granulosiete wat die vermoede laat 

ontstaan dat daar met parabutoporin en EGTA sprake van 'n 

membraandestabiliseringseffek asook 'n PLC effek kan wees. Resultate met 

parabutoporin kan nie volledig deur die mastoparanmodel verklaar word nie; dit 

mag moontlik verband hou met die konsentrasie van die venoom. 

Tydens die sintese van parabutoporin is 'n fragment van 16 aminosure 

LKKAWKSKLAKKLRAK vervaardig. Die siftingstegniek is toegepas om die effek 

van die parabutoporinfragment met die volledige parabutoporin te vergelyk en die 

resultate word in Figuur 4.6 weergegee. 
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Figuur 4.6 Die persentasie seldood van miosiete met parabutoporinfragment en parabutoporin. 

A parabutoporinfragment en B parabutoporin . Persentasies verteenwoordig die gemiddelde van 

5-6 eksperimente en die standaardfout van die gemiddelde word aangetoon. 

Die teenwoordigheid van EGTA of Nikkel het diesel op 'n meer uitgesproke wyse 

teen die effek van die fragment beskerm as teen parabutoporin. Die fragment is 

'n gedeelte van die volledige parabutoporinmolekuul en kan gevolglik nie 'n a.­

effek toon nie. Verdere navorsing is nodig om die beskerming van EGTA en 

nikkel teen die fragment se effek te verklaar. 

4.2.3 Sellise 

In die literatuur word daar onderskei tussen sellise, waar die teenwoordigheid 

van 'n toksien die membraan ensiematies laat disintegreer ("detergent-like"), en 

porievorming, wat kollo"iedosmotiese lise tot gevolg het (Ladokhin et al. , 

1997:1764). Die moontlikheid dat venome destabilisering van die membraan of 

porievorming, en nie sellise nie, veroorsaak is ondersoek. Eritrosiete wat 

meestal in die literatuur as preparaat gebruik word om sellise aan te dui, is oak in 

hierdie studie vir die doel aangewend. Beskadiging van die selmembraan lei tot 

die ontsnapping van die hemoglobienmolekule wat die supernatant rooi verkleur. 
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Deur meting van die absorbansie van die supernatant kan lise van eritrosiete 

(hemolise) bepaal word. Volledige (100%) hemolise word deur 0, 1 mg\ml 

sapponin, 'n plantaardige glikosied, ge"induseer (Chen et al., 1997:687) en vind 

binne minute plaas. Met porievorming en kollo"1edosmotiese lise vind hemolise 

eers plaas as die poriee groat genoeg is vir die hemoglobienmolekule om uit te 

beweeg of as selswelling die selmembraan destabiliseer of vernietig. 

Laasgenoemde proses mag etlike ure duur. 

(1) 

<Jl 

0 

E 
(1) 

I 

;:R 0 

100 ■ 
-■- Sapponin (1 mg/ml) 

80 A - • - Parabutoporin (25 uM) 

I - A- P. schlechteri 

Q - T- P. transvaalicus 

60 ~ -◊- Melittin (44 uM) 
_,,,,--- -+-Veratridine (300 uM) 

-----· -X -P. granulatus 
40 ,............... - 0 - Mastoparan (32 uM) 

- 0 - Parabutoporinfragment (2.4 mg/ml) 

;;_◊ ◊~ 20 •; ~ 0 -+ • 
0 2 3 4 20 21 22 23 24 25 

Tyd (uur) 

Figuur 4.7 Hemolise van eritrosiete. Absorbansie (540 nm) is met verskillende intervalle oor 

'n tydsverloop van 24 uur bepaal. 

Die resultate van die hemolise eksperimente word in Figuur 4. 7 getoon. 

Sapponin wat as kontrole gebruik is veroorsaak 100% hemolise binne 30 minute. 

Mastoparan en melittin, wat bekende porievormende toksiene is en as model vir 

porievorming in die studie gebruik is, veroorsaak kollo'i'edosmotiese lise. Hierdie 

toksiene het hemolise eers na 24 uur veroorsaak in teenstelling met sapponin 

wat binne 30 minute hemolise tot gevolg gehad het. Hierdeur word die verskil 

tussen kollo'i'edosmotiese lise as gevolg van porievorming en lise as gevolg van 

disintegrering van die selmembraan duidelik onderskei. P. schlechteri en P. 
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transvaalicus venoom veroorsaak kolloTedosmotiese lise soortgelyk aan 

mastoparan en melittin. 

Parabutoporin induseer, soos P. schlechteri en P. transvaalicus venoom, eers 

na 24 uur hemolise, terwyl die fragment geen hemolise ge"induseer het nie. 

Hierdie waarneming bevestig waarskynlik die belang van die struktuur van die 

molekuul vir die vorming van funksionele poriee. 

Die membraandestabiliserende- of porievormende effek van parabutoporin is 

waarskynlik konsentrasie afhanklik. In studies deur Bosteels et al. 

( ongepubliseer) is 50% hemolise na 30 minute met 40 µM parabutoporin gevind 

(persoonlike kommunikasie, dr. Bosteels). In die eksperiment in Figuur 4.7 is 25 

µM parabutoporin gebruik en is 'n soortgelyke effek eers na ongeveer 4 ure 

waargeneem. Geen hemolise is met 'n laer konsentrasie van parabutoporin 

gevind nie. 

Veratridine wat as model vir die a-effek gebruik is, induseer na 24 uur geen 

hemolise nie. Dieselfde resultaat is met P. granulatus venoom gevind wat met 

die siftingstegniek 'n suiwer a-effek getoon het. 

4.5 SAMEVATTING VAN RESUL TATE 

Die selteltegniek, waar die morfologiese veranderinge van miosiete waargeneem 

word, is gebruik 1n die ontwikkeling van die siftingstegniek tydens hierdie studie. 

Aangesien variasies in die selteltegniek 'n groot rol in die ontwikkeling van die 

siftingstegniek speel is die betroubaarheid daarvan ondersoek en die 

selteltegniek is as betroubaar bewys. 

Variasies in die effek van P. schlechteri venoom is opgemerk tydens hierdie 

studie, asook deur Verdonck et al. (2000:251 ). Hierdie variasies is moontlik toe 

te skryf aan die effek van bevriesing van die venoom. 'n Statisties betekenisvolle 
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afname in aktiwiteit is waargeneem met die selteleksperimente, terwyl hemolise 

van eritrosiete 'n neiging tot afname in aktiwiteit getoon het. 

Die siftingstegniek is ontwikkel om te onderskei tussen die verskillende effekte 

van die venome. P. granulatus was die enigste venoom wat volgens die 

veratridinemodel 'n suiwer a-effek getoon het. P. schlechteri, P. neglectus en P. 

villosus venoom toon waarskynlik a-effekte hoewel ander effekte nie uitgesluit 

kan word nie. P. transvaalicus venoom toon geen a-effek volgens die 

veratridinemodel nie en skakel ook nie ten volle in by die mastoparanmodel nie, 

aangesien geen beskerming met EGTA waargeneem word nie. Uit die resultaat 

met P. transvaalicus kan PLC aktiwiteit nie aangedui word nie en kan afgelei 

word dat seldood deur porievorming of destabilisering van die membraan 

ge·induseer word. Die teenwoordigheid van nikkel beskerm die sel nie teen die 

effek van P. raudus en P. laevifrons venoom nie, maar EGTA het wel 'n 

beskermende effek. Die effek van hierdie venome kan volgens die 

mastoparanmodel moontlik toegeskryf word aan PLC. 

Parabutoporin kan nie ten voile met die mastoparanmodel verklaar word nie, 

aangesien net 'n mate van beskerming met nikkel voorkom en EGTA ook slegs 

in 'n geringe mate beskerming bied. Die fragment kan nie volledig volgens een 

van die modelle verklaar word nie, hoewel die afname in aktiwiteit met EGTA 

mag dui op PLC aktiwiteit. 

Hemolise van eritosiete is met hierdie studie gebruik om kollo"iedosmotiese lise 

as gevolg van porievorming en sellise as gevolg van die disintegrering van die 

selmembraan te onderskei deur die tydseffek waar te neem. Met bogenoemde 

eksperimente is aangetoon dat skerpioenvenome kollo"iedosmotiese sellise kan 

induseer. 
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EVALUERING, GEVOLGTREKKINGS EN AANBEVELINGS 

Beperkinge inherent aan die selteltegniek en variasies in Ca2
+ -

weerstandbiedendheid van ge"isoleerde miosiete moet in ag geneem word by die 

gebruik van die siftingstegniek. 

Hoewel die selteltegniek deur Sarvazyan (1998:297) as 'n sensitiewe tegniek 

beskryf is, word die moontlikheid van foute tydens die telproses en oak 

subjektiwiteit van die navorser as moontlike probleme ge·identifiseer. Die 

betroubaarheid van die selteltegniek is ondersoek en met hierdie studie is 

statisties aangetoon dat die tegniek betroubaar is en dat moontlike variasies in 

die resultate verband hou met variasies in die Ca2
+ -weerstandbiedendheid van 

miosiete verkry met verskillende selbereidings. Verder is bewys gelewer dat 

bevriesing van venome die aktiwiteit be"invloed en dat dit waarskynlik toegeskryf 

kan word aan die labiliteit van die molekule. 

Voordat die siftingstegniek aangewend is om die effekte van die verskillende 

komponente van heelvenoom te onderskei , is die invloed van verskillende 

badoplossings op miosiete ondersoek sander die byvoeging van venoom om die 

betroubaarheid van die tegniek te evalueer. Die miosiete word nie gestimuleer 

nie waardeur die Ca2
+ -influks deur die Ca2

+ -kanale tot die minimum beperk word. 

'n Verlaging van [Ca2+]e verhoog die prikkelbaarheid van kardiale miosiete en 

spontane depolarisering word ge"induseer. Hierdie depolarisering mag 

aanleiding gee tot 'n hoer persentasie seldood as gevolg van Ca2
+ -oorbelading. 

Spontane depolarisering het egter nie 'n beduidende invloed op die persentasie 

seldood van miosiete sander venoom nie. Met EGTA is daar geen 

ekstrasellulere Ca2
+ beskikbaar om 'n rol in Ca2

+ -oorbelading te speel nie, wat 

die beskerming deur EGTA verklaar. Hieruit is afgelei dat manipulering van die 
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badoplossings, soos gebruik in hierdie studie, aangewend kan word om die 

effekte van venoom van mekaar te onderskei. 

Die resultate gevind met die manupulering van die ekstrasellulere oplossings is 

statisties geanaliseer en die statisties betekenisvolle verskille is in Tabel 4.1 

aangetoon. Hoewel daar met van die resultate statisties betekenisvolle verskille 

gevind is, is dit nie gebruik in die interpertasie van die resultate nie, omdat daar 

verskeie fisiologiese prosesse betrokke is en die effekte van die manupulering 

van die badoplossings nie direk met mekaar vergelyk kan word nie. 

Met behulp van die siftingstegniek wat in die studie ontwikkel is kan die 

veratridinemodel suksesvol gebruik word om die a-effek te karakteriseer. Om te 

onderskei tussen die membraandestabiliseringseffek en porievorming is 'n 

mastoparan (melittin)-model gebruik. Met die ontwikkeling van laasgenoemde 

model het die PLC effek na vore gekom en dit het duidelike onderskeiding van 

die porie-effek bemoeilik. Die mastoparanmodel is, as gevolg van die PLC effek, 

waarskynlik nie die ideale keuse om porievorming met die siftingstegniek aan te 

dui nie en 'n ionofoor sou moontlik as 'n beter model kon dien, veral om 'n 

"barrel-stave" tipe porie aan te dui. Met die hemolise eksperimente is 

kolloTedosmotiese lise met mastoparan gevind wat die porievormende effek van 

mastoparan bevestig. Hoewel die mastoparanmodel dus nie ideaal was om 

porie- of membraandestabiliserende effekte met die siftingstegniek te onderskei 

nie, kon dit goed toegepas word om kolloTedosmotiese lise aan te dui. 

'n Gevolglike beperking van die mastoparanmodel in die siftingstegniek is dat 

deur een effek aan te dui ander effekte nie volkome uitgeskakel kan word nie, 

soos in die geval van P. schlechteri, P. neglectus en P. villosus venoom waar 

gemengde effekte waargeneem is. Met P. transvaalicus venoom kon met die 

siftingstegniek geen a-effekte onderskei word nie, hoewel a-effekte met 

elektrofisiologiese tegnieke vir P. transvaalicus aangedui is (Dyason, 1999: 148). 

'n Moontlike verklaring vir die verskynsel mag wees dat die porievormende effek 
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van P. transvaalicus venoom die cx.-effek in so 'n mate oorheers dat die 

siftingstegniek nie sensitief genoeg is om tussen die effekte te onderskei nie. 

Parabutoporin word in die literatuur met mastoparan vergelyk, maar met die 

siftingstegniek kan die effekte van parabutoporin nie volledig met die 

mastoparanmodel verklaar word nie. 

Met die siftingstegniek kon al die verskillende effekte van skerpioenvenoom nie 

afsonderlik onderskei word nie. Die aantal eksperimente wat vir hierdie studie 

gedoen is het gewissel. lndien in bepaalde gevalle meer eksperimente gedoen 

sou word kon die effekte moontlik meer uitgesproke wees. Daar is egter genoeg 

aanduidings dat die tegniek nuttig as 'n koste- en tydseffektiewe tegniek gebruik 

kan word om aanduidings te gee van die verskillende effekte wat dan verder 

ondersoek kan word. 

Ander moontlikhede waar die siftingstegniek aangewend kan word is om 

verskillende spesies in dieselfde genus te vergelyk, ander skerpioengenusse te 

ondersoek, dit met Parabuthus genus te vergelyk en selfs om moontlike verskille 

in dieselfde spesies van verskillende geografiese gebiede aan te dui. 
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1 BETROUBAARHEID VAN DIE SEL TEL TEGNIEK 
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Figuur 1.1 Persentasie seldood van miosiete in verskillende badjies vir bereidings van dag 1-5 

A dag 1, B dag 2, C dag 3, D dag 4, E dag 5. 
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2 ONTWIKKELING VAN DIE SIFTINGSTEGNIEK 

Tabel 2.1 Persentasie seldood van miosiete in verskillende badoplossings sonder venoom. 

__ ,,,111 -1 8% 15% 26% 5% 
2 2% 25% 11% 9% 
3 13% 14% 22% 9% 
4 11% 17% 12% 3,6% 
5 10% 3,2% 15% 7% 
6 23% 5% 32% 
7 6% 4% 32% 
8 21% 11,3% 16% 
9 3% 22,2% 10,4% 
10 7% 11,4% 19,5% 
11 12% 10,7% 
12 12,2% 4,% 
13 11,4% 3,2% 
14 12,2% 11 ,2% 
15 9,2% 10,5% 
16 14,8% 9,2% 
17 13,3% 10,9% 
18 8,3% 6,4% 
19 6% 14,2% 
20 11,9% 9,5% 
21 10,6% 17,1% 
22 5,6% 6,6% 

'X. = 10,5% 'X = 12,8% 'X. = 14,0% 'X. =6,7% 
SF= 1,06 SF= 2,34 SF= 1,7 SF= 1,07 

X = gemiddelde 
SF = Standaardfout van die gemiddelde 

1 70,3% 8,4% 11 ,8% 8,1% 
2 40,6% 18% 14,5% 8,6% 
3 51,6% 13,8% 31 ,6% 2,9% 
4 31 ,8% 15,3% 24,5% 7,6% 
5 34,3% 25% 18,8% 6,1% 

= 45,7% = 16,1% = 20,24% =6,6% 
SF= 7,0 SF= 2,7 SF= 3,55 SF= 1,02 

X = gemiddelde 
SF = Standaardfout van die gemiddelde 
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Tabel 2.3 Persentasie seldood van miosiete in verskillende badoplossings met P. granulatus. 

1 50% 
2 83% 
3 66% 
4 75% 
5 69% 
6 4%8 
7 
8 
9 
10 

= 65,1% 
SF= 5,64 

X = gemiddelde 
SF = Standaardfout van die gemiddelde 

1!11 !!111~11111!! 1!:!!!1!!!: 
!)§ffiMNij;l.iiff 

42% 
35% 
55% 
28% 

= 37% 
SF= 5,3 

59% 
37% 3% 
39% 20% 
42% 12% 
36% 10% 
87% 11% 
65% 
58% 
64% 
53% 

= 53,7% = 11 ,8% 
SF= 4,6 SF=1 ,99 

Tabel 2.4 Persentasie seldood van miosiete in verskillende badoplossings met P. neg/ectus. 

1 
2 43% 43% 36% 18% 
3 32% 20% 65% 28% 
4 29,5% 27,9% 100% 33% 
5 51 ,%5 27,1% 76% 425 
6 28,3% 17,1% 

= 45,6% = 30,8% = 60,8% = 38,6% 
SF= 7,68 SF= 3,96 SF=10,7 SF= 11,7 

X = gemiddelde 
SF = Standaardfout van die gemiddelde 

Tabel 2.5 Persentasie seldood van miosiete in verskillende badoplossings met P. villosus. 

:r:::1::::1:::11~■!li!!l!! 
:1::; :mtFMRM:1 

1 92% 63% 49,1% 16,6% 
2 90% 75% 68% 19% 
3 100% 78% 43% 15% 
4 68,9% 74,1% 75% 48% 
5 43,%8 42,1% 49% 17% 
6 49,9% 3,5% 

= 78,9% = 66,4% = 55,5% = 19,8% 
SF=10,1 SF= 6,59 SF= 5,2 SF= 6,0 

X = gemiddelde 
SF = Standaardfout van die gemiddelde 
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Tabel 2.6 Persentasie seldood van miosiete in verskillende badoplossings met mastoparan. 

Iii lill1J:l
11

lJ:
1il~tll 1lJljjjjj:? 

t/1/§]tiMMQ!iJC 
yrode='t . 

::::::::::::;:;::::;:::::::::•:•:•:• 

iEGTJ.f ::>:::::: 

1 61% 97% 37% 26% 
2 67% 98% 85% 23% 
3 68% 80% 75% 27% 
4 96% 80% 78% 25% 
5 55,8% 36% 58,7% 42,6% 

= 69,5% = 78,2% = 66,7% = 28,7% 
SF= 6,9 SF= 11,2 SF= 8,59 SF= 3,5 

X = gemiddelde 
SF = Standaardfout van die gemiddelde 

Tabel 2.7 Persentasie seldood van miosiete in verskillende badoplossings met melittin. 

1 17,9% 18,9% 
2 32,3% 52,5% 
3 16,6% 8,9% 
4 20% 35,9% 
5 31% 19% 

= 23,5% = 27,0% 
SF= 3,3 SF= 7,7 

X = gemiddelde 
SF = Standaardfout van die gemiddelde 

28,1% 
37,9% 
19,7% 
55% 

45,3% 
= 37,2% 

SF= 6,2 

:: Q:§~hEtYfQge•t r 
:i::i:::I!J:i :rei1estA' i 

9% 
10% 
8,6% 
11 ,1% 
10,6% 

=9,8% 
SF= 0,47 

Tabel 2.8 Persentasie seldood van miosiete in verskillende badoplossings met P. raudus. 

1 61% 
2 92% 
3 52% 
4 46,6% 
5 40% 

= 58,3% 
SF= 9,0 

X = gemiddelde 
SF = Standaardfout van die gemiddelde 

74% 
91% 
79% 

24,6% 
18,8% 

= 57,4% 
SF= 14,8 

51 

38% 
34% 
52% 
59% 
77% 

= 52% 
SF= 7,7 

yrode + 
.·· TA 

17% 
15% 
20% 
13% 
41% 

= 21,2% 
SF= 5,0 · 



Tabel 2.9 Persentasie seldood van miosiete in verskillende badoplossings met P. /aevifrons. 

n:Jttr§.gijfffttt :r 
!:i/ll i/,mi/1:lr.~i/ 

1 83% 93% 44% 14% 
2 56% 72% 96% 46% 
3 23% 58% 41% 16% 
4 70,9% 32,7% 52,3% 16,6% 
5 60,9% 47,2% 39,6% 19% 

= 58,7% = 60,5% = 54,5% = 22,3% 
SF= 10,0 SF= 10,3 SF= 10 SF= 5,9 

X = gemiddelde 
SF = Standaardfout van die gemiddelde 

Tabel 2.1 O Persentasie seldood van miosiete in verskillende badoplossings met P. transvaa/icus. 

yr,qgij@) 
··=···=·:-;.;-:,:,: ······ ;;1, 

88% 100% 100% 
2 95% 93% 99% 98% 
3 79% 94% 40% 27% 
4 70,4% 92,9% 99% 90% 
5 72,9% 77,6% 75,5% 74,5% 
6 72,5% 94,7% 

= 81 ,8% = 89,1% = 81% = 80,7% 
SF= 4,9 SF= 3,0 SF= 9,6 SF= 11 ,3 

X = gemiddelde 
SF = Standaardfout van die gemiddelde 
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Tabel 2.11 Persentasie seldood van miosiete in verskillende badoplossings met parabutoporin. 

i~,~~:~:: 
1 74,1% 
2 82,2% 98,4% 84,9% 73,4% 
3 79,4% 92,6% 90,7% 33,3% 
4 95,5% 34,8% 66,1% 54,5% 
5 98,5% 59,2% 72,5% 94,4% 
6 76,5% 24,5% 58,7% 78,5% 

= 84,3% = 66,45% = 84,0% = 72,3% 
SF= 4,1 SF= 12,9 SF= 5,7 SF= 10,2 

X = gemiddelde 
SF = Standaardfout van die gemiddelde 

Tabel 2.12 Persentasie seldood van miosiete in verskillende badoplossings met 

parabutoporinfragment. 

- myrotte + 

:
11:::!i!iiii:111~ ) } 

53,9% 38,5% 65,2% 12,2% 
2 80% 36,6% 77,5% 5,3% 
3 64,9% 55% 63,2% 6,3% 
4 72,5% 50,7% 59% 1,6% 
5 73,8% 52,1% 56,7% 2,9% 

= 69,0% = 46,6% = 64,3% = 5,6 
SF= 4,4 SF= 3,7 SF= 3,6 SF= 1,8 

X = gemiddelde 
SF = Standaardfout van die gemiddelde 
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Tabel 2.13 Persentasie seldood van miosiete in verskillende badoplossings met P. sch/echteri. 

2 82% 24% 70% 96% 
3 88% 9% 34% 82% 
4 57% 23% 54% 65% 
5 67% 28% 44% 52% 
6 92% 45% 94% 80% 
7 82% 24% 100% 99% 
8 88% 9% 68% 88% 
9 57% 23% 100% 100% 
10 67% 28% 100% 100% 
11 87,3% 100% 61% 77% 
12 49,1% 95,3% 98% 100% 
13 65,5% 58,3% 45% 100% 
14 94% 90% 83% 19% 
15 89,4% 89% 92% 87% 
16 44,6% 49% 91% 95% 
17 45, 1% 75% 95% 72% 
18 33,3% 72,4% 96% 28% 
19 100% 81% 
20 44% 93% 
21 45% 50% 
22 58% 98% 
23 42% 95% 
24 74% 77% 
25 38% 93% 
26 60% 95% 
27 82% 74% 
28 77% 100% 
29 96% 88% 
30 71 % 82% 
31 100% 96% 
32 51% 89% 
33 41 % 83% 
34 96% 98% 
35 49% 44% 
36 62% 92% 
37 100% 100% 
38 100% 100% 
39 49,2% 55,5% 
40 80,6% 47,5% 
41 75% 60% 
42 100% 100% 
43 49,1% 22,4% 
44 34,3% 61 ,8% 
45 35,9% 26,6% 

X = 71 ,1% X = 49,2% X = 70,2% X = 78,5% 
SF= 4,6 SF= 7,2 SF= 3,6 SF= 3,51 

X = gemiddelde 
SF = Standaardfout van die gemiddelde 
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