


































































































uik maak. Hierdeur is « »j00g 1 meer inligting

in te win aangaande die minder beke » effekte van
C . ultgaande van die meer bekende rol van Mg++
in = : proteilensintese-proses.

2.4.3 Die effek van inhibeerders

Daar bestaan min of geen gegewens aangaande stowwe
wat 'n invloed op beide Ca++—transport en protelen-
sintese uitoefen. Glikosiede het wel 'n duidelike
effek op veral hartspierweefsel. Hierdie stowwe
veroorsaak 'n sogenoemde positiewe inotrope effek,
wat teweeg gebring word deur 'n verandering in die
catt-distribusie en -opname in die sel (Koch-Weser,
1967; Goodman & Gilman, 1970; Glancy et al, 1971;
Koch-Weser, 1971 a,b). Wat die effek van glikosiede
op proteiensintese betref en veral hartspierproteilene,
is feitlik nog niks bekend nie (Kypson & Hait, 1971).
Hierdie outeurs het egter die invloed van ouabaien

op die sintese van hartspierproteiene ondersoek.

Die waarneming is gemaak dat ouabalen by 'n konsen-
trasie van 10" "M 'n inhibisie van die sintese ver-
oorsaak maar dat hierdie glikosied by 'n konsentrasie
van 107’M 'n swak stimmulering van die sintese tot
gevolg het. Verdere waarnemings dul daarop dat
toegevoegde ca’tt die inhiberende effek van die
glikosied ophef en 'n stimmulering van die sin e

tot gevolg het.
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( ouabaien, terwyl hoé konsentrasies ouabaien geen
€ k op die Ca++—transport het nie (Briggs et al,
1966). Daar is ook deur Lee & Choi (1966) aangetoon
dat die hartglikosiede onder andere K-strofantien en

ouabaien die catt

-opname inhibeer en dat hierdie
effek die duidelikste na vore kom by 'n konsentrasie
van 10 ®M. Die verskynsel dat hoé&r konsentrasies
van die glikosiede 'n minder duidelike effek op die
Ca++—opname—inhibering het, kan moontlik toegeskryf
word aan 'n inhibering van die Na+—K+—geaktiveerde
ATPase. Sabatini-Smith & Holland (1967) beweer ook
dat Ca't meer uitruilbaar word in die teenwoordig-
heid van glikosiede. Ouabaien in terapeutiese kon-
sentrasies (5 x 10”’M) versnel die vermindering in
isometriese kontraksiespanning betekenisvol. Die
verklaring wat deur hulle gegee word, is dat die
glikosied by hierdie konsentrasies die vrystelling
van ca’t uit die bindingsetels verhoog. Resultate
wat deur Liillmann & Holland (1962) verkry is, wys

op 'n aantal belangrike aspekte ten opsigte van Ca*t
en glikosiede. Daar is byvoorbeeld gevind dat catt
belangrik is vir die werking van glikosiede. Daar
word egter gewys op die sogenoemde weefsel catt en

die uitruilbare fraksie van weefsel Ca++,

laasge-
noemde waarvan betrokke is by die eksitasie-kontrak-
sie-koppeling. Ouabalen in konsentrasies van
2 x 1077M tot 2 x 10 °M het geen effek op die soge-
noemde stadige-C. uitwaskurwe nie (dit is waar-
skynlik gebonde ca*t in verskillende weefsel fraksies),
rwyl 'n konsentrasie van 6 x 10° 'M wat 'n sterk
positiewe inotrope-effek vertoon, 'n betekenisvolle

++

toename in die uitruilbare Ca veroorsaak. By
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STF TURELE EN FUNKSIONE KARZ ERISTIEKE
VAN ROTHARTPOLISOME

3.2.1. Metode vir die bereiding van polisome

Die metode wat vir die isclering van rothartpolisome

gebruik is, is 'n wysiging van 'n metode soos beskryf
ur Earl & Morgan (1968). Die harte van jong rotte,

waarvan die herkoms verskil het, is vir alle proef-

nemings gebruik. Rotte van beide geslagte is cebruik.

Die proefdiere 1is onthoof en die harte so gou moontlik
uit die diere verwyder, oopgeknip en in yskoue homo-
geniseringsbuffer (200mM sukrose; 20mM Tris-HCI,

pH 8,2; 100mM KCl; 50mM NaCl; 1mM MgCl, of 1mM
CaCl, en 1lmM EDTA) gewas. Oorblyfsels van die aortas
is verwyder. Die weefsel is deur middel van ver-
plasing geweeg en by 4 volumes homogeniseringsbuffer
gevoeg. Daar 1is met behulp van 'n Ultra Turrax-
homogeniseerder by 20 000 o.p.m. vir 30 sekondes
gehomogeniseer en na verloop van 1 minuut is weer
eens vir 30 sekondes gehomogeniseer. Die homogenaat
is met behulp van 'n Spinco 50Ti-rotor in 'n L2 of

L3 40 Beckman-ultrasentrifugeerder vir 10 minute by

7 000 o.p.m. gesentrifugeer. Die supe atant is
gedekanteer en 5M NH,Cl, pH 7,6, is bygevoeqg tot 'n
fi) e konsentrasie van 0,25M. Vervolgens is 'n
oplossing van 10% natriumdeoksiecholaat bygevoeg
tot 'n eindkonsentrasie van 0,3%. Die oplossing is

liggies geskud om te verseker dat deeglike vermeng-

ing van die stowwe plaasvind.
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FIGUUR 3.7:
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Die invloed van Ca** en Mg*" in konsentrasies van
1-7 mM op die sintese van proteiene deur 'n enkele
polisoompreparaat. RNase-kontroles by 1,5 en 7 mM
Ca** en Mg** word ook aangedui. Kromme 1 dui aan
verandering van die Mg**-konsentrasie + RNase;
kromme 2 dui aan die ooreenkomstige Ca**-konsen-
trasies + RNase; kromme 3 toon die invloed van
Ca**(1-7 mM) aan op die inkorporasie van !“C-leusien
en kromme 4 die ooreenstemmende Mg*t-effek. Die
inkubasieperiode was 30 minute by 37°C. Die prose-
dure is soos in 3.2.3.

Dit is reeds duidelik dat Ca*t by 'n lae konsen-

trasie die sintese van proteiene onderhou terwyl

Mg*tt nie dieselfde eienskap vertoon nie. Om hierdie

bel grike verskil * ‘'der te ondersoek en te veri-

fieer is die kinetiek van proteiensintese by lmM Cat?t

en 1mM Mg*t nagegaan en vergelyk met d  kinetiek

van sintese by 5mM Cat* en smM Mg*t. Hierdie ge-

komb :erde eksperimente is telkens op 'n enkele

polisoompreparaat uitgevoer. Dit beteken dat die

polisocomsediment in 'n 1lmM Mg++—medium berei 1is,
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1ens, die sintese in die teenwoordigheid van 1lmM
Mg++ is in dieselfde orde as dié waar RNA deur middel
1se vernietig is (vergelyk krom 1, 2 & 3

in figuur 3.8).

.guur 3.9 stel die vergelykende eksperiment voor

waar tydsafhanklike inkorporasie van '“C-leusien

. ! . ; +
deur rothartpolisome plaasvind in 'n medium waar cat

++

en Mg beide in 'n konsentrasie van 5mM teenwoordig

is, asook met die betrokke RNase-kontroles.

8
E SmM Mg**
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FIGUUR 3.9: Kinetiek van protelensintese by 5mM Ca®** en 5mM
Mg** met rothartpolisome. Die verskillende krommes
stel die volgende voor;

1: Protelensintese by 5mM Ca*t in die aanwesig-
heid van RNase,

2: Protelensintese by 5mM Mg** in die aanwesig-
heid van RNase,

3: Tydsafhanklike inkorporasie van !'*C-leusien
by 5mM Ca**

4: Tydsafhanklike inkorporasie van !“C-leusien
by 5mM Mg**t.

Die inkubasieperiodes was 0,1,2,5,10,20 en 30

" ute by 37°C.






't en dan in hersuspenderingsbuffer opc¢ eem wat
3mM ca*tt of 3mM Mg*tt bevat het. e ( T- en Mgtt-
¢ ntrasies is dan in hierdie afsonderlike ekspe-

rimente 'varieer tussen 1 ‘ .

Die resultaat van die invloed van Ca*t op die sin-
tese van proteiene met polisome wat in 'n Ca**-

medium berei is, word in figuur 3.10 weergegee.
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FIGUUR 3.10: Die invloed van Ca** in konsentrasies van 1-7mM
op die inkorporasie van '“C-leusien deur polisome
wat in 'n lmM Ca**-medium berei is en gehersus-
pendeer is in 'n medium wat 3mM Ca** bevat. Die
eksperimentele prosedure is verder soos in 3.2.3
begkryf. Die inkubasieperiode 30 minute by
37°C.

Die hoeveelheid sintese wat verkry word met poli-
so wat by lae kalsiumkonsentr. .es 'rei 1is en waar

die konsentrasie van Ca*t?t

gevarieer is, blyk laer
te wees as in gevalle waar die polisome by 'n lae

I jnesiumkonsentrasie berei is (vergelyk figuur 3.6).
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4.2.1. Metode

4.2.1.1 Isolering van ' “:rosome t rothartw 21

Die proefdiere is doodgemaak deur 'n hou agter op

die kop, daarna is die dier onthoof en die bloed
toegelaat om uit die sisteem te dreineer. Die harte
is hierna vinnig verwyder en dadelik in yskoue homo-
geniseringsbuffer (20mM Tris-HCl pH 7,0; 300mM
sukrose) geplaas. Die harte is hierna ocrgeplaas in
10 ml van dieselfde buffer in 'n vsbad en die weefsel
met behulp van 'n skér fyngesny. Die fyngeknipte

'n

hartweefsel is vir 45 sekondes met behulp van
Ultra-Turrax-homogeniseerder gehomogeniseer, vir

15 sekondes laat staan en dan weer vir 45 sekondes
gehomogeniseer. Die homogenaat is oorgeplaas in
'n,sentrifugeerbuis en verseé€l. Laasgenoemde is in
'‘n vooraf verkoelde rotor van 'n Beckman Spinco L2-
ultrasentrifugeerder geplaas. Die metode is verder
uitgevoer soos uiteengesit in skema 4.1. Hier-
volgens word die homogenaat aan differensiéle ultra-
sentrifugering onderwerp. Die hartweefselsuspensie
word eerstens by 15 000 x g gesentrifugeer om
mitochondria en sellulére oorskot te verwyder. Hier-
na word die mikrosomale-fraksie by 100 000 x g
gesedimenteer. Om die suiwzsrheid van d preparaat
so ver moontlik te verhoog, is laasgent 1ide geher-

¢ endeer en die genoemde sedimentasic deur 'n

digte, gebufferde sukrosemedium (35%) herhaal.
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gekontamineer met mitochondrialefragmente en bestaan
dus nie slegs uit sarkoplasmatiese retikulum nie.
Die preparaat word egter as sodanig algemeen gebruik

in die bestudering van Ca*t?t

-opname.

4.2.1.2. Ca++—opname

Die volgende reaksiemengsel is saamgestel:

mikrosomale-suspensie 0,1 ml
stamoplossing 0,5 ml
tfwater 1,3 ml
ATP-oplossing 0,1 ml

Totaal 2,0 ml

Die eindkonsentrasies en samestelling van die ver-
skillende bestanddele in die stamoplossing is as

volg: 0,9mM Tris-HCl, pH 6,8-7,0; 5mM MgCl,;

0,1lmM CaCl,; 1,8ug/ml “°Ca as “*CaCl,; 6,3% sukrose;
113mM KCl; 9mM histidien; O0,1mM EGTA en 10mM ATP.

Die reaksiemedium is sonder ATP geinkubeer 25%¢.
» ATP-oplossing is vanuit 'n ysbad by die re sie-

medium gevoeg. Die reaksie is gestop deur na die

lar glikosied in die :al igsel toe Do

is ocoreenstemmend minder water toegevoeg.
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die effek na 'n tydsverloop vir die 1 ~simale op-
name van kalsium. Hierdie eksperimentele bevindings

rd in die volgende afdelings aangetoon en bespreek.
4.3.1. Die effek van ouabalen op die Ca++—opname

Die effek wat deur ouabaien op die opname van Cat*
deur die sarkoplasmatiese retikulum uitgeocefen word,
is oor die algemeen inhiberend van aard. By sekere
konsentrasies van hierdie glikosied word egter geen
inhibitoriese effek verkry nie en word die opname van

kalsium selfs verhoog (vergelyk hoofstuk 2).

In figuur 4.1 word die effek van ouabaien by 'n
konsentrasie van 107 "M vergelyk met 'n kontrole waar
geen glikosied aanwesig is nie. In alle figqure word

die gemiddelde waardes oor 2 eksperimente voorgestel.

X0+ « Kontrole
o 107‘M Quabaren

ca’*  opgeneem / gram proteen
N
8

L

20 ] &0 8 w =0
Tyd in sekondes

o

FIGUUR 4.1: Die effek van ouabafen (107°M) op die opname van
kals deur geisoleerde mikros
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FIGUUR 4.2: Die effek van ouabalen (107M en 107°M) op die
kalsiumopname deur mikrosome.

4.3.2. Die effek van digitoksien op die Cat*-opname

Die invloed van digitoksien by verskillende konsen-
trasies op die opname van kalsium deur 'n geisoleerde
mikrosomale fraksie, is onderscek. Uit figure 4.3

en 4.4 kan gesien word dat digitoksien by konsentrasies
van 107*M en 107°M nie 'n betekenisvolle effek het

op die .ame van kalsium nie. Dit is in teens .ling

tot die invloed van ouabalen op die kalsiumopname in
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Aangesien daar verskille bestaan in die effek van die
twee verskillende hartglikosiede by die betrokke kon-
sentrasies, sooOs :eengesit in die voorafgaande dele,
is verder 'n aantal eksperimente uitgevoer om die effek
van 'n reeks konsentrasies (l10™% - 107°M) van albei
stowwe telkens met kontroles, waarby daar geen gliko-
sied aanwesig is nie, te vergelyk. Die resultate wat
met hierdie eksperimentele ondersoek verkry is, word

in figuur 4.5 grafies voorgestel.
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FIGUUR 4.5: Die effek van ouabalen en digitoksien, elk by
konsentrasies van 107%, 107%, 1077, 107°
respektiewelik, op die kalsiumop: deur
geisoleerde mikrosome.

Uit die voorafgaande beskrywing van die resultate is
dit duidelik dat, van die genoemde hartglikosiede,

ouabaien 'n merkbare invloced het op die kalsiumop-
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HOOFSTUK 5

DIE INVLOED VAN HARTGLIKOSIEDE OP DIE PROTEIEN-
‘NTESE IN HARTSPIERWEEFSEL

5.1 INLEIDING

e hartglikosiede ouabaien en digitoksien het ver-
skillende effekte op die kalsiumopname. OQuabaien
veroorsaak 'n merkbare inhibisie van die kalsium-
opname by 'n konsentrasie van 107 °M, terwyl digitok-
sien nie 'n duidelike effek vertoon nie (vergelyk
hoofstuk 4). Deur middel van eksperimentele onder-
soek is gepoog om met behulp van die twee kardenoliede
hartglikosiede 'n verband te vind tussen die effek
van bogenoemde stowwe op die kalsiumopname en die
proteiensintese in hartspierweefsel. Vir hierdie

doel is van rothartspierskyfies gebruik gemaak.

Die literatuur bied geen voor die hand liggende

antwoord op hierdie vraag nie. 'n Paar outeurs ver-

wys egter wel na die verband tussen sommige gliko-

siede en proteiensinte . Weinreich & Karler (1971)
't by »rbe .4 rind dat di . ‘hidantolen

proteiensintese moontlik maak in die teenwoordigheid

van L. . S| ! Sr-
saak inhibis van die protelensintese (Beller &
Mongillo, 1969). Sommige van die hartglikosiede

assosieer direk met die sarkoplasmatiese retikulum
en mag moontlik sodoende 'n invloed op die protelen-

sintese uitoefen (Bing, 1965; Dutta et al, 1968).
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is tweemaal gewas 1 : 60mM KCl en uii .ndelik opge-
los in 1ml 1M NaOH en verder handel soos in 5.2.2

beskryf vir radiocaktiwiteitsbepaling.

++

5.3 DIE EFFEK VAN Ca EN Mg** OP DIE SINTESE

Aangesien beide ca*tt en Mg++ 'n duidelike stimulerende
effek op die proteiensintese by geisoleerde polisome
het (vergelyk hoofstuk 3), is die vraag wat ontstaan
of hierdie twee divalente katione dieselfde effek
vertoon op die proteiensintese by hartweefselskyf:

Die effek van verskillende konsentrasies van beide

ca*t en Mg++, soos aangedul in die verskillende figure,
op die sintese van oplosbare protelene en aktomiosien
is eksperimenteel ondersoek. Vir hierdie doel is 'n
Eagle se medium voorberei waarin daar geen ca*t of
Mg*tt voorkom nie. Deur verskillende konsentrasies Ca**
of Mg*t by die inkubasiemedium te voeg kon die effek
van verskillende konsentrasies van enigeen van hierdie
katione in afwesigheid van die ander nagegaan word.

Die resultaat word vervolgens aangetoon en bespreek.

Uit figuur 5.1 kan gesien word dat Ca'? die proteien-

sintese in rothartweefsel stimuleer, soos ook waarge-

1 vir .n : met geisole - po:
konsentrasie van Ca** waar optimale ;e verkry
word, is tussen 3 en 5S5mM. Dit stem ooreen met die

resultate wat met geisoleerde polisome verkry is

(vergelyk hoofstuk 3).
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mM Mg** ™M Mg**
5.2.1 5.2.2
FIGUUR 5.2: Die invloed van Mg*' in konsentrasies van 0-5mM
op die sintese van oplosbare proteiene (5.2.1)
en aktomiosien (5.2.2) in rothartweefsel.
10011 van verskillende stamoplossings van MgCl;
is bygevoeg om bogenoemde eindkonsentrasies te

gee. Die prosedure is soos in 5.2 beskryf.
Die inkubasieperiode was 120 minute by 37%c.

Hieruit is dit duidelik dat Mg%t die sintese van
beide oplosbare proteiene sowel as aktomiosien stimu-
leer. Die konsentrasie waar optimale sintese verkry
word, is weer eens tussen 3 en 5mM. Hierdie optimum
oreen met dié wat in 7 : gewv: sintese by
1¢ -de polisorl verkry is (ve k figuur 3.4).
Volgens die gegewens in figure 5.1 en 5.2 volg dit
dat die totale hoeveelheid proteiensintese in die
aanwesigheid van Mg*t*t hoér is as dié met ca**. Die
sintese blyk egter effens hoér te wees by 1mM ca*tt
in vergelyking met die toestand by Mg*t. Hierdie

effek is egter nie so uitgesproke as in die geval
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5.4.1 Die effek van ouabaien

Die invlced van ouabalen by konsentrasies vanaf

1 x 107*M tot 2 x 107°M op die .ntese oplosba
proteiene sowel as aktomiosien is nagegaan. Hiervoor
is die weefselskyfies vir 2 uur by 37°C in die aanwe-
sig .d van o1 alen by die konsentrasies soos hierbo
genoem geinkubeer. Stamoplossings van oubalen is vir
alle eksperimente gebruik en hiervan is telkens 100ul
bygevoeg om dan die eindkonsentrasies soos aangedui
te gee. Die ouabalen-invloed word in hierdie eksperi-
ment vergelyk met 'n kontrole waar geen glikosied
toegevoeg is nie. Die resultaat van hierdie eksperi-
ment, vir die sintese van die oplosbare protelene,

word in figuur 5.3 weergegee.

e~

; gram nat weefsel

)

Telle per minuut

Mollre konsentrasie

FIGUUR 5.3: Die sintese van oplosbare proteiene in die
teenwoordigheid van ouabaien in konsentrasies
van 0- 1 x 107"M. Die konsentrasies wat onder-
soek is, was 6 x 107%, 2 x 107° en 1 x 107"
moleér. Hierdie konsentrasies word vergelyk met
'n kontrole waar geen glikosied aanwesig is nie.
Die inkubasieperiode was 120 minute by 37°%C.

Die eksperiment is uitgevoer soos uiteengesit
in 5.2.






duidelik dat geen uitgesproke invloed van ouabalen op
die sintese van protelene aangetoon kon word nie. 'n
:n inhi. invloed is op die .ntese van die
oplosbare protelene gevind, terwyl 'n geringe inhibisie
van aktomiosiensintese slegs by relatief hoé ouabalen-
konsentrasies (10”"M) waargeneem kan word. Die vraag
kan nou gestel word of die afname in die totale hoe-
vi "heid !'“C-leusien ingebou (figuur 5.3 by 107 %M
¢ 1ifen) wél inhibisie voorstel, aangesien die ef:”
by veral aktomiosiensintese nie baie duidelik was nie.
Ten einde hieroor verder duidelikheid te kry is die
kinetiek van proteiensintese by 'n konsentrasie van
10™*M vir oplosbare proteiene sowel as aktomiosien
ondersoek. Die resultaat van die invloed van ouabaien
in 'n konsentrasie van 1 x 107"M op die tydsafhanklike
inkorporasie van !'“C-leusien in oplosbare protelene

word in figuur 5.5 aangedui.

]

« Kontrole
81x 107¢M Ouabaen

g

nat weefsel

-
8

&

Telle per mynuut / gram

0 EY - 90 120
Tyd 1n minute

FIGUUR 5.5: Die invloed van ouabaien by 'n konsentrasie van
1 x 107"M op die tydsafhanklike sintese van
oplosbare proteiene. Die inkubasieperiodes was
15, 30, 60, 90 en 120 minute by 37°C. Die
eksperimentele prosedure is soos in 5.2 beskryf.
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:selfde uitwerking word hier deur ouabaien uitge-
oefen. Die mate van inhibering is eqg : in die geval
van aktomiosien duidelik minder as vir die oplosbare

proteiene.

Uit die voorafgaande gegewens kan die afleiding dus
gemaak word dat relatief hoé& konsentrasies van
ouabaien (107*M) wé&l 'n inhibisie van die sintese

van oplosbare proteiene en aktomiosien veroorsaak.

Aan die hand van die kinetiese proewe kan dan gestel
word dat die laer sintese van aktomiosien by 1 x 107'M
ouabaien (figuur 5.4) en ook die sintese in die geval
van oplosbare proteiene (figuur 5.5) swak inhibisie

verteenwoordig.

5.4.2. Die effek van digitoksien

Vervolgens is die invloed van 'n glikosied wat, in
teéstelling tot ouabaien, 'n swak invloed op die
kalsiumopname uitgeoefen het, op die sintese van

proteiene nagegaan.

Die inkorporasie van '“C-leusien in proteiene in die
aanwesigheid van verskillende konsentrasies digitok-
sien is eksperimenteel ondersoek. Die proteien-
fraksies waarby radiocaktiewe metings gedoen is, is

+ oplosbare proteie asook tomiosien. Ten
eerste is die invloed van digitoksien in konsentr .es
wat wissel tussen 1 x 107° en 1 x 107" molér op die
sintese van oplosbare proteiene in rothartspierweefsel
ondersoek. Die sintese onder hierdie kondisies is
vergelyk met 'n kontrole waar geen glikosied toegevoeg

is nie. Die resultaat hiervan word in figuur 5.7 gegee.
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eksperimentele toestande ondersoek. Die resultaat

word in figuur 5.8 voorgestel.

£ 00————

& g

gram nat weetvel

g

Telle per m nuut
o

0 k0 5x 105 X 10
Moit’e konsentrasie

FIGUUR 5.8: Die sintese van aktomiosien onder invloed van
digitoksien. As kontrole is geneem die sintese
in die afwesigheid van digitoksien. Die ver-
skillende konsentrasies van die glikosied wat
in die ondersoek gebruik is, was 1 x 10_5,

2 x107°%, 6 x 107" en 1 x 107* molér. Die in-
kubasieperiode was 120 minute by 37°C. Die
verdere prosedure is soos in figuur 5.7 beskryf.

Hieruit volg dit dat digitoksien die sintese van
aktomiosien insgelyks sterk onderdruk. Aangesien
hierdie effek van digitoksien so prominent is,
ontstaan die vraag by watter digitoksien-konsentrasie
inhibi t« : ! v( begin kom. Om h:
oor duidelikheid te kry is 'n eksperiment uitgevoer
waarin die konsentrasie van die glikosied sodanig
gevarieer is dat meer gegewens verkry kon word aan-
gaande die inhibitoriese effek tussen 0 en 1 x 107°
molér (kyk figure 5.7 en 5.8). Hiervoor is die

invloed van digitoksien in konsentrasies wat wissel
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ien uitgevoer. Die resul' it hiervan word in

figuur 5.10 gevind.
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FIGUUR 5.10: Die invloed van lae konsentrasies van digitoksien
op die sintese van aktomiosien in rothartspier-
weefsel. Die verskillende konsentrasies waarvan
gebruik gemaak is, was 107!'!, 107%, 107%, 1077 en
107® mol@r. As kontrole is geneem die sintese-
aktiwiteit in die afwesigheid van die glikosied.
Die inkubasieperiode was 120 minute by 37°C. Die
proef is verder uitgevoer soos in figuur 5.7
beskryf.

Hier word dieselfde tendens vertoon naamlik 'n toe-
name in die hoeveelheid inhibisie met toename in
konsentrasie van die glikosied. Die konsentrasie
waarby inhibering aanvanklik waargeneem kan word,
S* | ook ooreen met verk by die sinte: van

oplosbare proteiene, naamlik 107°M (figuur 5.9).
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op .ende versk ~~ : vertoon ten ] > van die
invloed van hierdie stowwe op die opname van Ci
fstuk 4) en die sintese van protelene (hoofstuk 5).
Vv cts is die effek van hierdie glikosiede op (1) die
sintese met gelisoleerde polisome en (2) die O,-~
opname deur gelIsoleerde mitochondria ondersoek. Die
resu. :e word in die volgende hoofstuk weergegee

en bespreek,
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»¢r binding aan mikrosome vertoon as aan mitochondria

en nuklel.

In hierdie hoofstuk volg 'n uiteensetting van die

eksperimentele opstelling wat gebruik is om die effek
van die glikosiede op (1) die protelensintese deur
gelsoleerde polisome en (2) die opname van suurstof

deur geisoleerde mitochondria te ondersoek. n

Bespreking van die resultate word gegee.

6.2 DIE EFFEK VAN OUABAfEN EN DIGITOKSIEN OP
PROTEIENSINTESE DEUR GEISOLEERDE ROTHART-
POLISOME

Geisoleerde polisome is berei volgens die prosedure
wat in hoofstuk 3 beskryf is. Ten einde vas te stel
of die glikosiede moontlik 'n direkte invloed op die
polisome het, is verskillende konsentrasies ouabalen
en digitoksien by die reaksiemengsels vir in vitro-
proteiensintese in 'n selvrye sisteem gevoeg. Aange-

** en Mgtt die sin-

sien verskillende konsentrasies Ca
tese van proteiene verskillend beinvloed het, byvoor-
beeld dat Ca®™* in 'n konsentrasie van lmM sintese

o1 terwyl 'n hoé& sinteseaktiwiteit by 5mM Mgtt
\/ om (Ve lyk hoofstuk 3), : e inv. d
glikosiede onder hierdie toestande nagegaan. Die
sintese in die aanwesigheid van die glikosiede 1is
telkens vergelyk met dié in die teenwoordigheid van
RNase. Hierdeur is gepoog om die invloed van ouabalen
en digitoksien op die sintese enersyds by 'n kritiese

kalsiumkonsentrasie (lmM) en andersyds onder toestande
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6.1 is dit verder duidelik dat die totale hoeveelheid
sintese bv 5mM Mg*? betekenisvol hoér is as dié by
1mM catt. Die sintese vind egter wel by 1lmM ca*t+
onder hierdie kondisies plaas. Dit word bevestig
deurdat RNase 'n algehele opheffing van die sintese
by 1mM Cca*t asook by 5mM Mg¥t veroorsaak (vergelyk
ook hoofstuk 3).

6.2.2. Die invloed van digitoksien

Om die invloed van digitoksien op die in vitro-sintese
met geisoleerde hartpolisome te ondersoek, is ver-
skillende konsentrasies van digitoksien by reaksie-
mengsels met 1mM catt en smM Mgtt gevoeg. Die
eindkonsentrasies waarin digitoksien in albei gevalle
voorkom, wissel tussen 1 en 10mM. Die resultaat hier-

van word in figuur 6.2 gegee.

Aan die hand van hierdie resultaat kan die afleiding
gemaak word dat digitoksien, by die konsentrasies
wat ondersoek is, geen uitgesproke effek op die
sintese vertoon nie. 1In die geval van sintese by
5mM Mg++ mag die effek moontlik as swak inhibering
vertolk word. Die sintese is in hierdie geval weer
eens hoér by 5mM Mg*™t as by 1mM Cat?, terwyl geen

sintese in die aanwesigheid van RNase plaasvind nie.
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6.3.1. Metode

Die harte van 3-4 rotte, afhangende van die grootte

van die proefdiere, is geneem en onmiddellik na ver-
wydering uit die dier met 'n skér stukkend geknip en
afgespoel met yskoue sukrose-Tris-buffer (20mM Tris-HCL,
pH 7,0; 300mM sukrose). Die weefsel is in 10 ml

van dieselfde buffer by 0-4°C met behulp van 'n Ultra-
Turrax-homogeniseerder gehomogeniseer. Die homogenaat
is aan differensiéle ultrasnetrifugering onderwerp

soos in skema 6.1 uiteengesit.

SKEMA 6.1 HARTHOMOGENAAT

Sentrifugering
8 000 x g vir

15 minute
Oplosbare gedeelte Selwande, kerne,
Sentrifugering oorskot
20 000 x g vir
60 minute
Postmitochondriale Mitochondriale-Fraksie
supernatant (Gehersuspendeer)

Die mitochondriale-fraksie is in 1,7 ml sukrose-Tris-
buffer deur middel van 'n pipet gehersuspendeer.

e ‘ in 'n ysbad wv. ve: :re ik
gehou. Die volgende reaksiemengsel soos in tabel 6.1

ui engesit, is saamgestel.
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van die syarm by die inhoud van die flessie gevoeg.
is as die nultyd geneem. Die suurstofopname is

direk op die manometers van ‘n Gilson differensiéle

respirometer afgelees op tye soos aangedui in die

o: :skrifte van elke figuur.

'n Proteienbepaling, volgens die Biuret-metode, is op
die mitochondriale suspensie uitgevoer. Die resul-
taat van 'n eksperiment is telkens uitgedruk as ul

0, opgeneem/mg proteien.

6.4 RESULTATE

Die ‘fek van ouabalen en digitoksien in verskillende
konsentrasies, soos in elke figuur aangedui, is op
die O,-opname deur gelsoleerde mitochondria uit

rothartspierweefsel nagegaan.

6.4.1. Die effek wvan ouabaien

Om die effek van 'n relatief hoé konsentrasie van
ouabalen (107°M) op die 0,-opname deur geiscleerde
mitochondria vas te stel is hierdie glikosied by die
reaksiemengsel gevoeg en die resultaat vergelyk met
'

n :role waar geen glikos | toec w1 : nie.

Die bevindings hiervan word in figuur 6.3 gegee.
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‘GUUR 6.4: Die effek van ouabalen in konsentrasies van 1 x 10—9,
1 x107 en 1 x 107°M op die opname van suurstof
deur geiscoleerde hartmitochondria. As kontrole is
geneem die Op-opname in die afwesigheid van die
glikosied. Die inkubasieperiodes waarby lesings
geneem is, is 0,5, 10, 20, 30, 60 en 80 minute
by 37°C.

Hieruit blyk dit ook duidelik dat ou iIen in hier-
die konsentrasies geen duidelike effek ten opsigte
van die O,-opname vertoon nie. Die afleiding kan
dus gemaak word dat ouabalen in geeneen van die kon-

sentrasies waarby die effek van hierdie glikosied

nag an is enige betekenisvolle invloed op die m:
chondri a2 - opsigte - die verbruik van
< n:

6.4.2. Die effek van digitoksien

Na analogie van die ondersoek met ouabalen is die
invloed van digitoksien op die suurstofopr € eri-

menteel nagegaan. Ten eerste is die effek van digi-
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FIGUUR 6.6: Die invloed van digitoksien in konsentrasies van
107%, 1077 en 10~5M op die O;-opname deur geisoleerde
rothartmitochondria in vergelyking met 'n kontrole
waar geen glikosied toegevoeg is nie. Die inkubasie-
periodes waarby lesings geneem is, is 0, 5, 10, 30,
60, en 90 minute by 37°C.

Dit volg uit die hiervoorafgaande dat bogencemde

konsentrasies van digitoksien eweneens geen uitge-~
sproke effek op die suurstofopname vertoon nie L
dus nie die mitochondriale-aktiwiteit enigsins op-

vallend beinvloed nie.

6.5 KON

Uit die voorafgaande gedeelte volg dit dat geen
duidelike effek met die glikosiede, ouabaien en
digitoksien, op die protefensintese deur gelIsoleerde

rothartpolisome aangetoon kon word nie. Verder is
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HOOFSTUK 7

ALGEMENE BESPREKING

Die invloed van kalsium- en magnesiumione op die
sintese van proteiene deur geisoleerde rothartpoli-
some, asook aspekte van die proteiensintese in in-
takte hartspierselle en die verband van laasgenoemde
met enkele ander biochemiese prosesse, is in hierdie

ondersoek nagegaan.

Soos reeds in hoofstuk 2 aangetoon, bestaan daar in
die literatuur 'n teenstrydigheid ocor die direkte rol
van kalsiumione op die proteiensintese in hartspier,
al dan nie. Die rol van magnesiumione is egter wel-
bekend. Ten eerste sal dus aandag gegee word aan die
vraag of kalsiumione ’'n direkte invloed op die pro-
telensintese uitoefen en daarna aan die relatiewe
belangrikheid van hierdie twee divalente ione onder

bespreking.

Beide ca™? en Mg't stimuleer aminosuurinkorporasie

it gesintetis¢ : word
{(kyk wr 3.7).
resultate wat verkry is, blyk dat )
in konsentrasies van 1 tot 7mM 'n pro iief stimu-

lerende effek op die sintese vertoon, met optima by
4-5mM (vergelyk figure 3.5 en 3.6). Die waargenome
verskil is egter dat die persentasie stimulering tussen

1mM en die optimum in die geval van Mg** aansienlik
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hierdie eienskap vertoon nie.

Die gende aspek wat behandel word is wat die rela-

*+ en Mg++ ten opsigte van

tiewe belangrikheid wvan Ca
die proteiensintese is. Mg++ blyk belangrik te wees
in die isoleringsproses wat gevolg word om polisome
vir die in vitro-sintese van proteiene te berei.
Wanneer polisome in 'n Catt-milieu geisoleer word, is
die aktiwiteit daarvan aansienlik verlaag, terwyl
polisome wat in die aanwesigheid van Mg++ voorberei
is 'n hoér aktiwiteit vertoon (vergelyk figure 3.3

en 3.4 en paragrawe 3.4 en 3.5). Hieruit volg dan
dat Mg++, as divalente katioon, moontlik noodsaaklik
is vir die handhawing van ribosomale aktiwiteit en

struktuur tydens 'n relatief ruwe isoleringsprosedure.

Uit bogenoemde kan dus die konklusie gemaak word dat
(a) beide Ca’t en Mg't sintese van proteiene kan
stimuleer met optima van ongeveer dieselfde orde;
(b} dat ca'*t die preferente ioon vir sintese by lae
divalente ioonkonsentrasies is en (c) dat Mg*tt
die preferate ioon vir die stabilisering van die sel-

vrye sisteem tydens die isolasie prosedure is.

In e lig van die ndere plek wat tans aan
1 word e} ran H
1sin e (si > in hie

nou hoofsaaklik aan die betekenis van die Catt-effek
aandag gegee word. 'n Indikasie van die invloed van
ca*t op die stabiliteit van polisome is met behulp
van sukrosegradiéntsentrifugering gekry. Uit hierdie
ondersoek het geblyk dat catt by 1mM meer swaar

materiaal in die polisoom struktuur tot gevolg het
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some aan die endoplasmatiese retikulum asook vir die
in  awing van die kwaternére struktuur van die ril -
S¢ (Khawaja, 1971). Dit is dus duidelik dat die
aanwesigheid van 'n divalente katioon, in die vorm
van Mg++, sy invloed op die proteiensintese onder
andere deur sy invloed op die ribosoom- en polisoom-
stabiliteit kan uitoefen. Vir sover dit Ca'' betref
en die moontlike rol daarvan met betrekking tot
proteiensintese in soogdierweefsel is daar minder
gegewens beskikbaar. Sover bekend is die invloed van
Ca** op die sedimentasiepatroon van polisome, soos
beskryf in hierdie proefskrif (vergelyk figure 3.13 en

3.14) die eerste ondersoek op hierdie terrein.

Ten einde verdere bespreking oor die betekenis van die
Catt-effek op die proteiensintese te voer, sal eers
aandag gegee word aan die vergelykende studie oor die
invloed van glikosiede op die Catt-transport en die

proteiensintese.

Wanneer na die effek van die glikosiede naamlik
ouabalen en digitoksien op die kalsiumopname deur
geIsoleerde hartmikrosome en die protelensintese deur
rothartweefselskyfies gekyk word, is duidelike ver-

skille waar te neem. Ouabalen het byvoorbeeld 'n

onderdrukking van die kalsiumopname deur geisoleerde

by 'n L t iie van

4.5) na vore. Hierdie waargenome effek van ouabalen
is in ooreenstemming met die bevindings van Lee &
Choi (1966). Hierdie glikosied het in teenstelling
tot bogenocemde min effek op die proteiensintese en

veroorsaak selfs 'n swak stimulering van die sintese
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die kompleksiteit van die verskillende protelensin-
tese-sisteme en wys ook daarop dat groot versigti:
heid aan die dag gelé >t word by die interpretasie
van resultate wat uit verskillende sisteme, soos hier-

bo genoem, verkry word.

Volgens Nihei (1971) en Larson et al (1969) kom
ribosome grootliks vry in spierweefsel voor. Hier-
die ribosome sou dan verantwoordelik wees vir die
sintese van miosien. Die moontlikheid ontstaan nou
dat die Ca't wat as gevolg van die werking van oua-
balen intrasellulér beskikbaar raak die vry polisome
kan stimuleer tot 'n hoé€r sintese van aktomiosien.
Die sintese van oplosbhare protelene word onder hier-
die omstandighede baie swak geinhibeer wat die vraag
laat ontstaan of die sintese hiervan nie dan in asso-
siasie met die retikulum plaasvind nie. Die inhibi-
toriese effek wat met digitoksien waargeneem is (kyk
figure 5.7 en 5.8) kan moontlik verklaar word in die
lig van die feit dat hierdie glikosied binding van
ca*t aan miosien veroorsaak (Bing, 1965) sodat daar-
deur die Ca¥™ in die omgewing van die proteiensin-

tesesetel tot 'n kritiese punt verlaag word.

Uit die voorafgaande bespreking kan die volgende

e be . ¥ die

k ]
in 'n selvrye sisteem en - Dit
is in ooreenstemming met die hipotese van
Kaplan & Richman (1971). Die meganisme wat deur
Kypson & Hait (1971) vir die Catt-effek voorge-
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sentrasie in die medium waarskynlik teenwerk,
sodat die intrasellulére konsentrasie in weef-
selskyfies dus n& aan die wat in vi bestaan
bly. 1In preparate met geisoleerde polisome is
so 'n reguleringsmeganisme nie aanwesig nie en
dus is die Ca**-effek daar baie duidelik. 1In
teenstelling tot hierdie voorstelling oor die

rol ° catt

in protelensintese by hartspier-
weefsel, staan die resultate van Farese (1971)
vir proteIensintese in adrenaalkliere, naamlik
dat die protefensintese-effek van ACTH deur Ca‘t™t
bewerkstellig word en Cca’t sodoende as intra-
sellulére sintesereguleerder optree. 1In hier-
die weefseltipes sou 'n reguleringsmeganisme

via die cat*-konsentrasie wel aanvaarbaar wees.

Hierdie stellings kan onder andere verder eksperi-
menteel geévalueer word wanneer afwyking in die
hartmetabolisme byvoorbeeld tydens oorbelading van
die hart of sekere patologiese toestande soos kar-
diomiopatie bestudeer word. Enkele eksperimente

ter illustrasie hiervan word in die volgende hoofstuk

bepsreek.
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Met hierdie ondersoek is gepoog om 'n paar aspekte

van die basies biocl 1 e prosesse be ke by hart-
>ierkontral .e eksy i iteel na te Hiervoor
is die Ca++—opname deur die hartmikr : nor-

male en gousiektediere, met duidelike simptome, onder-

soek.

'n Uiteensetting van die bevindings word vervolgens

gegee en bespreek.

8.2 METODE

8.2.1. Dosering van die proefdiere

Die proefdiere wat vir hierdie ondersoek gebruik is,
was jong uitgegroeide merinoskape waarvan die herkoms
verskil het. Die plantemateriaal wat versamel, ge-
droog, gemaal en vir alle doserings gebruik is, het
bestaan uit die toksiese plant bekend as Pacht—~tigma
pygmaeum. Hierdie gedroogte plantemateriaal is in
die vorm van 'n watersuspensie per maagbuis daagliks
aan proefdiere toegedien. Die dosis wat deurgaans

gebruik is, is 250g/dag vir 48 dae, vir 'n dier met 'n

liggaamsmassa van 40 kg. As kontroles is nie-gedo-

:» wat van

8.2.2. Isolering van hartmikrosome

Dieselfde metode as dié beskryf in paragraaf 4.2.1.1
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1 e fibrillasie met ektopiese slae gevolg. Die
fibrillasie het vinnig toegeneem en die e} piese

"3e het verminder. Die hartgeluide het vinnig ver-
swak. Asemhalingsnood het geleidelik ontwikkel.
Die dier het 'n merkbare duiseligheid vertoon. Hier-

na het die dood ingetree.

Die effek van hierdie siektetoestand op die Catt-
opname-funksie van die hartmikrosome word vervolgens

bespreek.
8.3.1. Die invloed van gousiekte op die Ca**-opname

Die invloed van dosering van genoemde toksiese
plantmateriaal aan proefdiere en die resulterende
effek op die Ca*t-opname deur geisoleerde skaap-
hartmikrosome is eksperimenteel ondersoek en
vergelyk met kontroles. Alle individuele gevalle
word nie hier afsonderlik bespreek nie. In figuur
8.1 word die invloed van gousiekte op die Ca*t-opname
aangetoon en met 'n kontrole vergelyk. Die waardes
wat in hierdie figuur weergegee word, is gemiddelde

waardes geneem oor 'n aantal van 10 eksperimente.

Uit figuur 8.1 kan gesien word dat die cat*-opname

in diere met gousiekte betekenisvol laer is as in
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FIGUUR 8.2: Die effek van gousiektedosering op die Ca**-opname
in gevalle waar proefdiere geen simptome ontwikkel
nie.

Die Ca++—opname in hierdie proefdiere verskil effens.
In die geval waar die proefdier aanvanklik geen reak-
sie op die dosering getoon het nie en weer vir 'n
tweede maal gedoseer is, is die Catt-opname ietwat
laer as in die geval waar die proefdier slegs aan 'n
enkele doseringstydperk blootgestel was. Die verskil

.
ie mater nie hetekenisvol aroot nie. Albeil hierdie

ooreen met die kontrolewaardes (vergelyk figure 8.1

en 8.2).
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*-konsentrasie kan dan moontlik die grondliggende

'saak vir die versteurde proteienmetabolisme wees.
Die volle implikasie hiervan hou die potensiaal vir
'n * 1gbare ondersocek vir toekomstige navorsing op

hierdie terrein in.






Tt oaie preferente ioon vir sintese by 'n lae kon-
isie is, terwyl Mgtt die preferen ioon in .
‘ing - > selvrye siste tydens die iso-

prosedure 1is.

Ten einde die effek van ca*?t op die protelIensintese
te evalueer is met behulp van twee glikosiede naam-
lik ouabalen en digitoksien 'n korrelasie getrek

t ien Ca++—t1 sport en proteiensintese. Daar is
vasgestel dat die inhibitoriese effek van die gliko-
siede op die proteiensintese nie toegeskryf kan word

aan 'n versteurde energieproduksie in die sel nie.
itlike verklarings van die waargenome resultats

sook enkele praktiese toepassings daarvan word

bespreek.
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:red for the stabilisation of the cell free

'm during the isolation procedure.

To further evaluate the effect of ca*t on

s esis a correlation was drawn between

protein

ca*t trans-

port and protein synthesis with the aid of two gly-

ides namely ouabain and digi tin. It
mined that the hibitory effect of these
glycosides on protein synthesis could not
buted to a disturbed production of energy
cell.

Possible explanations and a few practical

tions of the observed results are given.

was deter-
cardiac
be attri-

in the

applica-
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