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HOOFSTUK 1 

INLEIDING 

Die meganisme van preteiensintese is vandag, in heef­

trekke, reeds g9ed epgeklaar. Hiertoe is veral deur 

gebruikmaking van selvrye sisteme van bakteriele 

oorsprong gekom. Die mees algemeen gebruikte van 

hierdie selvrye sisteme is die van Escherichia coli 

en Bacillus Stearotermophilus. Na mate die kennis 

aangaande die proteiensintese egter toegeneem het, 

is meer aandag geskenk aan die sintese by hoer orga­

nismes waarender ook seogdiere. Aangesien dit be­

kend is dat die lewer 'n aktiewe ergaan is in die 

sintese van verskillende metaboliete, ender andere 

eek proteiene, is die ondersoeke na die in vitre-sowel 

as in vivo-preteiensintese taamlik algemeen op die 

lewer uitgevoer. Ook die selvrye sisteem van retiku­

losiete is by die bestudering van proteiensintese by 

hoer erganismes besender geed gebruik. Dit is veral 

omdat in hierdie seltipes 'n homogene boedskapper 

RNA veerkom (wat die infermasie vir die a en 8-kettings 

van hemoglebien bevat) en emdat die pelisome van 

retikulosiete nie membraangebonde is nie. Hierdeur 

kan die poliseme dus met 'n redelike milde metode 

van sellise in 'n hoe mate van intaktheid verkry word. 

Proteiensintese in weefseltipes byveorbeeld spierweef­

sel, waarby veel moeiliker tegnieke vir polisoembe­

reiding gebruik moet word, staan vandag egter meer 

in die sentrum van belangstelling. Dit kan veral 
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toegeskryf word aan die besondere eie aard van hier­

die weefseltipe maar andersyds ook aan die rnoontlik­

heid om die sintese van spesifieke proteiene, byvoor­

beeld miosien, in hierdie sisteme te bestudeer. Hier­

die aspekte word in hoofstuk 2 van hierdie proefskrif 

nader bespreek. 

Verskeie ondersoekers het die waarneming gemaak dat 

ca++-ione 'n stimulerende effek op die proteiensintese 

uitoefen (Farese, 1971). Teenstrydige hipoteses aan­

gaande die betekenis van hierdie verskynsel bestaan 

in die literatuur (vergelyk hoofstuk 2). Enersyds 

word gestel dat ca++-ione in hartspierweefsel sy in­

vloed via mernbraanpermeabiliteit vir die rnonomere 

vir proteiensintese, naamlik aminosure, uitoefen 

(Kypson & Hait, 1971), terwyl Kaplan & Richman (1971) 

andersyds postuleer dat die ca++-effek direk op die 

translasie-vlak uitgeoefen word. In hoofstuk 3 van 

hierdie proefskrif word hierdie probleem nader onder­

soek, en tewens tot die ewe belangrike rol van Mg++_ 

ione in die proteiensintese, gerelatifeer. 

Aangesien ca++ intraselluler by uitstek gemoeid is 

met die eksitasie-kontraksie-koppelingsmeganisme is 

met behulp van die invloed van hartglikosiede op 

die ca++_transport (hoofstuk 4) en die proteiensintese 

(hoofstuk 5) 'n korrelasie getrek tussen intrasellu­

lere ca++ en die proteiensintese. Die effek van die 

glikosiede op die energie verskaffing in diesel 

(hoofstuk 6) as rnoontlike bydraende faktor tot die 

inhibitoriese effek van hierdie stowwe op die proteien­

sintese is ook gekontroleer. 
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Al hierdie resultate word in hulle geheel en in hullc 

samehang in hoofstuk 7 bespreek. Die betekenis en 

implikasie van hierdie gegewens word dan ten slotte 

toegepas op 'n besondere tipe kardiomiopatie wat veral 

in die landboubedryf in Suid-Afrika van besondere 

belang is, naamlik gousiekte (hoofstuk 8). Hierdie 

laaste hoofstuk dien dan veral tot doel om enkele 

perspektiewe vir toekomstige navorsing, waar die 

basiese navorsing ook 'n toegepaste aksent verkry, 

daar te stel. 
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HOOFSTUK 2 

LITERATUUROORSIG 

2.1 INLEIDING 

Spierweefsel, een van die vernaamste weefsels in die 

liggaam, is in die verlede nie dikwels gebruik as 'n 

bron vir polisome nie, aangesien spierweefsel besonder 

rnoeilik is om te hornogeniseer. Die relatief ruwe 

prosedures wat aangewend word om die taai sitostruk­

tuur te verbreek om die ribosome vry te stel, het 

uitgesproke beskadiging aan subsellulere strukture 

tot gevolg en lei tot swak opbrengste van ribosome 

wat swaar gekontarnineer is met ander sellulere 

strukture. 'n Ander probleem is die relatief lae 

sintetiese aktiwiteit van veral hartspierweefsel in 

vergelyking met 'n orgaan met 'n hoe mitotiese indeks 

soos die lewer (Earl & Korner, 1965). Alhoewel die 

sisteme vir proteiensintese in hartspierweefsel dus 

alreeds bekend is, word daar by die bestudering 

daarvan probleme ondervind. Metodes word bespreek 

waardeur proterensintese in vitro bestudeer kan word. 

Voordat tot 'n bespreking van die sintese van hart­

spierproteiene oorgegaan kan word, is dit allereers 

nodig dat kortliks verwys word na die aard en orga­

nisasie van die kontraktiele elemente, waarna telkens 

in die bespreking verwys sal word. 
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Ekstraksie van proteien uit hartspier met water gee 

' n oplossing wat hoofsaaklik uit glikolitiese ensieme 

bestaan. Met gekontroleerde ekstraksie met 0,6M KCl 

kan hoofsaaklik twee proteiene geisoleer word, naamlik 

miosien en aktien. 

Miosien is ' n proteien met 'n lengte van 1 600 l en 'n 

rrolekulere gewig van 480 000. Die molekule bestaan 

uit 'n swaarder kop-gedeelte en 'n twee tot drie 

bandige heliese stert-gedeelte. Met tripsienvertering 

van miosien kan dan ook twee fraksies verkry word, 

naamlik 'n fraksie wat met ultrasentrifugering vinnig 

sedimenteer en 'n stadiger-sedimenterende fraksie. 

Eersgenoemde besit beide ATPase aktiwiteit en die 

verrroe om aktien te bind en staan bekend as swaar 

meromiosien. Die ligtere fraksie besit geeneen van 

bogenoemde eienskappe nie en staan bekend as ligte 

meromiosien. 

Aktien is 'n wateroplosbare, globulere proteien met 

'n molekulere gewig van 60 000. As die ioniese 

sterkte van die medium waarin globulere aktien 

(G-aktien) voorkom, verander word na 'n samestelling 

soortgelyk aan sarkoplasma, dan polimeriseer die 

proteien na 'n veselagtige, dubbelbandige heliks, 

naamlik F-aktien. 

Aktomiosien wat ook uit spierweefsel geisoleer kan 

word, bestaan uit miosien en aktien in 'n verhouding 

van 3:1 (White et al, 1968; Katz, 1970). 

Die dwarsgestreeptheid wat so kenmerkend van hart- en 
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skeletspier is, ontstaan as gevolg van die ligging 

van die miosienfilamente. Laasgenoerrde is die hoof­

komponent van die A-band en bepaal ook die lengte 

daarvan. By die middelpunte van hierdie filamente 

is daar effense verdikkings wat die miosien in posi­

sie hou. Hierdie dikker gedeelte gee aanleiding 

tot die M-lyn. Die dunner aktienfilamente strek 

ongeveer lµ na weerskante van die Z-lyn en vorm 

sodoende die I-band. Hierdie filamente verloop 

ook nog vir 'n gedeelte van die A-band (dit wil se 

tussen die miosien). Die afstand wat die aktien­

filamente van weerskante nie in die A-band verloop 

nie, is die H-band. In die Z-lyngebied skyn dit 

asof die aktien aan weerskante van hierdie lyn 

aaneenlopend is met 'n reeks dun, vertakte filamen­

te naamlik die Z-filamente. Hierdie filamente 

vorm 'n sig-sagpatroon in die Z-lyn. Dit word 

verder beweer dat die Z-filamente uit die spier­

proteien tropomiosien bestaan (Bloom & Fawcett, 

1968; Katz, 1970). Troponien op sigself is uiters 

belangrik in die ca++_beheer van kontraksie (Schaub 

et al, 1972). 

2.2 SINTESE VAN PROTEIENE 

2.2.1 

6 
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2.2.1.1 In vivo-sintese 

Verskeie aspekte van proteiensintese in hartspier­

weefsel word teenswoordig goed ondersoek. Baie van 

die ondersoeke is egter nie spesifiek vir bepaalde 

tipes proteiene nie, maar handel veelal oor totale 

protefensintese. Wat veral belangrik is ten opsigte 

van protefensintese in spierweefsel is die verhouding 

waarin anaboliese en kataboliese prosesse staan en 

die relatiewe snelheid van sintese van bepaalde 

proteiene. 

Die navorsingswerk van Kimata & Morkin (1971) werp 

meer lig op die sintese van veral miosien in ver­

skillende tipes spierweefsel. Hierdie outeurs het 

die miosiensintese in spierweefsel in vivo ondersoek. 

Konyne is as proefdiere gebruik. Na 'n vastydperk 

van 12 uur is 3H-lisien intraveneus in die diere 

ingespuit. Proefdiere is geslag na tydperke van 

1 - 45 dae na toediening van die radioaktiewe amino­

suur. Hartspier en skeletspierweefsel is verwyder. 

Miosien is uit hierdie weefsels gefsoleer deur toe­

diening van ATP en differensiele ultrasentrifugering. 

Die miosien is gesuiwer deur middel van chromatografie 

op DEAE-sellulose. Die hoeveelheid radioaktiwiteit 

wat ingebou is, is met behulp van 'n vloeistofsintilla­

sieteller bepaal. 

Die bevindings wat met hierdie ondersoek verkry is, dui 

daarop dat die inkorporasie van lisien na 'n tydsver­

loop van 24 uur maksimaal is in die geval van hart­

spier. Die maksimale inkorporasie van lisien in 

7 



skeletspier vind eers na 5 dae plaas. In hartspier­

weefsel bly die radioaktiwiteit redelik konstant tot 

en met die vyfde dag en neern daarna vinnig af. Die 

toestand in skeletspier is ietwat anders, naarnlik 

dat die radioaktiwiteit na die bereiking van die 

rnaksirnurn weer stadig relatief tot hartspier verrninder. 

Die gevolgtrekkings wat hieruit gernaak word, is dat 

ten spyte van die ooreenkornste in fisiese eienskappe 

en ensiernatiese aktiwiteit tussen hart en rooi skelet­

spierrniosien die ornset van rniosien in hartspier heel­

wat vinniger is as in skeletspier. Alhoewel die 

rnitotiese indeks van hartspier laag is, blyk dit dus 

dat hierdie weefsel 'n relatief hoe proteiensintese­

aktiwiteit het, aangesien die tydsverloop vir rnaksirnal 

rniosiensintese 'n tydsverskil van 24 uur in hartspier 

ten opsigte van 5 dae in skeletspier vertoon. 

Die hart reageer op 'n toenarne in arbeidbelading deur 

sy gewig te verhoog. Tydens hierdie respons gaan die 

hart deur 'n serie van rnetaboliese aanpassings, in­

sluitende veranderinge in die snelheid en afbreking 

van rniokardiale proteiene. Volgens die rneeste 

ondersoekers wat hierdie probleern ondersoek het, is 

gevind dat die arninosuur-inkorporasie in hartspier­

proteiene verhoog word. Schreiber et al (1970) het 

die sintese van 3 verskillende, spesifieke proteiene 

tydens akute hernodinarniese oorbelading ondersoek. 

Hierdie outeurs het die inbou van 14 C-lisien in 

rniosien, 'n kontraktiele proteien en rnioglobien, 

'n suurstofdraende proteien asook die ornsetting van 
14 C-prolien na hidroksieprolien, in die vorrning van 

kollageen as aanduiding van die sintese van hierdie 
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betrokke proterene gebruik. Hiervoor is van 'n in 

vivo-sisteem gebruik gemaak. Marmotte is genarkoti­

seer en die aortas gekateteriseer. Perfusie is hier­

na onmiddellik begin. Die harte is uit die diere 

verwyder en in 'n perfusiekamer geplaas waar 500ml 

van 'n gemodifieerde aminosuur-Kerbs-Hanseliet-oplossing 

voortdurend deur die hart gesirkuleer is. 14 C-Lisien 

is by die perfusiemedium gevoeg en die aortadruk hier­

na verhoog deur gedeeltelike afsluiting van die aorta­

kateter. Na verloop van die gewenste tyd is die hart 

deurspoel met 'n nie-radioaktiewe perfusiemedium. 

Die linkerventrikel is gehomogeniseer en miosien met 

behulp van KCl-ekstraksie daarin geisoleer. Hierdie 

ekstrak is dan ontleed vir die aanwesigheid van 

radioaktiwiteit. Mioglobien is uit 'n ventrikelhomo­

genaat geekstraheer deur presipitasie met (NH 4 ) 2 S0 4 • 

Hierdie proteien is dan ook ondersoek vir die aanwesig­

heid van radioaktiwiteit. Die omsetting van 14 C-prolien 

na 14 C-hidroksieprolien is chromatografies bepaal. 

Dit is geneem as 'n indikasie vir kollageensintese. 

Die bevindings wat deur hierdie outeurs gemaak is, 

dui daarop dat die sintese van totale proteiene en 

miosien tyde ns akute oorbelading verhoog word maar 

dat dit nie die geval is met mioglobien en kollageen­

sintese nie. Hierdie verskille in sintese was veral 

betekenisvol na 'n drie uur-perfusietydperk. Dit 

blyk ook logies dat kollageensintese op hierdie 

stadium nie verhoog is nie, aangesien dit gewoonlik 

gepaard gaan met herstelprosesse wat hoogswaarskynlik 

nog nie binne drie uur na vore sal kom nie. Alles 

dui dus daarop dat die toename in aminosuur-inkorpora-
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sie in totale proteiene geassosieer is met 'n verhoog­

de inkorporasie in miosien, terwyl mioglobien en 

kollageen nie direk betrokke is by hierdie vroee re­

spans nie. 

Met hierdie ondersoek is slegs die vroee effekte van 

akute oorbelading ondersoek. Geen afleidings kan 

gemaak word aangaande die meer langtermynrespons nie. 

Hierdie metode leen homself egter goed daartoe om 

in vivo-proteiensintese te ondersoek. Verder bied 

die metode die voordeel dat die sintese van drie 

spesifieke proteiene ondersoek kan word. Dit bied 

egter nie die moontlikheid om die subsellulere mega­

nisme van proteiensintese as sodanig in detail te 

ondersoek nie en dit moet dus as 'n beperking beskou 

word. Aan die ander kant hou dit die voordeel in 

dat hier die sintese ender toestande van korrekte 

translasie plaasvind, waardeur byvoorbeeld miskodering 

uitgeskakel word. 

In aansluiting by bogenoemde bevindings het Markin & 

Ashford (1968) bevind dat rotte waarby eksperimentele 

hipertrofie opgewek is 'n hoer timidien- 3 H inbou in 

DNA vertoon. Hierdie toename in DNA is egter hoof­

saaklik gelokaliseer in die interstisiele selle. 

Daar vind tog wel 'n hoer sintese van RNA en pro­

teiene in die hartsel self plaas. Moroz (1967) het 

ook bevind dat eksperimenteel-geinduseerde hiper­

trofie deur gedeeltelike afsluiting van die aorta 

die proteiensintese verhoog en dat die effek geloka­

liseer is op die mikrosome. 
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Aangesien die hart op oorbelading reageer deur ' n 

netto verhoging in proteiensintese , kom die relatiewe 

verband van sintese en degradering van proterene nog 

sterker na vore. 'n Verder studie insake die sintese 

en degradasie van miosien tydens die ontwikkeling van 

hipertrofie in die hart is deur Morkin et al (1972) 

uitgevoer. Konyne is weer eens as proefdiere gebruik. 

Die proefdiere is egter vooraf geopereer om gedeelte­

like afsluiting van die stygende aorta te bewerkstellig. 

Die eksperimentele prosedure is uitgevoer soos in die 

studie deur Kimata & Morkin (1971) beskryf . 

Die waarnemings wat met hierdie ondersoek verkry is, 

sluit die volgende in: die linker ventrikulere ge­

wig tot liggaamsgewig-verhouding het toegeneem; na 

die tweede dag was die sintese van miosien groter in 

die proefdiere met gedeeltelike afsluiting van die 

aorta en het 'n maksimum toename van 117% getoon op 

die tiende dag; sintese van die linker ventrikulere 

totale proteie ne het ook 'n maksimum van 56 % bereik 

op die tiende dag en die afname in die spesifieke 

radioaktiwiteit van miosien in konyne met afsluiting 

van die aorta was stadiger as kontroles. Die resul­

tate is met behulp van 'n komper geanaliseer en so­

doende is die metabolisme van miosien geevalueer . 

Hierdie metode van evaluering van resultate is hoof­

saaklik ingevoer ten einde te probeer om die volgende 

vraag te beantwoord: Is die toename in miosien 

tydens afsluiting van die aorta as gevolg van 'n ver­

minderde katabolisme of is dit as gevolg van 'n 

spesifieke verhoging in die sintese? Na sorgvuldige 

beredenering en vergelyking met die talle teensprekinge 
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in die literatuur kom die outeurs tot die gevolg­

trekking dat die toename in miosieninhoud tydens 

hipertrofie primer 'n gevolg is van 'n verhoogde 

sintese. Schreiber et al (1966, 1967 & 1968) bied 

gegewens ter ondersteuning van die resultate van 

Morkin et al (1972) en word ook deur laasgenoemde 

outeurs aangehaal. In teenstelling tot die vooraf­

gaande beweer Wannemacher (1968) dat proteiene wat 

tydens hipertrofie gevorm word, hoofsaaklik fibrillere 

en sarkoplasmatiese proteiene met 'n vinnige omset 

is. Dieselfde afleidings is ook deur Gudbjarnason et 

al (1964) gemaak, naamlik dat infarksie die sintese 

van proteiene en nukleiesure binne 'n kort tyd ver­

hoog en dat herkonstruksie van kernmateriaal, mito­

chondria en mikrosome plaasvind. Volgens werk wat 

deur Zuhlke et al (1966) gedoen is, blyk dit dat 

hartweefsel wat onderhewig is aan kunsmatig geindu­

seerde hipertrofie aanvanklik wel 'n stimulering van 

die sintese gee, maar tydens die sogenoemde derde 

stadium of uitputtingstadium daar 'n inhibi sie van 

die s i ntese plaasvind. 

2.2.1.2 In vitro-sintese met polisome 

Uit die voorafgaande is dit duidelik dat miosiensintes 

in hartspierweefsel veral prominent is. Verskeie 

metodes bestaan ook om die sintese van hierdie spesi­

fieke proteien te ondersoek. Die vraag ontstaan nou 

of die spesifieke sintese van miosien deur geisoleerde 

polisome in 'n in vitro-sisteem ondersoek kan word. 

Larson et al (1969) beweer uit elektronmikroskopiese 

waarnemings wat gemaak is dat polisome in noue asso-
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siasie met miosien voorkom. Volgens hierdie outeurs 

sou die ribosome op die miosien staties bly terwyl 

die mRNA oor die ribosome beweeg. Die gevormde pro­

teiensubeenhede (miosien) sou dan direk in die posi­

sie waar dit sal funksioneer ingevoeg word. Heywood 

et al (1968) het bevind dat RNA wat geassosieer is 

met miosien hoofsaaklik ribosomale RNA is. Hulle is 

van mening dat hierdie polisome verantwoordelik is 

vir die sintese van miosien. Strohman (1966) is van 

mening dat slegs 20% van die ribosome in spierweefsel 

aan membrane gebind is. 'n Verdere waarneming wat 

in hierdie verband gemaak is, is die van Munro (1970). 

Hy het bevind dat die polisome wat in spierweefsel 

voorkom buitengewoon groot is en bestaan uit sowat 

50 ribosome wat op 'n boodskapper geaggregeer is. 

Hierdie groot polisome sou verantwoordelik wees vir 

miosiensintese. 

Nihei (1971) maak 'n duidelike onderskeid tussen 

membraangebonde en vry polisome. 'n Metode vir die 

bestudering van in vitro-proteiensintese met geiso­

leerde polisome is deur bogenoemde outeur beskryf. 

As proefmateriaal is skeletspierweefsel van rotte 

gebruik. Die weefsel is uit die proefdier gehaal 

en alle omhullende membrane, bindweefsel en senuwees 

is verwyder. Die weefsel is in 'n koue Tris-buffer 

gehomogeniseer. Polisome is verkry deur die homo­

genaat aan differensiele ultrasentrifugering te onder­

werp . Vry polisome is verkry na sedimentering van die 

postmitochondriale supernatant deur 2M-sukrose. Ge­

bonde polisome is uit die laag wat na sentrifugering 

op die 2M-sukrose gedryf het, verkry. Hierdie fraksie 

is met Lubrol WX en deoksiecholaat behandel en weer 
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gesedimenteer soos vir vry polisome. 

Polisoommateriaal is op sukrosegradiente ondersoek. 

Daar is gevind dat die profiele van bogenoemde poli­

some grootliks ooreenkom maar dat die hoeveelheid vry 

polisome baie meer is as die gebonde polisome. 'n 

Selvrye, in vitro-sisteem, is vir die inkorporasie 

van aminosure saamgestel. Dit het die nodige elek­

toliete en energiekomponente bevat. 'n Radioaktiewe 

aminosuurmengsel is toegevoeg en dan geinkubeer. Na 

inkubasie is die reaksiemengsel gesentrifugeer. By 

die supernatant is gesiuwerde rotmiosien en RNase 

gevoeg. Die mengsel is gedialiseer en die sediment 

wat na sentrifugering verkry is, is verder ondersoek 

deur chromatografie van die miosien, akrielamied 

gelelektroforese van miosien en ook analisering van 

die geinkorporeerde radioaktiwiteit. Uit die resul­

tate blyk dit dat 80% van die polisome vry voorkom. 

Met behulp van die chromatografiese ondersoeke is 

aangetoon dat die vry polisome verantwoordelik is vir 

die sintese van miosien. 

Alhoewel miosiensintese 'n groot gedeelte van die 

totale proteiensintese in spierweefsel verteenwoordig 

bestaan verskeie metodes om totale proteiensintese 

met behulp van geisoleerde polisome te bestudeer. 

Earl & Morgan (1968) het rotte as proefdiere gebruik. 

Die harte is verwyder en in 'n sukrose-Tris-buffer 

gehomogeniseer. Die homogenaat is aan differensiele 

ultrasnetrifugering onderwerp. Hieruit is polisome 

en selsap berei. Hierdie preparate is dan vir 

sintese-eksperimente gebruik. By 'n inkubasiebuffer 
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wat die nodige ione en energiekomponente bevat, is 
14 C-leusien gevoeg. Hierdie outeurs le veral klem 

op die kondisies waaronder gehomogeniseer word. Dit 

het geblyk dat K+ 'n baie belangrike katioon in die 

homogeniseringsmedium is. Verandering van die K+­

konsentrasie van O tot 150mM het 'n skerp toename in 

die opbrengs van hartpolisome tot gevolg gehad. 

Konsentrasies van hoer as 150mM het aansienlike op­

lossing van proteienmateriaal veroorsaak wat saam met 

die RNA gesedimenteer het. Die afleiding is gemaak 

dat konsentrasies van monovalente katione wat as geskik 

beskou word vir 'n homogeniseringsmedium lOOmM KCl en 

50mM NaCl is. Hulle het oak bevind dat polisome wat 

in die aanwesigheid van NH 4 Cl berei is, stabiel was 

tydens inkubasie vir tot 1 uur. Wanneer NH 4 Cl uit 

die bereiding weggelaat is, het 20% van die aktiwi­

teit ten opsigte van die inkorporasie van aminosure 

binne die eerste 10 minute verlore gegaan en het 

daarna geleidelik afgeneem. Hieruit is afgelei dat 

NH 4 Cl in 'n konsentrasie van 0,25M in staat is om 

kontaminerende nukleases te verwyder . Die isolering 

van nuklease-vrye preparate uit hartweefsel hou 

verder die voordeel in dat korrelasies hierdeur 

moontlik word tussen aminosuur-inkorporasie in 'n 

selvrye sisteem en inkorporasie van aminosure deur 

geisoleerde, geperfuseerde harte. 

Wanneer deoksiecholaat tydens die bereiding weggelaat 

is, het membrane oak met sentrifugering gesedimenteer. 

Byvoeging van deoksiecholaat het egter die membraan­

materiaal verwyder maar geen verandering veroorsaak 

in die opbrengs van polisome nie. Verder het dit oak 
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nie die aktiwiteit van die polisome ten opsigte van 

die inkorporasie van aminosure geaffekteer nie. Die 

gevolgtrekking wat hieruit gemaak word, is dat die 

polisome in hartweefsel nie gebind is aan 'n retiku­

lurn nie maar vry voorkom. Gevolglik kan deoksiecho­

laat as 'n geskikte en skadelose metode gebruik word 

om membrane te verwyder. 

Die voordele van hierdie metode is (1) dat hoogs 

reaktiewe polisome hiervolgens uit hartweefsel geiso­

leer kan word, en (2) dat dit die rnoontlikheid bied 

om verskeie invloede direk op die polisome met betrek­

king tot die sintese na te gaan. Hier is dus nie 

sprake van die sintese van 'n spesifieke proteien 

nie maar dit gaan om proteiensintese deur hartpoli­

some in die algemeen. 

2.2.1.3 Sintese met hartspierskyfies 

Dit is duidelik dat geskikte metodes bestaan vir die 

bestudering van in vitro-proteiensintese met geiso­

leerde polisome. Die proteiensintese is ender hier­

die ornstandighede egter ui t sy verband met ander 

biochemiese prosesse gehaal en dit is dus nie die­

selfde as die normale situasie in vivo nie. Deur 

gebruik te maak van hartspierskyfies in die bestude­

ring van die proteiensintese word hierdie probleem 

egter grootliks oorbrug, aangesien van intakte weef­

selselle in so 'n sisteem gebruik gemaak word. 

Beller (1968) beskryf 'n metode om proteiensintese 

met rothartspierskyfies te bestudeer. 
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Die harte van proefdiere is uit die diere na 'n kort 

eter-anestesie verwyder en dadelik afgekoel. Die 

weefsel is fyngemaak en in 0,lM KCl geplaas. Gelyke 

dele van die fyngemaakte weefsel is by Eagle se 

medium gevoeg en gefnkubeer. Tydens die inkubasie 

is 3H-leusien toegevoeg. Na verloop van die inkuba­

sie is die weefsel gehomogeniseer en twee protefen­

fraksies geekstraheer. Oplosbare proteiene is met 

behulp van 0,lM KCl geekstraheer en aktomiosien in 

0,6M KCl met die byvoeging van ATP. Albei fraksies 

is in 'n vloeistofsintillasieteller vir radioaktiwi­

teit ondersoek. 

Die resultate wat met hierdie ondersoek verkry is, 

dui daarop dat die inkorporasie van 3H-leusien in 

beide oplosbare proteiene en aktomiosien vir ' n 

tydperk van ten minste drie uur lineer is. 'n 

Verdere waarneming is dat weefselpreparate uit jonger 

diere 'n hoer spesifieke aktiwiteit vertoon. Die 

gevolgtrekkings wat uit h ierdie ondersoek gemaak 

is, is dat die inkorporasie van 'n radioaktiewe 

aminosuur in hartspierproteiene lineer is met die 

tydsverloop en dat so 'n in vitro-sisteem soos hier­

bo beskryf, geskik is vir die bestudering daarvan. 

Die proteiene wat uit die weefsel geekstraheer word, 

word op grond van hulle oplosbaarheid in buffers 

van verskillende ioniese sterktes geisoleer. Geen 

aanspraak word gemaak op die suiwerheid van die 

ekstrakte nie. Daar word verder gekonkludeer dat 

die omsetting van aktomiosien aansienlik minder is 

as die vir oplosbare proteiene. 
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Die besondere voordele van hierdie metode is ten 

eerste dat hartweefsel as sodanig gebruik word. Dit 

beteken dat intakte selle in so 'n preparaat aanwesig 

is. Hierdeur is verskillende intrasellulere prosesse 

dus nie van mekaar geisoleer nie en sodoende kan die 

invloed van verskillende eksterne faktore op 'n in­

takte sisteem nagegaan word, waardeur die onderlinge 

verband tussen verskillende prosesse moontlik beter 

geevalueer kan word. Ten tweede word die sintese 

van spesifieke proteiene deur hierdie metode bestu­

deer. Dit hou op sigself die moontlikheid in dat 

verskillende invloede op die sintese van hierdie 

besondere proteiene nagegaan kan word en dat die 

spesifieke hoeveelheid sintese van 'n bepaalde 

proteien ondersoek kan word. 

Die nadele aan hierdie metode verbonde is dat die 

inwerking van verskillende eksterne faktore op die 

polisome en ander komponente van die proteiensin­

tese-sisteem nie direk geevalueer kan word nie. 

Dit beperk dus die toepassing van hierdie metode 

in die bestudering van die proteiensintese in die 

breere konteks. 

'n Toepassing van die metode om proteiensintese met 

hartweefselskyfies uit te veer is deur Kypson & Hait 

(1971) gemaak om die effek van ca++, K+ en ouabaien 

op die sintese na te gaan. Rotte is vir hierdie 

proefn~mings gebruik. Die harte is vinnig uit die 

proefdiere verwyder en die atria baie versigtig van 

die res van die weefsel losgedissekteer en in strokies 

gesny. Die weefsel is in 'n fisiologiese soutoplos­

sing geplaas en geweeg. Inkubasie is in 'n gemodi-
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fieerde Krebs-Hanseliet-bikarbonaat-buffer uitgevoer 

nadat die medium deurgespoel is met 'n 95% 0 2 en 5% 

CO 2 mengsel. Twee radioaktiewe aminosure, naamlik 
14 C-leusien en 3H-tirosien is bygevoeg. In die 

eksperimente is K+, ca++ en ouabaien in verskillende 

konsentrasies toegevoeg om die effek daarvan op die 

sintese vas te stel. 

Na afloop van die inkubasie is die weefsel in sout­

oplossing gewas, daarna gehomogeniseer en gesentri­

fugeer. Die sediment is vir radioaktiwiteit geana­

liseer. Oorblywende weefselstroke is voorts gehomo­

geniseer en differensieel gesentrifugeer . Die ver­

skillende fraksies wat ondersoek is, is totale pro­

teiene, nukle!, mitochondria en mikrosome. 

Die belangrikste gegewens wat met hierdie ondersoek 

na vore gekom het, is die volgende: Ten eerste is 

gevind dat ouabaien in konsentrasies van 10- 4 tot 

10- 6 M die inkorporasie van beide leusien en tirosien 

in totale proteiene asook al drie die sedimente inhi­

beer. Dieselfde konsentrasies ouabaien verminder 

oak die intrasellulere aminosuurkonsentrasie. 

Tweedens is vasgestel dat ca++ in konsentrasies van 

2,5 en SmM die inkorporasie van leusien en tirosien 

in al die fraksies verhoog. Onder hierdie toestande 

is die intrasellulere konsentrasies van albei hier­

die aminosure oak verhoog. Derdens is bevind dat 

hoe konsentrasies K+(ll9,6M ekw/L) 'n inhibisie van 

die inkorporasie van leusien in al die fraksies 

veroorsaak. 

Die afleidings wat uit hierdie bevindings gemaak word, 
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is dat die invloede van ouabaien, K+ en ca++ op die 

inkorporasie van leusien en tirosien in atriale 

proteiene veroorsaak word deur 'n effek op die mem­

braantransport van hierdie aminosure. Ouabaien 

(10- 4 en 10- 6 M) en K+ (119,6M ekw/L)inhibeer en ca++ 

(2,5 en SmM) stimuleer die transport van die amino­

sure. 

Met hierdie metode is gebruik gemaak van differen­

siele fraksionering van weefselmateriaal na inkuba­

sie met 'n radioaktiewe aminosuur. Hier is dus nie 

sprake van die sintese van enige spesifieke proteien 

nie. 'n Nadeel van die metode is dat die suiwerheid 

van die verskillende fraksies onbekend is. Dit 

bring mee dat slegs 'n globale indruk van die sintese 

verkry kan word en dat die invloed van 'n eksterne 

faktor op die sintese deur polisome slegs kwalita­

tief geevalueer kan word. Desnieteenstaande hied 

hierdie metode die moontlikheid om proteiensintese 

in hartspier in vitro te bestudeer. 

'n Soortgelyke studie is deur Kaplan & Richman (1971) 

uitgevoer. In hierdie ondersoek is die rol van ca++ 

en Mg++ op die snelheid van 3H-leusien inkorporasie 

in hartspierproteiene ondersoek. Rothartspierskyfies 

is in Krebs-Ringer-fosfaatbuffer in die aanwesigheid 

van 6f 0,llM ca++ 6f 0,154M Mg++ geinkubeer. Na 

inkubasie is die skyfies in buffer gewas en gehomo­

geniseer. Die volgende fraksies is deur differen­

siele ultrasentrifugering geisoleer naamlik miofibrill, 

mitochondria, mitochondria-lisosome, ribosome en 

sarkoplasma. Bulle het bevind dat die grootste 

inkorporasie van gemerkte aminosure na vier ure in 
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die sarkoplasmatiese fraksie voorgekom het met 'n min­

dere mate van radioaktiwiteit in die ander fraksies. 

Verder is bevind dat Ca++ die sintese na 'n vier uur 

inkubasieperiode nog verder gestimuleer het, terwyl 
++ Mg geen effek of selfs 'n effense inhiberende effek 

op hierdie verdere sintese vertoon het. Die afleiding 

word gemaak dat Ca++ moontlik betrokke kan wees by 

die regulering van die proteiensintese in hartspier= 

Mg
++ 

weefsel, terwyl nie dieselfde rol vervul nie. 

2.3 GEVOLGTREKKING EN PROBLEEMSTELLING 

Uit al die voorafgaande gegewens is dit duidelik dat 

Ca++ wel die sintese van proteiene in spierweefsel 

stimuleer. Dit is egter nog slegs waargeneem waar 

die totale proteiensintese in 'n in vitro-sisteem 

met hartspierskyfies ondersoek is. Daar bestaan 
++­egter 'n meningsverskil oor die vlak waarop die Ca 

effek uitgeoefen word (membraantransport teenoor 

translasie). 

Aangesien daar 'n teenstrydigheid bestaan oor die 

meganisme van werking van Ca++ ten opsigte van pro­

teiensintese, is die primere vraag wat beantwoord 

moet word of Ca++ 'n invloed op die sintese met ge­

Isoleerde hartpolisome het. Indien dit wel die ge­

val is, kom die volgende aspek na vore, naamlik 

hoedanig die integrasie tussen biochemiese prosesse 

in hartspierweefsel is, veral met die oog op die 

distribusie van Ca++ in diesel asook die relatiewe 

belangrikheid van Ca++ en Mg++ in die sellulere 

metabolisme. Die betekenis van die Ca++_invloed op 
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die proteiensintese in hartspierweefsel is veral 

ook interessant in die lig van die besondere rol wat 

ca++_ione in 'n ander spierspesifieke proses speel, 

naamlik die eksitasie-kontraksie-koppeling. 

2.4 BENADERINGSWYSE VAN DIE ONDERSOEK 

Die invloed van ca++ en Mg++ in verskillende konsen­

trasies is op die sintese van proteiene deur geiso­

leerde polisome en hartspierskyfies in vitro onder­

soek. Om 'n korrelasie te probeer vind tussen pro­

teiensintese en ander biochemiese prosesse is onder 

andere die ca++_opname deur hartmikrosome onder ver­

skillende toestande nagegaan, aangesien ca++ intra­

selluler hoofsaaklik betrokke is by eksitasie-kontrak­

sie-koppeling. Ten einde 'n verband te vind tussen 

die ca++_transport en hartspierproteiensintese is 

in hierdie ondersoek van die invloed van glikosiede 

gebruik gemaak. Hierdie aspekte sal nou elk in die 

bree bespreek word. 

2.4.1 Rol van ca++ en Mg++ in proteiensintese 

Uit 'n ondersoek deur Munro et al (1964) na die 

aard van lewer-polisome is gevind dat Mg++ die 

samestelling van polisome grootliks kan beinvloed. 

Hierdie outeurs neem naamlik waar dat vermindering 

van die Mg++_konsentrasie vanaf l0mM tot 0,00lmM 

die tipiese polisoom-distribusiepatroon met min 

deeltjies in die monomere ribosoomgebied verander 

tot feitlik net monomere en dimere met geen poli­

some nie. Bulle merk verder op dat die aktiwiteit 
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van hierdie preparate egter nie grootliks verskil 

ten opsigte van die inbou van aminosure in proteiene 

nie. Earl & Korner (1965) het bevind dat hartpoli­

some geheel en al afgebreek word in die afwesigheid 

van Mg++. Onder hierdie toestande is slegs monomere 

ribosome aanwesig en die vermoe om aminosure te in­

korporeer is feitlik afwesig. Dit word deur hier-

die outeurs beklemtoon dat hartpolisome 'n duidelike 

sensitiwiteit ten opsigte van Mg++_ione vertoon en 

dat die boodskapper RNA maklik van die ribosome in 

die afwesigheid van hierdie ione gedissosieer kan 

word. Die struktuur van die ribosoom word nie ender 

hierdie omstandighede beskadig nie, aangesien toe­

voeging van poli-U 'n sterk stimulering van aminosuur­

inkorporasie in vitro veroorsaak. Dit beteken dus 

dat die ribosome in staat is om 'n aktiewe deeltjie 

met nuwe m-RNA te vorm. Uit studies wat deur Falvey 

& Staehelin (1970) uitgevoer is, blyk dit ook duide­

lik dat die dissosiasie en die reassosiasie van 80S 

ribosome en 60S en 40S subeenhede tydens die termi­

nering van die sintese van 'n polipeptiedketting 

ten nouste afhanklik is van Mg++. Bogenoemde outeurs 

wys ook daarop dat verhoging van die Mg++_konsentrasie 

die inkorporasie van aminosure in 'n in vitro-sisteem 

verhoog en dat 'n duidelike optimum konsentrasie 

eksperimenteel waarneembaar is. Die rol van Ca++ in 

die proterensintese is egter minder duidelik. Dat 

ca++ wel 'n invloed op die proteiensintese het, is 

reeds in 2.2.1.3 aangedui. Die essensiele rol wat 

ca++ in die eksitasie-kontraksie-koppeling speel, 

is egter wel bekend. Die hooftrekke hiervan sal 

nou bespreek word. 
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2.4.2 Eksitasie-kontraksie-koppeling 

Volgens die huidige konsep van eksitasie-kontraksie­

koppeling veroorsaak die bewegende sarkolemmale 

aksiepotensiaal uiteindelik 'n loslating van intra­

sellulere ca++ vanuit die sarkoplasmatiese retikulum 

asook 'n invloei van ca++ deur die sarkolemma. Die 

vrygestelde ca++ en invloeiende ca++ verhoog die 

intrasellulere ca++_konsentrasie en het tot gevolg 

die interaksie van die miofibril met ATP wat dan 

kontraksie veroorsaak. Hierna word die vrygestelde 

ca++ deur 'n aktiewe proses in die sarkoplasmatiese 

retikulum terug opgeneem en deur die sarkolemma uit­

gepomp. Hierdie akkumulering van ca++ veroorsaak 

dan verslapping wanneer die intrasellulere ca++_ 

konsentrasie 'n waarde van kleiner as 10- 7 M bereik 

(Lee, 1965). Mitochondria speel waarskynlik ook 'n 

rol (Carafoli, 1972) 

Daar is verskeie aspekte van die aktiewe opname 

deur die sarkoplasmatiese retikulum wat van die 

uiterste belang is by die hele eksitasie-kontraksie­

koppelingsmeganisme. Prosesse wat nog ondersoek 

word en waaroor daar nog nie algehele duidelikheid 

is met betrekking tot die interaksie van ca++ en 

die membraan van die sarkoplasmatiese retikulum 

nie, is ender andere die binding van ca++ aan die 

vesikel-membraan en die ensimatiese aard van die 

membraan. Chevallier & Butow (1971) het byvoor­

beeld aangetoon dat daar in sarkoplasmatiese 

retikulum-membrane drie verskillende bindingsetels 

vir ca++ bestaan. Twee van die drie bindingsetels 
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is spesifiek vir ca++, terwyl die derde 'n nie­

spesifieke setel is nie. Hieruit is dit dus duidelik 

dat ca++ wel aan die sarkoplasmatiese retikulummem­

braan bind. Dit is oak deur Ikemoto et al (1971) 

aangetoon dat ensiemaktiwiteit sowel as alle ander 

belangrike aktiwiteite met betrekking tot ca++_ 

transport in die membraan-gedeelte van die sarkoplas­

matiese retikulum gelee is. Hierdie outeurs wys 

egter oak daarop dat 'n beter begrip van struktuur 

en funksie gevorm sal kan word as die verskillende 

proteiene van die sarkoplasmatiese retikulum in 

verband gebring kan word met morfologies-spesifieke 

komponente. 

Die belangrikheid van sis-onversadigde vetsure in 

die fosfolipiede, vir die funksionering van die 

membraan ATPase-sisteem ten opsigte van ca++_trans­

port, blyk uit die gegewens van Fiehn & Hasselbach 

(1970) en Meissner & Fleischer (1972). Hulle het 

naamlik bevind dat opbreking van die 8-esterband 

van die fosfolipiede in die membrane van die sarko­

plasmatiese retikulum deur middel van fosfolipase 

A of C, die deurlaatbaarheid van die membraan vir 

ca++ verhoog waardeur die ATP-aangedrewe berging 

van ca++ verlore gaan. Makinose (1969) het aange­

toon dat 'n membraan-fosfoproteien-kompleks gevorm 

word sodra die ca++_pomp aktief raak. Hierdie 

kompleks is nie afhanklik van fosfolipiede nie maar 

wel van ca++_ione (Meissner & Fleischer, 1972). 

Benewens die belangrikheid van die lipiede in die 

ca++_transportmeganisme dui bogenoemde gegewens oak 

op die noodsaaklikheid van proteien in die ca++-
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bindingsmeganisme. Fiehn & Migala (1971) het verder 

aangetoon dat daar geen verskil bestaan tussen die 

ca++_bindingsvermoe van sogenoemde lekkende en oop 

sarkoplasmatiese retikulummembrane in die afwesig­

heid van ATP nie. Hulle stel voor dat daar 'n 

spesifieke bindingsmeganisme aan die binnekant van 

die membraan moet wees. Hierdie bindingsetels is 

in elk geval nie geheel afhanklik van fosfolipiede 

nie en die outeurs stel voor dat die waarskynlik 

proteien van aard is. 'n Deurbraak is deur MacLennan 

& Wong (1971) gemaak deurdat hulle 'n spesifieke 

ca++_bindingsproteien, wat hulle kalsekwestrien noem, 

geisoleer het. Hierdie proteien sou volgens die 

outeurs aan die binnekant van die sarkoplasmatiese 

membraan voorkom en is betrokke by die gebonde 

ca++_fraksie. Dieselfde bevindings is deur Hajdu 

et al (1971) gemaak deur werk wat op rotdiagragma 

gedoen is. Verder is deur die ca++_bindingsproteien 

immunologies te toets, gevind dat dit identies is 

met rotplasma-kardioglobulien-C. 

Dhalla et al (1970) het bevind dat adenielsiklase 

geen rol in die ca++_transport in hart-sarkoplasma­

tiese retikulum speel nie . Daar heers egter heel­

wat onsekerheid op hierdie gebied soos ook deur die 

outeurs aangetoon word. 

Om die verskille en/of ooreenkornste tussen die effekte 

C ++ M ++ d' . t h t . -van a en g op ie sin ese van ar sp1erprote1ene 

na te gaan , is die effekte van hierdie katione onder 

verskillende eksperirnentele kondisies ondersoek. In 

die ondersoeke is van geisoleerde rothart-polisorne 
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gebruik gemaak . Hierdeur is gepoog om meer inligting 

in te win aangaande die minder bekende effekte van 

ca++, uitgaande van die meer bekende rol van Mg++ 

in die proteiensintese-proses. 

2.4 . 3 Die effek van inhibeerders 

Daar bestaan min of geen gegewens aangaande stowwe 

wat 'n invloed op beide ca++_transport en proteien­

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 

ca++_distribusie en -opname in diesel (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 hartspierproteiene, 

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 ouabaien by 'n konsen­

trasie van 10- 4 M 'n inhibisie van die sintese ver­

oorsaak maar dat hierdie glikosied by 'n konsentrasie 

van 10- 7 M 'n swak stimmulering van die sintese tot 

gevolg het. Verdere waarnemings dui daarop dat 

toegevoegde ca++ die inh iberende effek van die 

glikosied ophef en 'n stimmulering van die sintese 

tot gevolg het. 
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2.4.3.1 Lokalisering van glikosiede 

Gordon & Brown (1966) het bevind dat digitalis nie 

direk op die kontraktiele proteien van die hart in­

werk nie, maar waarskynlik op die membraan van die 

verslappingsfaktor. Fricke & Klaus (1971 a) het 

aangetoon dat hartglikosiede wel aan die mikrosomale 

membraan bind waar die Na+-K+-ATPase geinhibeer 

word. Die konsentrasies waarby die verskillende kar­

denoliede, naamlik digitoksien, K-strofantien en 

strofantidien-3-bromoasetaat inhibisie veroorsaak, 

is 10- 4 , 2 x 10- 4 en 10- 4 M onderskeidelik. Dit blyk 

verder dat die graad van fosforilering van 'n inter­

mediere vorm van die ATPase ook die inhibisie bepaal, 

naamlik hoe meer gefosforileer hoe minder die inhi­

bisie. Daar word op grond van die werkingstye van 

die digitalisglikosiede beweer dat daar op die mem­

braansisteem waarskynlik twee reseptore is vir hier­

die stowwe en dat een daarvan moontlik die Na+-K+­

ATPase kan wees (Fricke & Klaus, 1971 b). Werk wat 

deur Fujita et al (1971) uitgevoer is, werp meer lig 

op die digitalis-reseptore in die opsig dat hulle 

'n spesifieke ouabaiensensitiewe ATPase in die 

intestinale mukosa van rotte aangetoon het. Hier­

die is dus nie dieselfde as die Na+-K+-ATPase nie. 

Sover dit die opname en binding van glikosiede aan­

gaan, het Dutta et al (1968) verrassende bevindings 

gemaak. In hulle eksperimente is van ses glikosiede 

gebruik gemaak, naamlik dihidro-ouabaien, ouabaien, 

digoksien, konvallatoksol, digitoksien en proskilla­

ridien. Tydens perfusie van hartweefsel is gevind 

dat vier van die glikosiede na 2-4 minute 'n ewewig 
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tussen die hartweefsel en die perfusiemedium bereik. 

Digitoksien en proskillaridien het nie ewewig bereik 

nie en na 64 minute het die hartweefsel nog aanhoudend 

hierdie glikosiede vanuit die perfusiemedium geekstra­

heer. Daar is ook verder bevind dat laasgenoemde 

twee glikosiede die vinnigste uit die weefsel uitge­

was kan word. Hulle het aangetoon dat binding aan 

die mikrosome tweemaal hoer was as aan mitochondria 

en nukler. Verder word beweer dat hierdie stowwe 

deur 'n ATPase-sisteem oor die selmembraan getrans­

porteer word. Intraselluler vind daar dan binding 

aan spesifieke reseptore plaas. Die teenwoordigheid 

van twee reseptore word voorgestel. Die normale 

digitalisreseptor word deur K+ gernhibeer en hieraan 

bind al die genoemde glikosiede behalwe digitoksien 

en proskillaridien. Die ander respetor word nie 

deur K+ bernvloed nie en die binding van laasgenoemde 

twee glikosiede is ook nie afhanklik van ATP nie. 

Hierdie outeurs is ook van mening dat die Na+-K+­

ATPase dus nie die primere reseptor vir glikosiede 

is nie. Die gevolgtrekking wat hieruit gemaak word, 

is dat daar 'n belangrike bindingsetel en reseptor­

meganisme vir digitalis in die sarkoplasmatiese 

retikulum bestaan, waarvan die betekenis nou nie 

geevalueer kan word nie. 

Lindenmayer & Schwartz (1970) het ook aangetoon dat 

die binding van ouabaien gepaard gaan met inbouing 

van fosfaat en dat dit geinhibeer word deur K+ en 

Rb+. Bogenoemde outeurs beklemtoon die gedagte van 

'n ouabaren-reseptor-kompleks. Die idee van 'n 

reseptor-glikosied-kompleks word ook deur Allen et 
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al (1970 en 1971) gehuldig. 

Wat die lokalisering van digoksien en . digitoksien be­

tref, het Conrad & Baxter (1964) aangetoon dat 3 H­

digoksien feitlik uitsluitlik by die A-bande in die 

spiersel konsentreer en tot 'n geringe mate in die 

sarkolemma. Hierdie waarnemings is radio-outografies 

gemaak. Daar is ook verder met behulp van radio­

outografie aangetoon dat, 3H-digitoksien op die moment 

van inotrope-aksie binne in diesel voorkom (Waser, 

1962). Met behulp van dieselfde tegniek is ook aan­

getoon dat 3H-digoksien in die A-band in die spier­

sel gelokaliseer is en dat baie min in ander subsel­

lulere strukture aangetoon kan word (Smith & Fozzard, 

1963). Volgens aanhalings van Thorp & Cobbin (1967) 

is duidelik aangetoon dat 3H-digitoksien en 3H-digok­

sien wel in die A-bandgebied van die spiersel konsen­

treer, dit wil se in die miosien-gebied. Daar word 

geredeneer dat indien hierdie glikosiede diref op 

aktien, miosien en aktomiosien inwerk, daar verande­

ringe in die fisiese eienskappe hiervan kan optree. 

2.4.3.2 Effek van glikosiede op ca++_transport 

Daar bestaan uitgebiede 'n aansienlike literatuur 

wat oor die effek van glikosiede op die opname en 

vrystelling van ca++ handel. Hier volg 'n kort 

oorsig van die belangrikste aspekte. Selinger et 

al (1970) beweer dat ouabaien by 'n konsentrasie 

van 0,lmM geen inhibering van die ca++_opname ver­

oorsaak nie. Daar is gevind dat amital die ca++_ 

opname inhibeer en dat hierdie effek teengewerk word 
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deur ouabaien, terwyl hoe konsentrasies ouabaren geen 

effek 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 

ouaba1en die ca++_opname inhibeer en dat hierdie 

effek die duidelikste na vo ·re kom by 'n konsentrasie 

van 10- 6 M. Die verskynsel dat hoer konsentrasies 

van die glikosiede 'n minder duidelike effek op die 

Ca++_opname-inhibering het, kan Jroontlik toegeskryf 

word aan 'n inhibering van die Na+-K+-geaktiveerde 

ATPase. Sabatini-Smith & Holland (1967) beweer ook 

dat ca++ meer uitruilbaar word in die teenwoordig­

heid van glikosiede. Ouabaien in terapeutiese kon­

sentrasies (5 x 10 - 7 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++ uit die bindingsetels verhoog . Resultate 

wat deur Lilllmann & Holland (1962) verkry is, wys 

op 'n aantal belangrike aspekte ten opsigte van ca++ 

en glikosiede. Daar is byvoorbeeld gevind dat ca++ 

belangrik is vir die werking van glikosiede. Daar 

word egter gewys op die sogenoemde weefsel ca++ en 

die uitruilbare fraksie van weefsel ca++. laasge­

noemde waarvan betrokke is by die eksitasie-kontrak­

sie-koppeling. Ouabaien in konsentrasies van 

2 x 10- 7 M tot 2 x 10- 6 M het geen effek op die soge­

noemde stadige-ca++ uitwaskurwe nie (dit is waar­

skynlik gebonde ca++ in verskillende weefselfraksies), 

terwyl 'n konsentrasie van 6 x 10- 7 M wat 'n sterk 

positiewe inotrope-effek vertoon, 'n betekenisvolle 

toename in die uitruilbare ca++ veroorsaak. By 
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konsentrasies van 1 x 10- 6 M tot 1 x 10- 5 M is daar 

geen effek op 45 Ca++_opname in stroke weefsel nie, 

terwyl hoer konsentrasies (1 x 10- 4 M) die opname van 
45 ca++ aansienlik verhoog het. Wassermann & Holland 

(1971) het bevind dat ouabaien by 'n konsentrasie 

van 5 x 10- 7 M 'n verhoogde vrystelling van ca++ tot 

gevolg het. Daar kan met digitoksien geen effek op 

die ca++_opname aangetoon word nie. Die outeurs stel 

voor dat die effek van ouabaien moontlik direk op 'n 

sellulere bindingsproses vir ca++ uitgeoefen word. 

Die verskynsel dat lae (nie-toksiese) konsentrasies 

van ouabaien die ca++_opname merkbaar verlaag maar 

dat hoer (toksiese) konsentrasies die opname van ca++ 

verhoog, word deur Thorp & Cobbin (1967) sterk be­

klemtoon. Verskeie ander outeurs wat ook bogenoemde 

verskynsel waargeneem het, word deur Thorp & Cobbin 

aangehaal, naamlik Harvey & Daniel (1952), Thomas 

et al (1958) en Farah & Witt (1963). Verder word 

ook gestel dat ca++_ione aan aktomiosien gebind 

word en in die geval van aktiewe glikosiede is hier­

die effek veral duidelik. Hierdie binding gee dan 

ook verhoogde kontraktiliteit. Bing (1965) wys ook 

daarop dat glikosiede direk assosieer met die reti­

kulum. Hy beweer ook verder dat ouabaien die sarko­

plasmatiese retikulum antagoneer en ca++ in diesel 

mobiliseer. Bogenoemde outeur beweer ook dat digi­

toksien by 'n konsentrasie van 10- 6 M binding van 

Ca++ aan miosien veroorsaak. Verder beweer Bailey 

& Ong (1972) dat ouabaien die loslating van soge­

naamde sneller-ca++ in diesel veroorsaak. 

Daar bestaan 'n kompetisie deur Na+ en K+ vir ca++-
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bindings ete l s in s pierweefs e l (Comar & Bronn er , 19 6 9) . 

Die gedagte d a t d igitalis -glikosiede i nhibeerder s is 

van die Na+-K+-transport en d a t hulle ook kontraktili ­

tiet beinvloed deurdat hierdi e stowwe veranderinge in 

die distribusie en mobilisering van ca++ tot gevolg 

het , waarskynlik sekonder tot 'n verandering in die 

intrasellulere Na+ konsentrasie, word deur Parsons 

& Summers (1971) ondersteun . Prasad & Callaghan 

(1970) het die waarneming gemaak dat ouabaien (l0- 10 M) 

' n inhibisie van membraan ATPase in menslike hart­

weefsel veroorsaak. Daar is bevind dat met elektriese 

stimulering van die ventrikels in honde deur middel 

van 'n pasaangeer om die aritmiee as gevolg van oua­

baien te oorkom, laasgenoemde glikosied die kontrak­

siekrag tot 131 % bo die normale laat styg. Dit is 

in dieselfde orde as met isoproterenol (Beiser et 

al, 1970). Daar is egter outeurs wat geen effek 

van die glikosiede op die ca++_opname kon aantoon 

nie (vergelyk Pretorius et al, 1969). 

Voorspruitend uit hierdie genoemde invloede van die 

hartglikosiede op die hartspierweefsel, is die invloed 

van twee hartglikosiede, naamlik ouabaien en digitok­

sien op die ca++_transport sowel as die proteiensin­

tese ender verskillende eksperimentele toestande 

ondersoek. Hierdeur is gepoog om die moontlike 

onderlinge verband tussen Ca++ en proteiensintese 

verder te ondersoek. 
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HOOFSTUK 3 

DIE ROL VAN ca++ EN Mg++ IN PROTEIENSINTESE 

BY GEISOLEERDE POLISOME 

3.1 INLEIDING 

Die invloed van Mg++ op die proteiensintese in die 

algemeen sowel as die samestelling van hartpolisome 

is in die verlede goed ondersoek en verskeie outeurs 

het reeds na die absolute noodsaaklikheid van Mg++ 

ten opsigte van hierdie aspekte verwys (Munro et al, 

1964; Earl & Korner, 1965). 

Die belangrike rol van ca++ in die eksitasie-kontrak­

sie-koppelings-meganisme en daardeur as faktor in 

intrasellulere metabolisme in hartspier is reeds 

aangetoon (Lee, 1965; MacLennan & Wong, 1971). 

Hoewel die invloed van ca++ met betrekking tot die 

proteiensintese in soogdierweefsel tot onlangs nog 

minder bekend was, is aangetoon dat ca++ die sintese 

van proteiene stimuleer. Die verklaring wat hier-

aan geheg word is (1) 'n verhoging van die membraan-

transport van aminosure en (2) volgens Kaplan & 

Richman noontlik 'n direkte intrasellulere effek. 

Ten einde hieroor uitsluitsel te kry noet dus direk 

op polisome gewerk word. Veral in die lig van die 

besondere rol van ca++ in hartspier is dit verder 

ook van algemene belang. Verskillende aspekte van 

hierdie probleem word in hierdie hoofstuk bespreek. 
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3.2 STRUKTURELE EN FUNKSIONELE KARAKTERISTIEKE 

VAN ROTHARTPOLISOME 

3 . 2.1 . Metode vir die bereiding van polisome 

Die metode wat vir die isolering van rothartpolisome 

gebruik is , is ' n wysiging van ' n metode soos beskryf 

deur Earl & Morgan (1968). Die harte van jong rotte, 

waarvan die herkoms verskil het, is vir alle proef­

nemings gebruik. Ratte van beide geslagte is cebruik. 

Die proefdiere is onthoof en die harte so gou moontlik 

uit die diere verwyder, oopgeknip en in yskoue homo­

geniseringsbuffer (200mM sukrose; 20mM Tris-HCl, 

pH 8,2; l00mM KCl; S0mM NaCl ; lmM MgC1 2 of lmM 

CaC1 2 en lmM EDTA) gewas. Oorblyfsels van die aortas 

is verwyder . Die weefsel is deur middel van ver­

plasing geweeg en by 4 volumes homogeniseringsbuffer 

gevoeg. Daar is 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 S0Ti-rotor in 'n L2 of 

L3 40 Beckman-ultrasentrifugeerder vir 10 minute by 

7 000 o.p.m. gesentrifugeer. Die supernatant is 

gedekanteer en SM NH 4 Cl, pH 7,6, is bygevoeg tot 'n 

finale 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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Vir die bereiding van polisome is hierdie behandelde 

supernatant op 4ml lM sukrosebuffer (20mM Tris-HCl, 

pH 7,6; l00mM KCl; 40mM NaCl; lmM MgC1 2 ; lmM 

EDTA; 6mM 8-merkapto-etanol en 250mM NH4Cl) in 'n 

sentrifugeerbuis geplaas. Die buise is in 'n Spinco 

SO-rotor van 'n L3 40 ultrasentrifugeerder geplaas 

en vir 4 ure by 33 000 o.p.m. gesentrifugeer. Om na 

sentrifugering kontaminasie van die gesedimenteerde 

materiaal met die supernatant te verhoed is laasge­

noemde met behulp van ' n suigpipet tot by die sukrose­

laag afgesuig en die wande van die buis met hersus­

pensiebuffer (20mM Tris-HCl, pH 7,6; l00mM KCl; 

40mM NaCl; 3mM MgC1 2 of 3mM CaC1 2 ; lmM EDTA en 

6mM 8-merkapto-etanol) gewas. Die hersuspensiebuffer 

is verwyder en die sukrose daarna afgegooi. Die 

oppervlak van die sediment is so gou moontlik met 

hersuspensiebuffer gewas. Die polisoommateriaal is 

hierna opgelos in 'n klein volume hersuspensiebuffer 

(gewoonlik 0,3 - 0,4ml). 

Vir die bereiding van selsap is die oorspronklike 

homogenaat vir 4 ure by 33 000 o.p.m. gesentrifugeer. 

Alle prosedures en sentrifugerings is uitgevoer by 

'n temperatuur van 0-4°c. 

3.2.2. Sukrosegradientsentrifugering van die 

polisoompreparaat 

Die konsentrasie van die RNA in die monster is uit 

die ultravioletspektrum van die polisome (figuur 3.1) 

bepaal. Die ultravioletspektrum wat verkry is, is 

die normale wat vir RNA of RNA-bevattende strukture, 
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byvoorbeeld virusse , ribosome of polisome, verkry word . 

225 250 'Z/5 325 

Golflengte in m/J 

FIGUUR 3.1: Ultravioletspektrum van 'n polisoompreparaat, 
berei soos beskryf in 3.2.1. 

Die absorpsiemaksimum was by 260 mµ. Volgens Ts-O 

& Vinograd (1961) is die RNA inhoud bereken as 

(A26 0 - A2 eol x verdunning/12. 'n Suspensie van 

polisome (berei volgens 3.2.1.) is met behulp van 

sukrosegradientsentrifugering ondersoek om die aard 

van die polisome vas te stel. 'n Lineere sukrose­

gradient van 10-30% in hersuspensiebuffer is gebruik. 

'n Volume van 1ml polisoomsuspensie met 'n konsen­

trasie van 0,Smg/ml is op die gradient geplaas en 

in 'n SW 27-rotor in 'n Beckman L2 65B ultrasentri­

fugeerder vir 3 ure by 22 500 o.p.m. gesentrifugeer. 

Die distribusie van ultravioletabsorberende materiaal 

is na sentrifugering bepaal deur die inhoud van die 

sentrifugeerbuis vanaf die bodem na die meniskus teen 
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'n konstante vloeisnelheid deur 'n LKB Uvicord II te 

stuur. Hierdie apparaat was met 'n Beckman-regi­

streerder verb{nd wat die resultaat kontinu met deur­

vloeiing geregistreer het. Die LKB Uvicord II was by 

258 mµ ingestel. Die resultaat word in figuur 3.2 

weergegee. 

Indien na die polisoomprofiel in figuur 3.2 gekyk 

word, kan verskeie pieke onderskei word. 'n Groot 

persentasie van die materiaal sedimenteer by waardes 

groter as 80 S. In die minder digte gebied van die 

gradient kan 'n duidelike 80 S-piek onderskei word. 

Dit stel ongedissosieerde ribosome en monosome voor. 

Na die ribosoompiek (monomere) volg verskeie pieke 

wat dimere, trimere, tetramere en groter aggregate 

voorstel. Hierdie strukture neem af in hoeveelheid 

met toenarne in grootte. Die grootste polisoomparti­

kels word in die digste gebied van die gradient (30%) 

aangetref. 

eos 
I 

FIGUUR 3.2: Polisoomprofiel van rothartpolisome by 6Di1 Mg++. 
'n Volume van 1ml van 'n polisoomsuspensie, met 
'n ~~-konsentrasie van 0,5 mg/ml, is op die 
gradient geplaas. Die prosedure is verder 
uitgevoer soos beskryf in 3.2.2. 
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3.2.3 In vitro-proteiens i ntese met rothartpolisome 

Di e akt iwiteit van die polisome ten opsigte van 

prote iensintese is vervo l ge ns nagegaan. 

Die sintese is uitgevoer i n reaks iemengsels van 100 µ1 . 

'n Re aksiemengs e l het die volge nde komponente b e vat: 

40 µ1 se lsap en 20µ 1 po lisome (l00 µg/ml ) met konsen­

trasies v a n ande r ko mponente as vo l g: 18mM Tr is - HCl , 

pH 7, 6 ; 90mM KCl; 40 mM NaCl ; 0 , 9mM EDTA; 3 , 0mM 

B-merkap to- etano l ; l, 5mM ATP; 0 , 06mM G'I'P; 3mM 

kreatienfo sfaat; k r eatienkinas e 0 , lmg/ml; 

leusien 0 , 5µ Ci/ml en alle natuurlike nie- radioaktiewe 

aminosure in ' n konsentrasie van 0 , 03mM elk. 

Variasie in Mg++ , c a++ en ander komponen te van die 

reaksiemengsel is aangedui by die onderskrif van 

figure waar van toepassing . 

Die reaksiemengsel is in 'n ysbad voorberei en daar­

na in ' n skudwaterbad by 37 ° c geinkubeer vir 'n tyd 

soos aangedui. Die reaksie is beeindig deur die 

by voeging van± 5 ml 10 % TCA. Gepresipiteerde 

proteienmateriaal is in 'n Roto Uni II-sentrifugeerder 

by maksimum snelheid vir 10 minute gesedimenteer. 

Die helder supernatant is gedekanteer en die sediment 

opgelos in 0,25 ml l M NaOH. Hierna is weer eens vir 

30 minute by 37°c geinkubeer om die aminosuur residue 

vanaf elke tRNA te verwyder. Proteienmateriaal is 

nog eens deur toevoeging van~ 5 ml 10 % TCA gepresipi­

teer en die presipitaat op Millipore fi l ters (25mM 

deursnee en 0 , 45 µ poriegrootte) gefiltreer. Die 

filters is 3 maal met± 5 ml 5% TCA gewas en in ' n 
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oond by 60°C gedroog. Die gedroogde filters is in 

telflessies met 15 ml sintillator (4g PPO, 0,05g 

POPOP in 1 L Tolueen) geplaas en die radioaktiwiteit 

is gemeet in 'n Beckman LS230-vloeistofsintillasie­

teller. Die resultaat word telkens weergegee asp 

mole (µµmole) 14 C-leusien ingebou/0,1 ml reaksie­

mengsel. 

3.3 DIE INVLOED VAN ca++ EN Mg++ 

BEREIDING VAN POLISOME OP DIE 

SINTESE-AKTIWITEIT 

IN DIE 
.. 

PROTEIEN-

Indien die rol van ca++ en Mg++ op proteiensintese 

met hartpolisome nagegaan wil word, is dit essen­

sieel om die invloed van die samestelling van die 

medium wat tydens die isolering van die polisome 

gebruik word, ten opsigte van hierdie twee divalente 

ione vooraf vas te stel. Hiervoor is die polisome 

ten eerste berei in 'n medium wat slegs ca++ en geen 

Mg++ bevat het nie. Die proteiensintetiseringsvermoe 

van 'n polisoompreparaat wat volgens hierdie metode 

berei is, word in figuur 3.3, aangedui. 

Aangesien 'n minimum hoeveelheid divalente ione 

essensieel is vir die behoud van die polisoomstruk­

tuur, is die onderste grens vir die variasie in die 

divalente ioonkonsentrasie lmM. Verhoging in die 

ca++-konsentrasie lei tot stimulering van proteien­

sintese. Die optimale ca++-konsentrasie hiervoor 

is 4mM. Die direkte invloed van ca++ op die 

proteiensintetiseringsvermoe van hartspierpolisome 

volg duidelik hieruit. 
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FIGUUR 3.3: Die effek van verskillende konsentrasies (1-7mM) 
ca++ op die sintese van proteiene deur geisoleerde 
hartpolisome. Polisome is berei in 'n medium wat 
lmM ca++ bevat het en gesuspendeer in hersuspensie­
buffer waarin daar 3mM ca++ was. Volgens die 
samestelling van die reaksiemengsel was die finale 
ca++-konsentrasie lmM. ca++ is bygevoeg sodat 
eindkonsentrasies van 1 tot 7 mM verkry is. 
Die eksperimentele prosedure is voorts uitgevoer 
soos beskryf in 3.2.3. Die inkubasieperiode was 
30 minute by 37°c. 

In ooreenstemming met die voorafgaande is die effek 

van Mg++ nagegaan. Die polisome is voorberei in 'n 

medium wat lmM Mg++ bevat het en dan gehersuspendeer 

in hersuspensiebuffer met 3mM Mg++ daarin. Die re-

sultaat van die sintesevermoe van hartpolisome in 

die aanwesigheid van Mg++ in konsentrasies van l-7mM 

word in figuur 3 . 4 weergegee . 
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FIGUUR 3.4: Die effek van Mg++ in konsentrasies van l-7mM 
op die proteiensintetiseringsvermoe van hart­
polisome. Polisome is berei en gehersuspendeer 
in media waarin Mg++ teenwoordig was. Die 
eksperiment is verder uitgevoer soos in 3.2.3. 
Die inkubasieperiode was 30 minute by 37°c. 

Verhoging in die Mg++-konsentrasie l e i insgelyks tot 

'n stimulering van die proteiensintese. Die opti­

male konsentrasie van Mg++ is ook 4mM. 

Uit die voorafgaande is dit dus duidelik dat diva­

lente ione 'n belangrike invloed het op die proteien­

sintese. Veral is die effek van Mg++ bekend en 

verskeie outeurs het reeds melding gemaak van die 

belangrikheid van eersgenoemde vir sintese sowel as 

die optimale konsentrasie vir Mg++ naamlik lOmM maar 

dan in die aanwesigheid van SmM ATP (Munro et al, 1964 ; 

Earl & Korner, 1965). Uit figure 3.3 en 3.4 blyk 

dit dat beide ca++ en Mg++ in die bereidingsmedia 

geskik is vir sintese. Die aanwesigheid van Mg++ in 
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die bereidingsmedi um het egter 'n gunstige invloed 

op die hoeveelheid aminosure wat geinkorporeer word . 

3.4 DIE INVLOED Vlill ca++ EN Mg++ OP PROTEIEN ­

SINTESE MET POLISOME BEREI IN AANWESIGHEID 

Vlill Mg++ 

In die voorafgaande eksperimente is die invloed van 

ca++ en Mg++ op proteiensintese met hartspierpolisome 

aangetoon (figure 3.3 en 3.4). 

Aangesien daar egter moontlik verskille ten opsigte 

van die invloed van genoemde katione op die polisome 

(vergelyk 3.3) met betrekking tot die sintese mag 

wees, is die relatiewe belangrikheid van hierdie 

ione in die sinteseproses ondersoek. Die eerste 

aspek wat aandag geniet het, is die effek van 

wisselende ca++_en Mg++_konsentrasies in 'n in vitro­

sisteem, in die aanwesigheid van polisome en selsap 

wat in 'n lmM Mg++_homogeniseringsbuffer berei is. 

In figuur 3.5 word die resultaat van die effek van 

Mg++ by konsentrasies van l-7mM weergegee. Ten 

einde te verseker dat die radioaktiewe materiaal 

wat presipiteer werklik in vitro-gesintetiseerde 

proteiene is, is 'n kontrole-eksperiment wat 10 µl 

RNase per inkubasiemengsel bevat oak uitgevoer. 
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FIGUUR 3.5: Die magnesiumafhanklike inkorporasie van 
14 C-leusien deur rothartpolisome. Polisome is 
berei en gehersuspendeer in media wat onderskeideli: 
lmM Mg++ en 3mM Mg++ bevat het. Die magnesium­
konsentrasie is tussen 1 en 7 mM gevarieer. Die 
eksperimentele prosedure is uitgevoer soos beskryf 
in 3.2.3 met 'n inkubasieperiode van 30 minute 
by 37°c. 

Die stimulerende invloed van Mg++ op die sintese kan 

duidelik in figuur 3.5 gesien word, indien dit ver­

gelyk word met die RNase - kontrole waar geen sintese 

plaasgevind het nie. 

Polisome en selsap is vervolgens in 'n homogenisering~ 

buffer met lmM Mg++ berei en die sediment is gesus­

pendeer in hersuspenderingsbuffer met 3mM ca++. Dit 

beteken dat die eindkonsentrasie van ca++ in die 

reaksiemengsel 0,6mM is. Die invloed van verskillende 

konsentrasies ca++ is in hierdie sisteem ondersoek 
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deur 'n CaCl 2-oplossing by te voeg om eindkon s e n­

trasies te gee, soos in figuur 3. 6 aangedui. 'n 

Kontrole-eksperiment met RNase is weer eens i nge ­

slui t . 

_ RNasc 
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a 

~ 
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FIGUUR 3.6 : Die kalsiumafhanklike inkorporasie van 14 C-leusien 
deur rothartpolisome. Polisorne is berei en gesus ­
pendeer in lrnM Mg++ en 3rnM ca++ onderskeidelik. 
Die kalsiumkonsentrasie is tussen 1 en 7 rnM 
gevarieer . Die eksperiment is ve rder uitgevoer 
soos beskryf in figuur 3.5. 

Dit is duidelik dat ca++ ook die sintese van prote­

iene deur rothartpolisome onder hierdie omstandig­

hede stimuleer, indien die sintese met die in die 

aanwesigheid van RNase vergelyk word. 

Ooglopende waarnemings wat uit figure 3.5 en 3.6 ge­

maak kan word, is (1 ) dat pro teiensin tese in die 

aanwesigheid van lmM ca++ onderhou word , terwyl Mg++ 

by dieselfde konsentrasie geen sintese tot gevolg 
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het nie en (2) dat die persentasie stimulering in 

die geval van Mg++ hoer is as die met ca++. 

Die afleidings wat hierbo gemaak is, spruit uit 

waarnemings wat gemaak is uit eksperimente waarin 

verskillende polisoompreparate gebruik is. Vir 

meer geldige vergelykings sou dus uitgegaan moet 

word van dieselfde polisoompreparaat. Vir hierdie 

doel is polisome in homogeniseringsbuffer met lmM 

Mg++ berei, soos beskryf in 3.2.1, en die sediment 

in twee gelyke dele verdeel. Die twee dele is geher­

suspendeer in hersuspensiebuffers met 3mM ca++ en 

3mM Mg++ respektiewelik. Reaksiemedia vir konsen­

trasies wisselende van 1 tot 7mM vir ca++ sowel 

as Mg++ is saamgestel. RNase-kontroles is telkens 

oak ingesluit. Inkubasie is verder uitgevoer soos 

beskrywe in 3.2.3. Die resultaat van so 'n gekom­

bineerde eksperiment word in figuur 3.7 voorgestel. 

Uit hierdie figuur blyk dit duidelik dat wisselende 

ca++_ en Mg++_konsentrasies stimulering van die 

sintese by dieselfde polisoompreparaa t veroorsaak. 

Die verskil in sintese by lmM ca++ en lmM Mg++, 

asook die verskil in persentasie stimulering tussen 

ca++ en Mg++ blyk oak duidelik. Die optima is in 

beide gevalle by 'n konsentrasie van 4mM. Die aan­

wesigheid van RNase elimineer, in die teenwoordigheid 

van ca++ en Mg++, die sintese van proteiene. Hier­

uit is dit duidelik dat die afleidings wat hierbo 

gemaak is ten opsigte van die resultate uit eksperi­

mente met verskillende polisoompreparate geldig is 

aangesien dieselfde resultaat verkry is waar van 'n 

enkele polisoompreparaat gebruik gemaak is. 
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FIGUUR 3.7 : Die invloed van ca++ en Mg++ in konsentrasies van 
1-7 mM op die sintese van pro teiene deur ' n enkele 
poli soompreparaat . RNase-kontroles by 1,5 en 7 mM 
ca++ en Mg++ word ook aangedui . Kromme 1 dui aan 
verandering van die Mg++ _kon sentrasie + RNase; 
kromme 2 dui aan die ooreenkomstige ca++_konsen­
trasies + RNase; kromme 3 toon die invloed van 
ca++(l-7 mM) aan op die inkorporasie van 1 4 C- leusien 
en kromme 4 die ooreenstemmende Mg++-effek . Die 
inkubasieperiode was 30 minute by 37 °c. Die prose­
dure is soos in 3 .2.3. 

Dit is reeds duidelik dat ca++ by ' n lae konsen ­

trasie die sintese van prote i ene onderhou terwyl 

Mg++ nie dieselfde eienskap vertoon nie . Om hierdie 

belangrike verskil verder te ondersoek en te veri­

fieer is die kinetiek van proteiensintese by lmM ca++ 

en l mM Mg++ nagegaan en verge l yk met die kinetiek 

van sintese by SmM ca++ en SmM Mg++. Hierdie ge ­

kombineerde eksperimente is telkens op ' n enkele 

polisoompreparaat uitgevoer . Dit beteken dat die 

polisoomsediment in ' n lmM Mg++_medium bere i is , 
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daarna in 2 dele ve rdeel is, wat onderske ideli k in 

3mM Mg++ en 3mM ca+ + in hersuspensiebuf fe r gehersus­

pendeer i s . Die t y dsafhanklike inkorporasie van 
14 C-leusien by lmM ca++ en l mM Mg++ tesame met RNase­

kontroles word i n fi guur 3.8 aangetoon. 

n,,--------------

o lmM Ca. .. • RNa S# 

a lmM Mg•••RNast 

10 15 20 25 30 
Ty d 1n minute 

FIGUUR 3.8: Kinetiek van sintese by lmM ca++ en lmM Mg++ met 
rothartpolisome. Die verskillende krommes is as 
volg ; 1 : Proteiensintese by lmM Mg++ in die 
aanwesigheid van RNase, 
2: Tydsafhanklike inkorporasie van 14C- l eusien 

by lmM Mg++ , 
3: Proteiensintese by l mM ca++ in die aanwesighei d 

van RNase , 
4: Tydsafhanklike inkorporasie van 14C-leusien by 

lmM ca++. 
Die inkubasieperiodes was 0,1,2,5,10,20 en 30 
minute by 37°c . 

Uit hierdie kinetiese proef blyk duidelik dat lmM 

ca++ rothartpolisome aktiveer tot sintese van prote­

Iene, terwyl dieselfde konsentrasie Mg++ geen sintese 

onde r dieselfde omstandighede tot gevolg het nie. 
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Trouens, die sintese in die teenwoordigheid van lmM 

Mg++ is in dieselfde orde as die waar RNA deur middel 

van RNase vernietig is (vergelyk krommes 1, 2 & 3 

in figuur 3.8). 

Figuur 3.9 stel die vergelykende eksperiment voor 

waar tydsafhanklike inkorporasie van 14 C-leusien 

deur rothartpolisome plaasvind in 'n medium waar ca++ 

en Mg++ beide in 'n konsentrasie van SmM teenwoordig 

is , asook met die betrokke RNase-kontroles. 

e 
a 

5mM Mg-

5mM ea·· 

10 IS2025l0 
Tyd in mmutt 

FIGUUR 3.9: Kinetiek van proteiensintese by SmM ca++ en SmM 
Mg++ met rothartpolisome. Die verskillende krommes 
stel die volgende voor; 
1: Proteiensintese by SnM ca++ 

heid van RNase, 
2: Proteiensintese by SmM Mg++ 

heid van RNase, 
3: Tydsafhanklike inkorporasie 

by SmM ca++ 
4: Tydsafhanklike inkorporasie 

by SmM Mg++. 

in 

in 

van 

van 

die aanwesig-

die aanwesig-

14 C-leusien 

14C-leusien 

Die inkubasieperiodes was 0,1,2,5,10,20 en 30 
minute by 37°c. 
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Volgens die gegewens in figuur 3.9 is dit duidelik 

dat die sinteseaktiwiteit in die aanwesigheid van 

5mM Mg++ (kronune 4) heelwat hoer is as die in die 

teenwoordigheid van 5mM ca++ (kronune 3). Albei 

katione het egter wel duidelike proteiensintese tot 

gevolg indien dit vergelyk word met die RNase-kon­

troles (kronunes 1 en 2). Hierdie resultate van die 

kinetiese proewe by lmM ca++ en lmM Mg++ asook 5mM 

ca++ en SmM Mg++ is dus 'n fin ale bevestiging van 

die gevolgtrekkings wat gemaak is uit die r e sultate 

van figure 3 .5, 3.6 en 3.7. 

3 .5 INVLOED 

SINTESE 

VAN 

MET 

ca++ EN 

POLISOME 

HEI D VAN ca++ 

.. 
OP PROTEIEN-

IN AANWESIG-

Uit die resultate van 3 .4 volg dat ca++_ione die mees 

effektiewe ioon is vir sinteseaktiwiteit by lae 

divalente ioonkonsentrasies, (lmM) terwyl Mg++ meer 

effektief is vir sinteseaktiwiteit by hoer divalente 

ioonkonsentrasies (5mM). Hierdie gevolgtrekkings is 

egter gebaseer op eksperimente waar die aanvanklike 

bereiding van die polisome uitgevoer is in die aan­

wesigheid van Mg++_ione. Oat sintese wel kan plaas­

vind met preparate wat in die aanwesigheid van ca++_ 

ione berei is, is reeds aangetoon (figuur 3.3). Dit 

moet nou egter geevalueer word of die verskille 

tussen die effekte van Mg++ en ca++ soos hierbo uit­

eengesit ook geld wanneer die polisome in ca++ berei 

is. Om hierdie probleem te ondersoek is polisome 

berei in 'n homogeniseringsbuffer wat lmM ca++ bevat 
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het en dan in hersuspenderingsbuffer opgeneem wat 

3mM ca++ of 3mM Mg++ bevat het. Die ca++_ en Mg++_ 

konsentrasies is dan in hierdie afsonderlike ekspe­

rimente gevarieer tussen 1 en 7mM. 

Die resultaat van die invloed van ca++ op die sin­

tese van proteiene met polisome wat in 'n ca++_ 

medium berei is, word in figuur 3.10 weergegee. 

11 
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FIGUUR 3.10: Die invloed van ca++ in konsentrasies van l-7mM 
op die inkorporasie van 14 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 
beskryf. Die inkubasieperiode was 30 minute by 
37° c. 

Die hoeveelheid sintese wat verkry word met poli­

some wat by lae kalsiumkonsentrasies berei is en waar 

die konsentrasie van ca++ gevarieer is, blyk laer 

te wees as in gevalle waar die polisome by 'n lae 

magnesiumkonsentrasie berei is (vergelyk figuur 3.6). 
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Die resultaat wat verkry word met proteiensintese 

deur polisome wat eweneens by 'n lae kalsiumkonsen­

trasie berei en in Mg++ gesuspendeer is , maar waar 

die Mg++_konsentrasie gewissel word, word in figuur 

3.11 aangetoon. 
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FIGUUR 3.11: Die invloed van Mg++ in konsentrasies van l-7mM 
op die inkorporasie van 14 C-leusien deur polisome 
wat in 'n medium met lae kalsiumkonsentrasie 
(lmM) berei is en gesuspendeer is in 3mM Mg++. 
Die proef is uitgevoer soos in 3.2 . 3 beskryf. 
Die inkubasieperiode was 30 minute by 37°c. 

Volgens die gegewens in figuur 3.11 vervat, is dit 

verder duidelik dat die aanwesigheid van magnesiumione 

in verskillende konsentrasies onder bogenoemde toe­

stande ook nie so 'n hoe sintese tot gevolg het as 

wat die geval is met wisselende Mg++-konsentrasies 

in die teenwoordigheid van polisome wat in 'n medium 

met 'n lae Mg++_konsentrasie berei is nie (vergelyk 

figuur 3.5). 
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Die waarnemings wat in die voorafgaande gedeeltes ge­

maak is, word nog sterker beklemtoon as na die resul­

tate gekyk word wat in 'n gekombineerde proef verkry 

is. Daarmee word bedoel dat die invloed van ca++ 

sowel as Mg++ in verskillende konsentrasies (l-7mM) 

op dieselfde polisoompreparaat ondersoek is. Die 

polisome is by 'n konsentrasie van lmM ca++ in homo­

geniseringsbuffer berei. Hierna is die sediment in 

2 gelyke dele verdeel en in hersuspensiebuffer opge­

neem wat 3mM ca++ en 3mM Mg++ onderskeidelik bevat het. 

Die ca++_ en Mg++_konsentrasies is voorts gevarieer 

tussen l en 7mM. RNase is weer eens bygevoeg om as 

kontrole vir sintese te dien. Die resultaat word in 

figuur 3.12 aangetoon. 

Indien die resultate wat in figure 3.7 en 3.12 ver­

vat is, vergelyk word, is dit duidelik dat die be­

reiding van polisome in 'n medium wat lmM ca++ in 

plaas van lmM Mg++ bevat, nie die sintese van prote­

iene begunstig nie. Die totale hoeveelheid sintese 

is in figuur 3.12 laer as die waarin die bereiding 

in 'n magnesiummilieu geskied (figuur 3.7). 'n Ver-

dere waarneming wat gemaak kan word, is dat die 

sintese by lmM ca++ deur polisome wat in 'n medium 

bevattende ca++ berei is opvallend laer is as in die 

ooreenstemmende geval waar die polisome in 'n medium 

bevattende Mg++ berei is. Daar kan dus gekonstateer 

word dat die bereiding van polisome in 'n magnesium­

milieu belangrik blyk te wees vir die sintese van 

proteiene in vitro. 
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FIGUUR 3. 12: Die invloed van Ca++ en Mg++ in konsentrasies 
van l-7mM op die sintese van proteiene deur 
rothartpolisome wat berei is in lmM ca++ en 
gesuspendeer is in 3mM ca++ en 3mM Mg++ respek­
tiewelik. Die verskillende krommes stel die 
volgende voor; 
1: Proteiensintese by 1,5 en 7mM Mg++ in aan­

wesigheid van RNase. 
2: Sintese by die ooreenstemmende konsentrasies 

ca++ en RNase. 
3: Die invloed van ca++ (1-7mM) op die sintese 

van proteiene. 
4: Die invloed van Mg++ (1-7mM) op die proteien­

sin tese. 
Die inkubasieperiode was 30 minute by 37°C en die 
verdere prosedure soos in 3.2.3. 

3 . 6 SEDIMENT AS IE VAN POLISOME IN SUKROSEGRA­

DIENTE MET ca++ EN Mg++ 

Die vraag ontstaan nou of die verskil in effektiwi­

teit van die polisoornpreparate ten opsigte van sinte-
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seaktiwiteit by lae en hoe divalente ioonkonsentrasies 

soos waargeneem in 3.4 herlei kan word tot strukturele 

verskille tussen die preparate. Hiervoor is die sedi­

mentasie van polisome, wat in 'n medium met lmM Mg++ 

berei is, in 'n lineere sukrosegradient van 10-30 % 

in resuspensiebuffer by verskillende ca++_ en Mg++_ 

konsentrasies nagegaan. Ten eerste is polisome in 

lmM ca++ en lmM Mg++ onderskeidelik gesuspendeer. 

Hiervan is op sukrosegradiente, waarvan die ca++_ en 

Mg++_konsentrasies 5mM was, geplaas. Die prosedure is 

verder uitgevoer soos in 3.2.2. Die resul terende 

polisoomprofiele word in figuur 3.13 voorgestel. 

00S 
I 

3.131 3.132 

SmM Mg"' llJS 
I 

FIGUUR 3.13: Polisoomprofiele van rothartpolisome. Die 
konsentrasie van die polisoonnnateriaal wat 
op die gradient gesit is, is 0,6mg RNA/ml. 
Die gradient verteenwoordif konsentrasies van 
SmM ca++ (3.131) en 5mM Mg+ (3.132) respek­
tiewelik. 
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In albei gevalle is d i t duidelik dat intakte poli­

some aanwesig is. Verskeie polisoompieke kan in die 

5mM ca++_medium sowel as in die medium wat 5mM Mg++ 

bevat op die profiele onderskei word. Aangesien ' n 

konsentrasie van~ 5mM vir beide ca++ en Mg++ opti­

maal is vir proteiensintese (figu re 3 . 5 en 3 . 6), is 

dit te wagte dat duidelik onderskeibare , stabiele 

polisome by hierdie divalente ioonkonsentrasie aan­

wesig behoort te wees. Die verskil in akt i witeit kan 

egter nie uit hierdie polisoomprofiele afgelei word 

nie. 

Vir saver dit die stabiliteit van die rothartpolisome 

by lae konsentrasies van kalsium en magnesium betref , 

is polisome wat in 'n homogeniseringsmedium bevattende 

lmM Mg++ berei is, deur middel van ultrasentrifugering 

deur 'n lineere sukrosegradient gesedimenteer by lmM , 

l,2mM en l , 6mM ca++ en die ooreenstemmende Mg++_ 

konsentrasies. Die eksperimentele prosedure is weer 

eens soos in 3.2.2 beskryf. Die polisoomprofiele by 

konsentrasies van slegs lmM en l,6mM ca++ sowel as 

die ooreenkomstige Mg++_konsentrasies word in figuur 

3.14 vergelyk. 

Uit figuur 3.14 kan gesien word dat die polisoompro­

fiele in die aanwesigheid van ca++ ietwat meer swaar 

materiaal in die meer digte gebied van die gradient 

vertoon as wa t die geval in die aanwesigheid van Mg++ 

is. Hieruit kan dan die afleiding gemaak word dat 

dit rnoontlik die rede mag wees waarom ca++ in lae 

konsentrasies (l - l,6mM) meer geredelik proteren­

sintese onderhou, terwyl die ooreenstemmende Mg++_ 

konsentrasies en meer spesifiek lmM Mg++ geen sintese 

tot gevolg het nie. 
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FIGUUR 3.14: Polisoomprofiele van rothartpolisome. Bereiding 
in homogeniseringsmedium bevattende lmM Mg++. 
Die konsentrasie polisoommateriaal is in elke 
geval 0,6mg RNA/ml. Die gradiente is voorberei 
in hersuspenderingsbuffer met lmM ca++ (3.141), 
l,6mM ca++ (3.142), lmM Mg++ (3.143) en l,6mM 
Mg++ (3. 144). 
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3 .7 KONKLUSIES 

Uit die verskillende resultate soos hierbo uiteenge­

sit , kan die volgende aantal afleidings gemaak word : 

1. Beide ca++_ en Mg++_ione stimuleer die sintese 

van hartspierproteiene indien die konsentrasie 

van die ione van ' n lae (lmM) na ' n hoer (7mM) 

konsentrasie gewissel word. 

2. Beide ione se optimale konsentrasie vir poli­

peptiedsintese is 4-SmM. 

3. Die persentasie stimulering tussen lmM en die 

optimum konsentrasie is hoer in 'n sisteem waar 

die po l isome in ' n medium bevattende Mg++ berei 

is en waar die konsentrasie van Mg++ gevarieer 

word, as waar die ooreenstemmende konsentrasies 

ca++ aanwesig is . 

4. Proteiensintese word by 'n lae kalsiumkonsen­

trasie (lmM) onderhou terwyl Mg++by hierdie 

konsentrasie geen sintese tot gevolg het nie. 

5. ' n Bereidingsmetode waarin Mg++ ingesl ui t is, 

begunstig die hoeveelheid polipeptiedsintese in 

teens telling tot ' n laer sintese waar van 'n 

bereidingsmetode wat ca++ bevat gebruik gemaak 

word. 

Om die rol wat ca++ in die sintese van hartspier­

proteiene speel verder te onders oek is met behulp 

van hartglikosiede ' n korrelasie getrek t ussen 

kalsiumtransport en proteiensintese . Hierdie resul­

tate word in die volgende hoofstuk weergegee . 
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HOOFSTUK 4 

DIE EFFEK 

OPNAME DEUR 

SPIERWEEFSEL 

VAN HARI'GLIKOSIEDE OP DIE KALSIUM­

DIE MIKROSOMALE-FRAKSIE VAN HAR!'-

4.1 INLEIDING 

Verskeie aspekte aangaande die meganisme van ca++_ 

transport deur die sarkotubuleresisteem het in die 

jongste tyd aan die lig gekom. Dit het geblyk dat 

sekere lipiede belangrik is by die funksionering van 

die transportsisteme in skeletspiersarkotubulere­

membrane (Fiehn & Hasselbach, 1970). Ook die pro­

teienkomponent blyk belangrik te wees vir ca++_ 

binding (Fiehn & Migala, 1971). Volgens die bevindings 

van Mac Lennan & Wong (1971) kan 'n spesifieke ca++_ 

bindingsproteien, naamlik kalsekwestrien uit skelet­

spierweefsel geisoleer word. 

Hierdie transport-meganisme vir ca++ oor die membrane 

van die sarkoplasmatiese retikulum het ook geblyk 

gevoelig te wees vir verskeie tipes geneesmiddels en 

ander stowwe. Sodanige stowwe beinvloed byvoorbeeld 

beide die opname en vrystelling van ca++ deur die 

sarkotubuleresisteem (vergelyk hoofstuk 2). Verskeie 

outeurs het reeds aangetoon dat verskillende glikosiede 

die opname van ca++ deur die sarkotubuleresisteem 

beinvloed (vergelyk byvoorbeeld Selinger et al, 1970; 

Sabatini-Smith & Holland, 1967; Lee & Choi, 1966 en 

andere soos beskryf in hoofstuk 2). 
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In hierdie hoofstuk word die effek van twee gliko­

siede, naarnlik ouabaien en digitoksien, by ver­

skillende konsentrasies op die opnarne van ca++ deur 

rothartrnikrosornale-rnernbrane bespreek. 'n Volledige 

uiteensetting van die eksperirnentele opstelling wat 

gebruik is, word gegee. 

4. 2 DIE OPNAME VAN ca++ DEUR ROTHART SARKO­

PLASMATIESE RETIKULUM 

Verskeie rnetodes is bekend waarrnee die ca++-opnarnes 

deur sarkoplasrnatiese retikulurn ondersoek kan word. 

Sornrnige is rneer geslaagd as andere en eksperirnentele 

ornstandighede bepaal ook grootliks watter rnetode 

aangewend rnoet word. Die rnetode waarvan in hierdie 

ondersoek gebruik gernaak is, is die soos beskryf 

deur Pretorius et al (1969). In die eksperirnente 

wat deur hierdie outeurs beskryf word, is van honde 

as proefdiere gebruik gernaak. Dit beteken dat rede­

like groot hoeveelhede weefsel beskikbaar was. In 

hierdie ondersoek is egter van rotte as proefdiere 

gebruik gernaak. Dit is duidelik dat die hoeveelheid 

weefsel wat beskikbaar is baie beperk is. Vir 'n 

eksperirnent is altyd 3-4 rotte gebruik, afhangende 

van die grootte van die proefdiere. Dit het nood­

wendig beteken dat sekere aanpassings aan die rnetode 

aangebring rnoes word . 

Die metode wat aangewend is vir die bestudering van 

die ca++_opnarne deur rothartrnikrosorne, word volledig 

in die volgende afdeling beskrywe. 
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4.2.1 . Metode 

4 . 2.1 . 1 Isolering van mikrosome uit rothartweefsel 

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 (20rnM Tris-HCl pH 7 , 0; 300rnM 

sukrose) geplaas. Die harte is hierna oorgeplaas in 

10 ml van dieselfde buffer in ' n ysbad en die weefsel 

met behulp van ' n sker fyngesny. Die fyngeknipte 

hartweefsel is vir 45 sekondes met behulp van ' n 

Ultra-Turrax-homogeniseerder gehomogeniseer, vir 

15 sekondes laat staan en dan weer vir 45 sekondes 

gehomogeniseer. Die homogenaat is oorgeplaas in 

'n ; sentrifugeerbuis en verseel. 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 differensiele ultra­

sentrifugering onderwerp. Die hartweefselsuspensie 

word eerstens by 15 000 x g gesentrifugeer om 

mitochondria en sellulere oorskot te verwyder . Hier­

na word die mikrosomale - fraksie by 100 000 x g 

gesedimenteer . Om die suiwerheid van die preparaat 

so ver moontlik te verhoog , is laasgenoemde geher­

suspendeer en die genoemde sedimentasies deur ' n 

digte , gebufferde sukrosemedium (35%) herhaal. 

61 



SKEMA 4 .1 

I Oplosbare 
fraksie 

HARTHOMOGENAAT 

Sentrifugering 15 000 X g 
vir 20 minute 

I 
lsentrifugering Presipitaat van 

mitochondria en 
sellulere oorskot 

100 000 X g vir 
60 minute 

MIKROSOOM p RESIPITAAT 

Oplosbare 
fraksie 

1. Resuspen sie in 8ml buffer 
(5mM Tri s-HCl, pH 7,2; 
35% sukr ose) 

2. Sentrifu gering 15 000 X g 
vir 20 minute 

Oplosbare I Pr 
fraksie ch 

Sentrifugering 
100 000 X g vir 
60 minute 

"inale Mi 
sediment 

esipitaat van mito­
ondriale fragmente 

krosomale 

Die helder mikrosomale sediment wat volgens skema 4.1 

berei is, is dan met behulp van 'n pipet gehersuspen­

deer in 3 ml van die resuspensiebuffer. 

Volgens Pretorius et al (1969) is die mikrosomale­

preparaat wat volgens hierdie prosedure berei word, 
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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++_opname . 

4.2.1.2. 

Die volgende reaksiemengse l is saamgestel: 

mikrosomale-suspensie 0,1 ml 

stamoplossing 0,5 ml 

t water 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; SmM MgC1 2 ; 

0,lmM CaC1 2 ; l ,8 µg/ml 45 Ca as 45 CaC1 2 ; 6,3% sukrose; 

113mM KCl; 9mM histidien; 0,lmM EGTA en l0mM ATP. 

Die reaksiemedium is sander ATP geinkubeer by 25°c. 

Die ATP-oplossing is vanuit 'n y sbad by die reaksie­

medium gevoeg. Die reaksie is gestop deur na die 

t Waar glikosied in die reaksiemengsel toegevoeg is, 

is ooreenstemmend minder water toegevoeg. 
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gewenste tyd deur 'n Millipore filter met 'n porie­

grootte van 0,45µ te filtreer. Vir die nulwaarde is 

mikrosomalepreparaat bygevoeg en dadelik gefiltreer. 

4.2.1.3. Radioaktiwiteitsmeting van 45 ca++ 

By 15 ml van Bray se sintillasie-oplossing is 1 druppe 

gekonsentreerde HCl, 1ml etanol en 0,3 ml van die 

filtraat (uit 4.2.1.2) gevoeg. Die mengsel is in 'n 

Beckman LS 230-vloeistofsintillasieteller getel om 

die hoeveelheid radioaktiwiteit in elke monster te 

bepaal. 

4.2.1.4. Berekening 

'n Proteienbepaling, volgens die Biuret-metode, is op 

elke mikrosomale suspensie uitgevoer. Die radio­

aktiwiteit van elke monster, uitgedruk in telle per 

minuut, is omgewerk na µ mole ca++ opgeneem/ gram 

proteien. Die resultate is dan grafies voorgestel. 

4.3 RESULTATE 

Die invloed van twee hartglikosiede, naamlik ouabaien 

en digitoksien, is op die opname van kalsium deur die 

mikrosomale-fraksie van rothartspierweefsel ondersoek. 

Die effek van verskillende konsentrasies van die 

hartglikosiede op die ca++_opname is oar ' n tydsver­

loop van 120 sekondes nagegaan. Daar is oak wat die 

verskillende konsentrasies betref 'n vergelyking opge ­

stel tussen die onderskeie konsentrasies na gelang van 
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die effek na 'n tydsverloop vir die maksimale op­

name van kalsium. Hierdie eksperimentele bevindings 

word in die volgende afdelings aangetoon en bespreek. 

4. 3 .1. Die effek van ouabaien op die ca++_opname 

Die effek wat deur ouabaien op die opname van ca++ 

deur die sarkoplasmatiese retikulum uitgeoefen 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 10- 4 M vergelyk met 'n kontrole waar 

geen glikosied aanwesig is nie. In alle figure word 

die gemiddelde waardes oor 2 eksperimente voorgestel. 

• Kontrolt 

o IO-'M 0.,abait n 

~ ~ m ~ m ~ 
Tyd in sckondu 

FIGUUR 4.1: Die effek van ouabaien (10- 4M) op die opname van 
kalsium deur geisoleerde mikrosome. 
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Uit figuur 4.1 kan gesien word dat ouabaien by hier­

die konsentrasie binne die eerste 30 sekondes die 

opname van ca++ effens verhoog, maar dat hierdie effek 

met verdere tydsverloop minder duidelik word. Hierdie 

verskynsel stem ooreen met verskeie outeurs waar 

onder Lee & Choi (1966), Liillmann & Holland (1962), 

en Thorp & Cobbin (1967). 

By 'n konsentrasie van 10- 6 M van hierdie glikosied, 

dit wil se die minder toksiese konsentrasie asook 

die konsentrasie waar 'n positiewe inotrope effek 

verkry word, is die opname van kalsium verminder. 

In figuur 4.2 word die effek van ouabaien by 'n 

konsentrasie van 10- 6 M met die opname by 'n konsen­

trasie van 10- 4 M vergelyk. Dit is duidelik dat 

hierdie glikosied die kalsiumopname by 'n konsen­

trasie van 10- 6 M inhibeer maar net gedurende die 

eerste 20 sekondes, indien dit vergelyk word met die 

opname van ca++ by 'n konsentrasie van 10- 4 M van 

dieselfde stof. 

Daar is verder oak gevind dat laer konsentrasies van 

die glikosied as 10- 6 M die kalsiumopname weer verhoog 

{kyk figuur 4.5; vergelyk oak Liillmann & Holland 

(1962), Lee & Choi (1966)}. Die afleiding kan dus 

gemaak word dat die sterkste inhiberingseffek van 

ouabaien op die kalsiumopname by 'n konsentrasie van 

10- 6 M verkry word. 
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• 10- 'M OJai,n 

010- 'M 

20 40 60 80 00 120 
Tyd 1n ukondu 

FIGUUR 4.2: Die effek van ouabaien (10- 4M en 10-6M) op die 
kalsiumopname deur mikrosome. 

4. 3. 2 . Die effek van digitoksien op die ca++-opname 

Die invloed van digitoksien by verskillende konsen­

trasies op die opname van kalsium deur ' n gei:soleerde 

mikrosomale fraksie , i~ ondersoeK. Uit figure 4 . 3 

en 4 . 4 kan gesien word dat digitoksien by konsentrasies 

van 10- 4 M en 10- 6 M nie ' n betekenisvolle effek het 

op die opname van kalsium nie. Dit is in teenstelling 

tot die invloed van ouabaien op die kalsiumopname in 

mikrosomale membrane . 
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• u 

20 40 60 80 100 120 
Tyd 1n se kondu 

FIGUUR 4.3: Die invloed van digitoksien (10- 4M) op die 
kalsiumopname deur mikrosomale membrane. 

C ,. 
!l 
g_ 

E 
;, 

"-

20 

• 10-'M Digitoksicn 

0 .i-'M 

40 60 80 IX> 120 
Tyd ,n sckondts 

FIGUUR 4.4: Die invloed van digitoksien (10- 4M en 10-6M) op 
die opname van kalsium deur mikrosome. 
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Aangesien daar verskille bestaan in die effek van die 

twee verskillende hartglikosiede by die betrokke kon ­

sentrasies, soos uiteengesit in die voorafgaande de le, 

is verder 'n aantal eksperimente uitgevoer om die effek 

van 'n reeks konsentrasies (10- 4 - 10- 9 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. 

J ! ! 1 
S2 2 2 2 

FIGUUR 4.5: Die effek van ouabaien en digitoksien, elk by 
konsentrasies van 10- 4 , 10- 6 , 10- 7 , 10- 9 

respektiewelik, op die kalsiumopname deur 
geisoleerde mikrosome. 

4. 4 SAMEVATTING 

Uit die voorafgaande beskrywing van die resultate is 

dit duidelik dat, van die genoemde hartglikosiede, 

ouabaien 'n merkbare invloed het op die kalsiumop-
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name deur geisoleerde mikrosome. In die geval van 

digitoksien is die effek minder opvallend. Die kon­

sentrasie van ouabaien waarby maksimum inhibisie van 

die kalsiumopname verkry word, is 10- 6 M. Hoer sowel 

as laer konsentrasies van hierdie glikosied het 'n 

hoer opname van kalsium tot gevolg as wat by 'n kon­

sentrasie van 10- 6 M verkry is (vergelyk figuur 4 . 5). 

'n Volledige bespreking wat oor hierdie verskynsel 

handel, word in hoofstuk 2 gegee. 
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HOOFSTUK 5 

DIE INVLOED VAN HARTGLIKOSIEDE OP DIE PROTEIEN­

SINTESE IN HARTSPIERWEEFSEL 

5.1 INLEIDING 

Die hartglikosiede ouabaien en digitoksien het ver­

skillende effekte op die kalsiumopname. Ouabaien 

veroorsaak 'n merkbare inhibisie van die kalsium­

opname by 'n konsentrasie van 10- 6 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 rothartspiersky fies gebruik gemaak. 

Die literatuur bied geen voor die h and liggende 

antwoord op hi e rdie vraag ni e . 'n Paar outeurs ver-

wys egter wel na die verband tussen sommige gliko­

siede en proteiensintese. Weinreich & Karler (1971) 

het byvoorbeeld bevind dat difenielhidantoien 

proteiensintese moontlik maak in die teenwoordigheid 

van ouabaien. Difenielhidantoien op sigself veroor­

saak inhibisie van die proteiensintese (Beller & 

Mongillo, 1969). Sommige van die hartglikosiede 

assosieer direk met die sarkoplasmatiese retikulum 

en mag moontlik sodoende 'n invloed op die proteien­

sintese uitoefen (Bing, 1 9 65; Dutta e t al, 1968). 
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Volgens Kypson & Hait (1971) is baie min bekend 

aangaande die effek van harglikosiede op die transport 

en inkorporasie van aminosure in proteiene. Hierdie 

outeurs maak egter melding van die feit dat ouabaien 

die sintese van proteien inhibeer maar dat hierdie 

effek opgehef word in die aanwesigheid van hoer 

konsentras i es van kalsium en dat die proteiensintese 

onder sulke toestande selfs gestimuleer word. Hier­

die gegewens beklemtoon weer eens die verband wat daar 

tussen ca++ en proteiensintese bestaan (vergelyk 

hoofstuk 3). Die resultate van hierdie ondersoek 

word in hierdie hoofstuk weergegee en bespreek. 

-5.2 SINTESE VAN PROTEIENE IN HARTSPIERWEEFSEL-

5.2.1. 

PREPARATE 

Bereiding van die preparate en kondisies 

vir sintese 

Die metode wat gebruik word vir die sintese van mio­

kardiale proteiene is basies volgens Beller (1968), 

gewysig vir spesifieke eksperimentele omstandighede. 

Vir die in vitro-sintese van proteiene volgens die 

bogenoemde metode is harte van Wistar- en Sprague­

Dawley-rotte in alle gevalle gebruik. Afhangende 

van die grootte van die proefdiere is 3-4 rotharte 

vir elke eksperiment geneem. Die diere is doodge­

maak deur 'n hou agter die kop en is daarna onthoof. 

Soveel moontlik bloed is toegelaat om uit die sisteem 

te dreineer. Hierna is die harte vinnig uit die 
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proefdiere verwyder, alle bindweefsel afgesny en die 

hartweefse l afgespoel is ys koue (0- 4 ° c) l00rnM KCl wat 

in l0rnM KH 2 PO, / K2HPO,-buffer (pH 7,4) opgelos is. 

Die weefsel is in ' n ysbad koud gehou en voortdurend 

klam gemaak met b u ffer. Die harte is met behulp van 

'n s ker fyngesny . Die fynge maakte wee f se l is baie 

deeglik vermeng om sodoende te verseke r dat ' n homo ­

gene mengsel verkry word waarvan 'n gedeelte dan ge­

neem en vir die res van die eksperiment gebruik is. 

Die hartweefsel-mengsel is i n 500 mg dele verdeel en 

elk is in 9 , 9 ml van Eagle se minimum essensiele 

kultuurmedium gevoeg (Eagle, 1959). Hierdie inku­

basiemedium is sander leusien opgemaak. Alle 

bogenoemde prosedures is tussen Oen 4°c uitgevoer. 

In alle gevalle is 0,1 ml van die medikament by die 

proef en 0,1 ml water by die kontroles gevoeg. Na 

'n inkubasietyd van 15 minute by 37°c in ' n skud­

waterbad is 10µ1 L-leusien- 1 'C(U) (spesifieke akti­

witeit 344mCi/mM) tot 'n finale aktiwiteit van 

0,06µCi/ml bygevoeg. Daar is dan verder vir 2 uur 

geinkubeer. 

5.2.2 Ekstraksie van oplosbare proteiene 

Na afloop van die inkubasie is die weefsel afgespoel 

met l00mM KCl-buffer by 4°c. Hierdeur is die reaksie 

beeindig. Die weefsel is daarna vir 1 minuut in 5 ml 

KCl-buffer, met behulp van 'n Ultra-Turrax-homogeni­

seerder, gehomogeniseer. Die homogenaat is by 20 ml 

l00rnM KCl-buffer (pH7,4) gevoeg. Hierdie mengsel is 

dan vir 30 minute by 'n temperatuur van tussen Oen 

4°c met behulp van 'n skudmasjien geskud om sodoende 
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die oplosbare proteienfraksie te ekstraheer. Die 

mengsel is hierna vir 5 minute in 'n Roto Uni II by 

maksimum snelheid gesentrifugeer om swaar materiaal 

te sedimenteer. Die supernatant is vervolgens met 

TCA behandel tot 'n eindkonsentrasie van 5% . Die 

TCA-gepresipiteerde materiaal is driemaal met koue 

5% TCA gewas deur herhaaldelik te hersuspendeer en 

te sentrifugeer. 

Die gewaste presipitaat is uiteindelik opgelos in 

1ml lM NaOH. Die opgeloste proteien is dan vir ten 

minste 30 minute by kamertermperatuur gelaat sodat 

die oplossing helder kon word. Hiervan is dan 0,3 ml 

geneem en by 15 ml sintillator (700 mg POPOP, 7g PPO, 

1 400ml tolueen, 1 200ml etanol en 100 g Cab-O-Sil) 

gevoeg. Radioaktiwiteit is in 'n Packard Tri Carb­

vloeistofsintillasieteller gemeet. Die hoeveelheid 

radioaktiwiteit, uitgedruk as telle per minuut per 

gram nat weefsel, is gebruik as indikasie van die 

hoeveelheid geinkorporeerde 14 C-leusien. 

5.2.3. Ekstraksie van aktomiosien 

Die presipitaat wat oorgebly het na die ekstrahering 

van die oplosbare proteiene is gehersuspendeer in 

10ml 600mM KCl (pH 7,0), met die byvoeging van 1mg 

ATP. Hierdie mengsel is vir 18 uur by 'n temperatuur 

van tussen Oen 4°c geskud. Die mengsel is hierna 

gesentrifugeer om vaste materiaal te sedimenteer. 

Die supernatant is na 100ml verdun deur die byvoeging 

van gedistilleerde water. Dit het die KCl-konsentrasi 

van die oplossing verander na 60mM. Onder hierdie 

kondisies presipiteer die aktomiosien. Die presipitaa 
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is tweemaal gewas met 60mM KCl en uiteindelik opge­

los in 1ml lM NaOH en verder behandel soos in 5.2.2 

beskryf vir radioaktiwiteitsbepaling. 

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

Aangesien beide ca++ en Mg++ 'n duidelike stimulerende 

effek op die proteiensintese by gefsoleerde polisome 

het (vergelyk hoofstuk 3), is die vraag wat ontstaan 

of hierdie twee divalente katione dieselfde effek 

vertoon op die protefensintese by hartweefselskyfies. 

Die effek van verskillende konsentrasies van beide 

ca++ en Mg++, soos aangedui in die verskillende figure, 

op die sintese van oplosbare protefene en aktomiosien 

is eksperimenteel ondersoek. Vir hierdie doel is 'n 

Eagle se medium voorberei waarin daar geen ca++ of 

Mg++ voorkom nie. Deur verskillende konsentrasies ca++ 

of Mg++ 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 protefen­

sintese in rothartweefsel stimuleer, soos ook waarge­

neem vir sintese met geisoleerde polisome. Die 

konsentrasie van ca++ waar optimale sintese verkry 

word, is tussen 3 en 5mM. Dit stem ooreen met die 

resultate wat met gefsoleerde polisome verkry is 

(vergelyk hoofstuk 3). 
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5.1.1 5.1.2 

FIGUUR 5.1: Die effek van ca++ in konsentrasies van 0-5mM 
op die sintese van oplosbare proteiene (5.1.1) 
en aktomiosien (5.1.2) 100µ1 van verskillende 
stamoplossings van CaCl2 is by die verskillende 
inkubasiemengsels gevoeg om eindkonsentrasies soos 
aangedui te gee. Die eksperimentele prosedure 
is uitgevoer soos beskryf in 5.2. Die inkubasie­
periode was 120 minute by 37°c. 

Vervolgens is die effek van Mg++ by die ooreen­

stemmende konsentrasies op die sintese nagegaan. 
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mM Mg .. 

5 . 2 . 1 5 . 2 . 2 

l 
mM Mg•• 

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. 
100~1 van verskillende stamoplossings van MgCl2 
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++ 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 

kom ooreen met die wat in die geval van sintese by 

geisoleerde polisome verkry is (vergelyk 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++ hoer is as die met ca++. Die 

sintese blyk egter effens hoer te wees by lmM ca++ 

in vergelyking met die toestand by Mg++. Hierdie 

effek is egter nie so u i tgesproke as in die geval 
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van geisoleerde polisome nie (kyk hoofstuk 3). 

Teen die hierbo be skrewe agtergrond is d i e invloe d 

van die hartglikosiede op d i e proteie nsintese in 

rothartweefsel ondersoek. Die eksperimentele bevindinc 

word in die volgende gedeeltes gegee e n be spreek . 

.. 
5. 4 DI E I NVLOED VAN HARTGLI KOSI EDE OP P ROTEIEN-

SINTESE MET HARTSPI ERPREPARATE 

Uit die res ul tate wat i n figu re 5 . 1 en 5.2 a a ngeto on 

is, is dit dus duide lik dat sintese met hart s p ier­

preparate d u idelike oore enkomste vertoon met die 

resultate ve r kry met geisoleerde hartspierpolisome . 

Vervolgens is die invl oed van hartglikosiede op 

eersgenoemde preparate nagegaan. 

Die effek van verskillende konsentrasies ouabaien en 

digitoksien op die sintese van be i de oplosbare 

proteiene e n aktomios i en is ondersoek . Die konsen­

trasies waarvan in die eksperimen tele ondersoek 

gebruik gemaak is, is gevarieer van 1 x 10 - 11 tot 

1 x 10- 4 M. Konsentrasies van 10 - 11 tot 10- 7 M vir 

hartglikosiede word as nietoksies beskou , terwyl hoe r 

konsentrasies, byvoorbeeld 10- s t ot 10 - 4 M, we l as 

toksies vir die liggaam van die mens beskou word . 

' n Konsent r asie van 1 0- 6 M word a a nvaar as o p die 

grensgebied tussen die twee uiterstes te wee s (Tho r p 

& Cobbin, 1 967). 
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5. 4 .1 Die effek van ouabaien 

Die invloed van ouabaien by konsentrasies vanaf 

1 x 10- 4 M tot 2 x 10- 6 M op die sintese van oplosbare 

proteiene sowel as aktomiosien is nagegaan. Hiervoor 

is die weefselskyfies vir 2 uur by 37°c in die aanwe­

sigheid van ouabaien by die konsentrasies soos hierbo 

genoem geinkubeer. Stamoplossings van oubaien is vir 

alle eksperimente gebruik en hiervan is telkens 100µ1 

bygevoeg om dan die eindkonsentrasies soos aangedui 

te gee. Die ouabaien-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 proteiene, 

word in figuur 5.3 weergegee. 

0 2x10-1 h: 10 - s 
Mottrc konscntru1c 

FIGUUR 5 . 3: Die sintese van oplosbare proteiene in die 
teenwoordigheid van ouabaien in konsentrasies 
van 0- 1 x 10- 4M. Die konsentrasies wat onder­
soek is, was 6 x 10-6 , 2 x 10-s en 1 x 10- 4 

moler. 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 s.2. 



Volgens hierdie figuur is dit duidelik dat ouabaien, 

in geeneen van die konsentrasies wat in hierdie 

eksperirnent gebruik is 'n sterk inhibe r e n de effek op 

die sin tese to t ge volg geh ad het n i e . 

Voorts is die inkorporasie v an 14 C-le usien in akto­

rniosien onder di e s e lfde e kspe rirnentele toestande as 

vir o p losbare p rotefene onders oek. Die r esul t a at 

h i ervan word in fi guur 5 . 4 voorges tel. 

h,10-s 

Motlrc konscntras1c 

FIGUUR S.4: Die sintese van aktomiosien in die aanwesigheid 
van ouabaien in konsentrasies van 6 x 10-6

, 

2 x 10- 5 en 1 x 10- 4 moler. Die effek van hier­
die konsentrasies van ouabaien is vergelyk met 
'n kontrole waar geen ouabaien teenwoordig was 
nie . Die inkubasieperiode was 120 minut e by 
37°c . Die eks t raksie van aktomiosien en die 
bepaling van die hoeveelhei d radioaktiwiteit 
is uitgevoer soos in S.2 beskryf . 

By konsentrasies tussen 2 x 10 - 6 en 2 x 10- 5 M kan die 

effek van o uabaien rnoontlik as 'n swak stirnulering 

beskryf word . 'n Konsentrasie van 1 x 10- 4 M gee 

egter 'n laer sintese as die kontrole. Dit is hieruit 
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duidelik dat geen uitgesproke invloed van ouabaien op 

die sintese van proteiene aangetoon kon word nie. 'n 

Algemeen inhiberende invloed is op die sintese van die 

oplosbare proteiene gevind, terwyl 'n geringe inhibisie 

van aktomiosiensintese slegs by relatief hoe ouabaien­

konsentrasies (10- 4 M) waargeneem kan word. Die vraag 

kan nou gestel word of die afname in die totale hoe­

veelheid 1 4 C-leusien ingebou (figuur 5.3 by 10- 4 M 

ouabaien) wel inhibisie voorstel, aangesien die effek 

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- 4 M vir oplosbare proteiene sowel as aktomiosien 

ondersoek. Die resultaat van die invloed van ouabaien 

in 'n konsentrasie van 1 x 10- 4 M op die tydsafhanklike 

inkorporasie van 1 4 C-leusien in oplosbare proteiene 

word in figuur 5.5 aangedui. 

• l<ontrolc 

• Ix 10-' M Ouaba1cn 

JO 60 90 120 

Tyd 1n m in ut e. 

FIGUUR S.S: Die invloed van ouabaien by 'n konsentrasie van 
1 x 10- 4M op die tydsafhanklike sintese van 
oplosbare proteiene. Die inkubasieperiodes was 
IS, 30, 60, 90 en 120 minute by 37°c. Die 
eksperimentele prosedure is soos in 5.2 beskryf. 
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Volgens figuur 5.5 kon daar geen betekenisvolle ver­

skil in die sintese tussen die kontrole en die toets 

binne die eerste 15 minute van inkubasie waargeneem 

word nie. Met verdere tydsverloop kom 'n inhiberende 

invloed van ouabaien na vore. Hierdie effek is waar­

neembaar by alle tye van inkubasie vanaf 30 minute 

tot 120 minute. 

Die invloed van ouabaien is vervolgens onder dieselfde 

eksperimentele omstandighede op die tydsafhanklike 

sintese van aktomiosien ondersoek. Die resul taat 

hiervan word in figuur 5.6 voorgestel. 

• Kontrolc 

A 1x 10-,M C'A.labaicn 

JO 60 90 120 
Tyd 1n minute 

FIGUUR 5.6: Die tydsafhanklike sintese van aktomiosien in die 
aanwesigheid van 1 x 10- 4M ouabaien. Die inku­
basieferiodes was IS, 30, 60, 90 en 120 minute 
by 37 C. Die eksperimentele prosedure is verder 
uitgevoer soos beskryf vir figuur S.S. 
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Dieselfde uitwerking word hier deur ouabaien uitge­

oefen. Die mate van inhibering is egter in die geval 

van aktomiosien duidelik minder as vir die oplosbare 

proteiene . 

Uit die voorafgaande gegewens kan die afleiding dus 

gemaak word dat relatief hoe konsentrasies van 

ouabaien (10- 4 M) wel '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 10- 4 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 

teestelling tot ouabaien, 'n swak invloed op die 

kalsiumopname uitgeoefen het, op die sintese van 

proteiene nagegaan. 

Die inkorporasie van 14 C-leusien in proteiene in die 

aanwesigheid van verskillende konsentrasies digitok­

sien is eksperimenteel ondersoek. Die proteien­

fraksies waarby radioaktiewe metings gedoen is, is 

die oplosbare proteiene asook aktomiosien. Ten 

eerste is die invloed van digitoksien in konsentrasies 

wat wissel tussen 1 x 10- 5 en 1 x 10- 4 moler 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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1x,O-!li Sx10- !1i 

Mollrt konnntras1t 

FIGUUR 5.7: Die sintese van oplosbare proteiene in die teen­
woordigheid van digitoksien. Die konsentrasies 
van hierdie glikosied wat ondersoek is, was 
1 x 10- 5 , 2 x 10-5 , 6 x 10-5 en 1 x 10- 4M. Die 
inkubasieperiode was 120 minute by 37°c. Digi­
toksien is in 'n 50: 50 alkohol/chlorofonn 
mengsel opgelos. By alle kontroles is 100µ1 van 
hierdie mengsel gevoeg en by die proef verskillende 
konsentrasies van die oplossing. Die verdere 
eksperimentele prosedure is uitgevoer soos in 5.2 
beskryf. 

Die gegewens in figuur 5.7 dui op 'n redelik sterk 

inhibisie van die sintese van oplosbare proteiene. 

Persentasiegewys uitgedruk stel hierdie resultaat 'n 

inhibisie van 84% voor. Daar is egter oor 'n aantal 

van 3 eksperimente gevind dat die inhibisie van die 

sintese van oplosbare proteiene 'n gemiddeld van 64% 

bedra. 

Voorts is die sintese van aktomiosien in die teenwoor­

digheid van digitoksien onder dieselfde bogenoemde 
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eksperimentele toestande ondersoek. 

word in figuur 5.8 voorgestel. 

Sx 10-1 

Moll r~ konuntras.c 

Die resul taat 

h:IQ -t 

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 februik is, was 1 x 10- 5

, 

2 x 10- 5
, 6 x 10- en 1 x 10- 4 moler. 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 

die inhibitoriese effek na vore begin kom. Om hier­

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 Oen 1 x 10- 5 

Iroler (kyk figure 5.7 en 5.8). Hiervoor is die 

invloed van digitoksien in konsentrasies wat wissel 
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van 10- 11 - 10- 6 M op die s i n t ese van opl osbare pro­

teiene nagegaan. Di e r e sul t ate van h i erdi e onder­

soek wo r d i n figuur 5.9 voorgestel. 

1)-1 10-1 10-1 10-t JQ·I) IQ-ti 

Motfn konst.ntras it 

FIGUUR 5.9: Die invloed van lae konsentrasies van digitoksien 
op die sintese van oplosbare proteiene in rothart­
spierweefsel. Die verskillende konsentrasies van 
die glikosied wat in hierdie ondersoek gebruik is, 
was 10- 11

, 10- 9 , 10- 8 , 10- 7 en 10- 6 moler . As 
kontrole is geneem die sintese in afwesigheid van 
die glikosied. Die inkubasieperiode was 120 
minute by 37°c. Die proef is verder uitgevoer 
soos in figuur 5 . 7 beskryf. 

Volgens bostaande gegewens kan die afleiding gemaak 

word dat 'n toename in konsentrasie van digitoksien 

vanaf die nie-toksiese na die meer toksiese gebied 

in 'n toenemende mate ' n inhibisie van die sintese 

van oplosbare proteiene veroorsaak. Ui t fi guur 5 . 9 

blyk dit dat die inhibitoriese effek van digitoksien 

ten opsigte van sintese van oplosbare proteiene by 

'n konsentrasie van 1 x 10- 9 M begin . Dieselfde 

eksperimentele ondersoek is op die sintese van akto-
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miosien uitgevoer. Die resultaat hiervan word in 

figuur 5.10 gevind. 

1()-t ,a-, 10-• 10--t lo-ti 10- 11 0 
Mol l rc. kons , ntruit 

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 10- 11 , 10-9 , 10-8 , 10- 7 en 
10- 6 moler. 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, 

stem oak ooreen met die verkry by die sintese van 

oplosbare proteiene, naamlik 10- 9 M (figuur 5.9). 
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5.5 KONKLUSIES 

Die resultate wat in hierdie hoofstuk behandel word, 

is gebaseer op die effek wat die twee digitalis­

glikosiede, ouaba1en en digitoksien, op die proteien­

sintese in rothartspierweefsel vertoon. Die proteien­

fraksies wat in die sinteseproses ondersoek is, is 

oplosbare proteiene en aktomiosien. Die invloed van 

verskillende konsentrasies van hierdie medikamente 

op die proteiensintese is ondersoek. 

Uit die eksperimentele ondersoeke blyk dit dat ouabaie 

nie 'n buitengewoon opvallende effek op die proteien­

sintese in hartspierweefsel vertoon nie. Hierdie 

konklusie is gebaseer op konsentrasiekurwes van 

ouabaien op proteiensintese sowel as op kinetiese 

eksperimente. Pas by hoe konsentrasies van ouabaien 

(1 x 10- 4 M) word 'n inhibisie van di e sintese waarge­

neem. 

In teenstelling tot ouabaien veroorsaak digitoksien 'n 

sterk inhibisie van die sintese van beide oplosbare 

proteiene en aktomiosien (figure 5.7 en 5.8). 'n 

Hoe mate van inhibisie van die sintese is met konsen­

trasies van 1 x 10- 5 M en hoer verkry. Hierdie inhibi­

toriese effek kom by 'n konsentrasie van 10- 9 M na 

vore en neem progressief toe met styging in die 

konsentrasie (figure 5.9 en 5.10). 

Dit is hieruit duidelik dat ouabaien en digitoksien 
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opvallende verskille vertoon ten opsigte van die 

invloed van hierdie stowwe op die opname van ca++ 

(hoofstuk 4) en die sintese van proteiene (hoofstuk 5). 

Voorts is die effek van hierdie glikosiede op (1) die 

sintese met geisoleerde polisome en (2) 

opname deur geisoleerde mitochondria ondersoek. Die 

resultate word in die volgende hoofstuk weergegee 

en bespreek. 
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HOOFSTUK 6 

DIE DIREKTE EN INDIREKTE EFFEK VAN OUABAIEN 

EN DIGITOKSIEN OP DIE PROTEIENSINTESE 

6.1 INLEIDING 

Die inhiberende invloed van hartglikosiede op die 

transport van aminosure in Ehrlich-karsenoom-askitis­

selle, eritrosiete, breinkortekssnitte en rotdiafragma 

is reeds aangetoon (Kypson & Hait, 1971). Dieselfde 

outeurs maak egter oak melding daarvan dat baie min 

op hierdie stadium bekend is aangaande die direkte 

invloed van hartglikosiede op die inkorporasie van 

aminosure in miokardiale proteiene. Hulle het be­

vind dat ouabaien die sintese in hartweefselsnitte 

inhibeer. 

Oar die energieverbruik en -aanwending in die mio­

kardi um bestaan heelwat meer gegewens. Daar is 

vasgestel dat 60-80% van die miokardiale energie­

metabolisme gerig word op kontraksie, terwyl 30-40 % 

vir ander doeleindes, waaronder oak proteiensintese, 

aangewend word (Opie, 1965). Die meting van die 

O2 -opname van hartspierweefsel as maatstaf vir die 

oksidasietempo, word deur verskeie outeurs genoem 

(Bing, 1965; Opie, 1965). Hierdie outeurs bevind 

oak dat glikosiede oar die algemeen nie 'n verhoging 

van die O2 -opname in hartspier teweegbring nie. Dit 

toon 'n goeie korrelasie met die waarnemings van 

Dutta et al (1968), naamlik dat die glikosiede 'n 
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hoer binding aan mikrosome vertoon as aan mitochond~ia 

en nuklei. 

In hierdie hoofstuk volg 'n uiteensetting van die 

eksperimentele opstelling wat gebruik is om die effek 

van die glikosiede op (1) die proteiensintese deur 

geisoleerde polisome en (2) die opname van suurstof 

deur geisoleerde mitochondria te ondersoek. 'n 

Bespreking van die resultate word gegee. 

6.2 DIE EFFEK VAN OUABAIEN 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 ouabaien 

en digitoksien by die reaksiemengsels vir in vitro­

proteiensintese in 'n selvrye sisteem gevoeg. Aange­

sien verskillende konsentrasies ca++ en Mg++ die sin­

tese van proteiene verskillend beinvloed het, byvoor­

beeld dat ca++ in 'n konsentrasie van lmM sintese 

onderhou, terwyl 'n hoe sinteseaktiwiteit by SmM Mg++ 

voorkom (vergelyk hoofstuk 3), is die invloed van die 

glikosiede onder hierdie toestande nagegaan. Die 

sintese in die aanwesigheid van die glikosiede is 

telkens vergelyk met die in die teenwoordigheid van 

RNase. Hierdeur is gepoog om die invloed van ouabaien 

en digitoksien op die sintese enersyds by 'n kritiese 

kalsiumkonsentrasie (lmM) en andersyds onder toestande 
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vir optimale sintese (SmM Mg++) te evalueer. 

6. 2 .1. Die invloed van ouabaien 

Die effek van ouabaien op die proteiensintese is by 

lmM ca++ en SmM Mg++ ondersoek. Hiervoor is ouabaien 

tot die reaksiemengsels toegevoeg om eindkonsentrasiei 

wat wissel tussen 1 en lOmM te gee. Die resultaat 

van hierdie ondersoek word in figuur 6.1 aangedui. 

(),I 

. 

6 .1.1 

lmM Ca•• 

' 6 mM Ouaba1•n 

- RNau • 

• RNasa 

10 

i2 
- RNast 

e . 
o· u 

i 
C 

j 
i; 11 
i!. . 
~ 
o. 0,6 

0,2 

mM Ou aba 1en 

6 .1. 2 

10 

FIGUUR 6.1: Die invloed van ouabaien op die sintese van 
proteiene deur geisoleerde hartpolisome by lmM 
ca++ (6.1.1) en SmM Mg++ (6.1.2). Die konsentrasiei 
wat ondersoek is, is soos in die figure aangedui. 
As kontrole is RNase (lmg/ml) by inkubasiemengsels 
met 1,5 en lOmM gevoeg. Die inkubasieperiode was 
30 minute by 37°c. Die eksperiment is uitgevoer 
soos in 3.2.3 beskryf. 

Hieruit is dit duidelik dat ouabaien in verskillende 

konsentrasies geen invloed op die proteiensintese 

deur geisoleerde polisome in die aanwesigheid van lmM 

ca++ en SmM Mg++ onderskeidelik, het nie. Uit figuur 
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6.1 is dit verder duidelik dat die totale hoeveelheid 

sintese by SrnM Mg++ betekenisvol hoer is as die by 

lrnM ca++. Die sintese vind egter wel by lmM ca++ 

onder hierdie kondisies plaas. Dit word bevestig 

deurdat RNase 'n algehele opheffing van die sintese 

by lrnM ca++ asook by SmM Mg++ 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 lmM ca++ en SmM Mg++ gevoeg. Die 

eindkonsentrasies waarin digitoksien in albei gevalle 

voorkom, wissel tussen 1 en l0rnM. 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. In die geval van sintese by 

SrnM Mg++ mag die effek moontlik as swak inhibering 

vertolk word. Die sintese is in hierdie geval weer 

eens hoer by SmM Mg++ as by lrnM ca++, terwyl geen 

sintese in die aanwesigheid van RNase plaasvind nie. 
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lmM Ca.,. 
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ci 0.7 e 

O· 1. 
------JIL . - RNaH 
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~ -C 0,5 . 
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i 
t . O.J 
~ 

a. 0, 

+RNas& 

0.1 
o. + RNasc 

10 
' 6 

I'.) 

mM Otgitoksi~n 

6.2.1 6.2.2 

FIGUUR 6.2: Die effek van digitoksien op die sintese van 
proteiene deur geisoleerde hartpolisome by lmM 
ca++ (6.2.1.) en SmM Mg++ (6.2.2). Die konsen­
trasies van digitoksien wat ondersoek is, is soos 
aangedui in die figure. As kontroles is RNase 
(lmg/ml) by reaksiemengsels met 1,5 en lOmM 
digitoksien gevoeg. Die inkubasieperiode was 
30 minute by 37°c. Die prosedure is verder soos 
in 3.2.3 beskryf. 

6.3 DIE OPNAME VAN SUURSTOF DEUR GEISOLEERDE 

MITOCHONDRIA 

Orn 'n rnoontlike indirekte effek van die glikosiede 

op die sintese te kontroleer is die invloed van 

ouabaien en digitoksien op die energievoorsiening in 

die rniokardiurn ondersoek. Hiervoor is die opnarne van 

suurstof deur geisoleerde mitochondria nagegaan. Die 

rnetode wat hiervoor gebruik is, is die soos beskryf 

deur Urnbreit et al (1964) vir soogdierweefsel. Die 

eksperirnentele opstelling en resultate word vervol­

gens uiteengesit en bespreek. 
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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 me~ 'n sker 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 differensiele ultrasnetrifugering onderwerp 

soos in skema 6.1 uiteengesit. 

SKEMA 6.1 HARTHOMOGENAAT 

Sentrifugering 
8 000 x g vir 
IS minute 

0plosbare gedeelte 
Sentrifugering 

Selwande, kerne, 
oorskot 

20 000 x g vir 
60 minute 

Postmitochondriale 
supernatant 

Mitochondriale-Fraksie 
(Gehersuspendeer) 

Die mitochondriale-fraksie is in 1,7 ml sukrose-Tris­

buffer deur middel van 'n pipet gehersuspendeer. 

Hierdie suspensie is in 'n ysbad vir verdere gebruik 

gehou. Die volgende reaksiemengsel soos in tabel 6.1 

uiteengesit, is saamgestel . 
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TABEL 6 . 1 

KONTOLE PROEF 

STOF KONSENTRASIE VOLUME (ml). VOLUME (fnl) . 

KH2P04 4,0827 g/lOOml 0,1 0,1 

MgCli. 6H20 1,9926 g/lOOml 0 ,1 0,1 

KCl 1,4612 g/lOOml 0,1 0,1 

Glukose 9 g/lOOml 0,1 0,1 

Na-Piruvaat 0,0715 g/lOOml 0,1 0,1 

t Mitochondria - 0,3 0,3 

tt 

t 

H20 - 0,7 0,6 

Glikosied veranderlik - 0,1 

1,5 1,5 

KOH 10% 0,1 0,1 

t Die mitochondriale suspensie is in die syarm van die 

respirometerflessie geplaas en die KOH in die sentrale 

silindertjie . 

ttin die geval van proewe met digitoksien is 0,1 ml 

alkohol/chloroform -mengsel by die kontrole gevoeg 

en 0,6 ml water in plaas van 0,7 ml soos by die ander 

kontroles. 

Na ekwilibrering vir 10 minute by 37°c is die inhoud 
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van die syarm by die inhoud van die flessie gevoeg. 

Dit is as die nultyd geneem. Die suurstofopnarne is 

direk op die manometers van 'n Gilson differensiele 

respirometer afgelees op tye soos aangedui in die 

onderskrifte van elke figuur. 

'n Proteienbepaling, volgens die Biuret-metode, is op 

die rnitochondriale suspensie uitgevoer. Die resul­

taat van 'n eksperiment is telkens uitgedruk as µ l 

0 2 opgeneem/mg proteien. 

6. 4 RESULTATE 

Die effek van ouabaien en digitoksien in verskillende 

konsentrasies, soos in elke figuur aangedui, is op 

die O2 -opname deur geisoleerde mitochondria uit 

rothartspierweefsel nagegaan. 

6. 4. l. Die effek van ouabaien 

Om die effek van 'n relatief hoe konsentrasie van 

ouabaien (10- 3 M) op die O2 -opname deur geisoleerde 

mitochondria vas te stel is hierdie glikosied by die 

reaksiemengsel gevoeg en die resultaat vergelyk met 

'n kontrole waar geen glikosied toegevoeg is nie. 

Die bevindings hiervan word in figuur 6.3 gegee. 
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• Kontrotc 

• 10- >M Ouabai 1n 

20 30 ,o 50 60 70 
Tyd in minute 

FIGUUR 6.3: Die effek van ouaba1en in ' n konsentrasie van 
1 x 10-

3
M op die suurstofopname deur ge1soleerde 

rothartmitochondria. Die inkubasieperiodes 
w~arby lesinfs geneem is, is 0, 15 25, 45 en 70 
minute by 37 C. 

Dit is hieruit duidelik dat die aanwesigheid van 

ouabaien in hierdie konsentrasie geen betekenisvolle 

invloed op die opname van suurstof h e t nie indien 

dit vergelyk word met die kontrole . Om verder 

duidelikheid te kry oar die effek van ouabaien is 

die invloed van laer konsentrasies ondersoek. Hier­

voor is ouabaien in konsentrasies van 10- 9 - 10- 5 M 

bygevoeg en die effek vergelyk met 'n kontro l e waar 

geen glikosied toegevoeg is nie. Die resultaat 

hiervan word in figuur 6.4 aangetoon. 
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~ 

• Kontrot& 
o 1x10-1M Ouabai&n 
• hll0-1M 
• ,.KJ-'M 

w ~ ~ u ~ ~ ro ~ 

Tyd in minute 

FIGUUR 6.4: Die effek van ouabaien in konsentrasies van 1 x 10- 9
, 

1 x 10- 7 en 1 x 10- 5M op die opname van suurstof 
deur geisoleerde hartmitochondria. As kontrole is 
geneem die 02-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 ouabaien in hier­

die konsentrasies geen duidelike effek ten opsigte 

van die 0 2 -opname vertoon nie. Die afleiding kan 

dus gemaak word dat ouabaien in geeneen van die kon­

sentrasies waarby die effek van hierdie glikosied 

nagegaan is enige betekenisvolle invloed op die mito­

chondriale funksie ten opsigte van die verbruik van 

suurstof uitoefen nie. 

6 . 4. 2. Die effek van digitoksien 

Na analogie van die ondersoek met ouabaien is die 

invloed van digitoksien op die suurstofopname eksperi­

menteel nagegaan. Ten eerste is die effek van digi-
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toksien in 'n konsentrasie van 1 x 10- 3 M op die 0 2 -

opname deur mitochondria ondersoek. 

hiervan word in figuur 6.5 aangetoon. 

Die resul taat 

• Kontrolt: 

• hr10""J Digitoksicn 

20 1,0 60 
Ty d in minute 

QI 

FIGUUR 6.5: Die effek van digitoksien in 'n konsentrasie van 
1 x 10- 3M op die 02-opname deur geisoleerde hart­
mitochondria. As kontrole is geneem die 02-opname 
in die afwesigheid van digitoksien. Die inkubasie­
periodes waarby lesings geneem is, is 0, S, 10, 
30, 60 en 90 minute by 37°c. 

Aan die hand van die gegewens in hierdie figuur kan 

gesien word dat digitoksien nie 'n betekenisvolle 

effek op die O2 -opname het nie . Die O2 -opname is 

egter deurgaans effens laer in die aanwesigheid van 

hierdie glikosied indien dit vergelyk word met die 

kontrole. 

Ten einde ook die rroontlike effek van laer konsen­

trasies van hierdie glikosied na te gaan is digitok­

sien in konsentrasies wat wissel tussen 10- 5 en 10- 9 M 

tot inkubasiemedia toegevoeg. Die resultaat hiervan 

word in figuur 6.6 weergegee. 
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• Kootrol• 
o 1x10-sM 0 1g1toks11n 
• 1xk)-1 M 
• lxKrtM 

20 ,o 60 1IXl 
1yd ,n mtnuh 

FIGUUR 6.6: Die invloed van digitoksien in konsentrasies van 
10-9 -7 5 

, 10 en 10- Mop die 02-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 bogenoemde 

konsentrasies van digitoksien eweneens geen uitge­

sproke effek op die suurstofopname vertoon nie en 

dus nie die mitochondriale-aktiwiteit enigsins op­

vallend beinvloed nie. 

6.5 KONKLUSIES 

Uit die voorafgaande gedeelte volg dit dat geen 

duidelike effek met die glikosiede, ouabaien en 

digitoksien, op die proteiensintese deur geisoleerde 

rothartpolisome aangetoon kon word nie. Verder is 
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daar ook geen duidelike effek van hierdie glikosiede 

waar te neem op die 0 2 -opname deur geisoleerde rot­

hartmitochondria nie. 
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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 oor 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

teiensintese uitoefen en daarna aan die relatiewe 

belangrikheid van hierdie twee divalente ione ender 

bespreking. 

Beide ca++ en Mg++ stimuleer aminosuurinkorporasie 

in proteiene wat gesintetiseer word in die aanwesig­

heid van rothartpolisome (kyk figuur 3.7). Uit die 

resultate wat verkry is, blyk dit dat ca++ en Mg++ 

in konsentrasies van 1 tot 7mM 'n progressief stimu­

lerende effek op die sintese vertoon, met optima by 

4-SmM (vergelyk figure 3.5 en 3.6). Die waargenome 

verskil is egter dat die persentasie stimulering tussen 

lmM en die optimum in die geval van Mg++ aansienlik 
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hoer is as wat met ca++_ione die geval is. Dit moet 

vermeld word dat die optimum konsentrasies wat hier 

vir sintese verkry word waarskynlik hoer is as die 

normale intrasellulere divalente ioonkonsentrasies 

wat in vivo in die hartspiersel voorkom. Onder laas­

genoemde kondisies speel egter sulke polivalente 

katione soos spermidiene en protamiene ook 'n rol in 

die sintese. Hieroor is egter nog min bekend en dit 

is in hierdie ondersoek ook buite rekening gelaat. 

In die geval van in vitro-proteiensintese met hart­

spierskyfies vertoon beide ca++ en Mg++ 'n soortge­

lyke stimulerende effek (vergelyk figure 5.1 en 5.2). 

'n Opvallende verskil in die effekte van Mg++ en ca+ + 

word by lae konsentrasies van hierdie ione waargeneem. 

Daar is naamlik gevind dat ca++ in 'n konsentrasie van 

lmM die proteiensintese onderhou. 'n Kontrole onder 

dieselfde omstandighede maar in teenwoordigheid van 

RNase het g·een proteiensintese tot gevolg nie (verge­

lyk figuur 3.7). Magnesiumione daarenteen onderhou 

by 'n konsentrasie van lmM geen sintese nie en die 

hoeveelheid sintese is in hierdie geval identies aan 

die verkry met 'n RNase-kontrole (vergelyk figuur 3. 7) 

Die verskil kom veral duidelik na vore uit die kine­

tiek van proteiensintese by 'n konsentrasie van lmM 

vir beide ca++ en Mg++. Oor 'n inkubasieperiode van 

30 minute vind proteiensintese in die aanwesigheid 

van lmM ca++ plaas, terwyl, indien dit vergelyk word 

met 'n RNase-kontrole, geen sintese plaasvind by lmM 

Mg++ nie (vergelyk figuur 3.8). Hieruit kan die 

afleiding gemaak word dat ca++ in 'n lae konsentrasie 

(lmM) sintese van proteiene onderhou, terwyl Mg++ nie 
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hierdie eienskap vertoon nie. 

Die volgende aspek wat behandel word is wat die rela­

tiewe belangrikheid van ca++ en Mg++ ten opsigte van 

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 ca++_milieu geisoleer word, is 

die aktiwiteit daarvan aansienlik verlaag, terwyl 

polisome wat in die aanwesigheid van Mg++ voorberei 

is ' n hoer 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++ en Mg++ sintese van proteiene kan 

stimuleer met optima van ongeveer dieselfde orde; 

(b) dat ca++ die preferente ioon vir sintese by lae 

divalente ioonkonsentrasies is en (c) dat Mg++ 

die preferate ioon vir die stabilisering van diesel­

vrye sisteem tydens die isolasie prosedure is . 

In die lig van die besondere plek wat tans aan ca++ 

toegeken word ten opsigte van die regulering van die 

proteiensintese (sien later in hierdie hoofstuk) sal 

nou hoofsaaklik aan die betekenis van die ca++_effek 

aandag gegee word. ' n Indikasie van die invloed van 

ca++ op die stabiliteit van polisome is met behulp 

van sukrosegradientsentrifugering gekry. Uit hierdie 

ondersoek het geblyk dat ca++ by lmM meer swaar 

materiaal in die polisoom struktuur tot gevolg het 

105 



as wat met Mg++ by dieselfde konsentrasie die geval 

is. Aangesien 'n konsentrasie van± SrnM vir beide 

ca++ en Mg++ optimale sintetiese aktiwiteit tot ge­

volg het, is hierdie waarnerning waarskynlik te ver­

klaar in die lig van die stabiele polisome wat by 

hierdie konsentrasie aangetref word (vergelyk figure 

3.13 en 3.14). Die feit dat Mg++ 'n hoer sintese as 

ca++ by hoer konsentrasies tot gevolg het, moet 

moontlik gesoek word in die belangrikheid van magne­

siurnione in verskillende fasette van die sintesemega­

nisme. 

Oor die invloed van Mg++ op die polisome van 'n hele 

aantal organe van verskillende organismes is heelwat 

in die lieteratuur bekend. Wanneer polisome uit rot­

lewer deur middel van sukrosegradientsentrifugering 

ondersoek is, is gevind dat groter hoeveelhede swaar 

materiaal in die aanwesigheid van Mg++ verkry word 

as in die afwesigheid daarvan. Die aktiwiteit van 

die ribosome ten opsigte van die inkorporasie van 

arninosure is ook hoer in eersgenoemde geval. Die 

afleiding is gemaak dat ribosome van die polisoom­

struktuur verwyder word met 'n verlaging van die 

magnesiurnkonsentrasie (vergelyk Munro et al, 1964). 

Met 'n ondersoek na die eienskappe van hartribosome 

en - polisome het Earl & Korner (1965) vasgestel dat 

hartpolisome heeltemaal gedegradeer word in die af­

wesigheid van Mg++_ione. Hulle het ook aangetoon 

dat hartpolisome 'n duidelike sensitiwiteit ten 

opsigte van Mg++ vertoon en dat proteiensintese baie 

intiem hierrnee genx:,eid is. Latere studies het daarop 

gewys dat Mg++ belangrik is vir die binding van ribo -
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some aan die endoplasmatiese retikulum asook vir die 

handhawing van die kwaternere struktuur van die ribo­

soom (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 

ca++-effek op die proteiensintese te voer, sal eers 

aandag gegee word aan die vergelykende studie oor die 

invloed van glikosiede op die ca++-transport en die 

proteiensintese. 

Wanneer na die effek van die glikosiede naamlik 

ouabaien en digitoksien op die kalsiumopname deur 

geisoleerde hartmikrosome en die proteiensintese deur 

rothartweefselskyfies gekyk word, is duidelike ver­

skille waar te neem. Ouabaien het byvoorbeeld 'n 

onderdrukking van die kalsiumopname deur geisoleerde 

mikrosome tot gevolg. Hierdie effek kom die sterkste 

by 'n konsentrasie van 1 x 10- 6 M (vergelyk figuur 

4.5) na vore. Hierdie waargenome effek van ouabaien 

is in ooreensterraning met die bevindings van Lee & 

Choi (1966). Hierdie glikosied het in teenstelling 

tot bogenoemde min effek op die proteiensintese en 

veroorsaak selfs 'n swak stimulering van die sintese 
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van aktomiosien by 'n konsentrasie van 6 x 10- 6 M 

(vergelyk figure 5.3, 5.4, 5.5 en 5.6). Digitoksien 

daarenteen het min effek op die kalsiumopname (figuur 

4.5) maar vertoon 'n baie sterk inhiberende effek 

ten opsigte van die proteiensintese in hartspier­

skyfies (vergelyk figure 5.7 en 5.8). Hierdie inhi­

berende effek kom reeds by 'n konsentrasie van 10- 9 M 

te voorskyn (kyk figure 5.9 en 5.10). 

Die vraag is hoe hierdie waargenome effekte moontlik 

te verklaar is. Wat die kalsi umopname betref bestaan 

daar nag heelwat verskil van mening oar die preparate 

wat gebruik word en oak die interpretasie van die 

gegewens. Die meningsverskil aangaande die gebruik 

van hartsarkoplasmatiese retikulum in die bestudering 

van kalsiumopname is gesentreer om die suiwerheid van 

die produk wat geisoleer word. Die belangrikste 

kontaminerende materiaal is mitochondriale fragmente. 

Dit behoort egter nie die interpretasie van resultate 

ernstig te beinvloed nie, aangesien dit aangetoon 

is dat die regulering van die intrasellulere kalsium­

konsentrasie in die geval van hartspier nie so een­

voudig is nie. Hierby is die mitochondria oak juis 

betrokke (Carafoli, 1972). Meeste outeurs is van 

mening dat daar verskille bestaan in die sarkoplas­

matiese retikulum van skelet- en hartspier. Volgens 

die bevindings van Pretorius et al (1969) is daar 

egter basies 'n ooreenkoms tussen die sarkoplasmatiese 

retikulum van skelet- en hartspier. Pretorius & 

Malan (1972 ) doen oak 'n interessante skema aan die 

hand waarvolgens die intrasellulere ca++ beheer 

sou kon word. Hiervolgens bestaan daar 'n 
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intieme interaksie tussen die sarkolemma, mitochon­

dria, sarkoplasmatiese retikulum en proteiene soos 

troponien in die regulering van die intrasellulere 

kalsiumkonsentrasie. Die glikosiede kan dus via 

een of meer van hierdie beheerkomponente die intra­

sellulere ca++ genoegsaam verhoog om 'n positiewe 

inotrope effek te veroorsaak. 

Dit is bekend dat digitalis 'n positiewe inotrope 

effek op die hart het. Hartglikosiede werk egter nie 

direk op die kontraktiele proteiene van hartspier 

in nie (Gordon & Brown, 1966) maar bind aan die 

sarkoplasmatiese retikulummembraan (Fricke & Klaus, 

1971a). Dutta et al (1968) het egter aangetoon dat 

digitoksien nie aan die normale intrasellulere digi­

talisreseptor bind nie. Verskeie outeurs is die 

mening toegedaan dat digitoksien in die A-bandgebied 

of miosiengebied van die spiersel konsentreer (Waser, 

1962; Smith & Fozzard, 1963; Conrad & Baxter, 1964 

en Thorp & Cobbin, 1967). Wat die effek van ouabaien 

en digitoksien ten opsigte van ca++ in diesel be­

tref, is aangetoon dat ouabaien die vrystelling van 

ca++ verhoog (Wassermann & Holland, 1971). Bailey & 

Ong (1972) wys ook daarop dat ouabaien 'n direkte 

effek op die loslating van sogenaamde sneller- ca++ 

in die hart het. Verskeie outeurs het bevind dat 

ouabaien in sekere konsentrasies die opname van ca++ 

antagoneer (Lee & Choi, 1966; Sabatini-Smith & 

Holland, 1967 en Thorp & Cobbin, 1967). Digitoksien 

daarenteen veroorsaak binding van ca++ aan miosien 

(Bing, 1965). Hieruit volg dit dus dat ouabaien en 

digitoksien heeltemaal verskillende effekte ten op-
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sigte van intrasellulere ca++ het. 

Daar kan geredeneer word dat die inhiberende effek 

wat digitoksien ten opsigte van die proteiensintese 

vertoon 'n gevolg kan wees van 'n direkte invloed 

op die sinteseproses of indirek via byvoorbeeld die 

energieverskaffingsreaksies in diesel. Volgens 

Cohen et al (1969) is laasgenoemde 'n belangrike 

faktor in die proteiensintese. Eksperimenteel kon 

egter weinig effek van die twee glikosiede ten opsig­

te van die suurstofopname deur geisoleerde hartspier­

mitochondria aangetoon word (kyk hoofstuk 6). Dit 

korreleer met die bevindings van Dutta et al (1968) 

dat relatief min binding van die glikosiede aan 

mitochondria voorkom. Alhoewel dit wil voorkom asof 

digitoksien in konsentrasies wat varieer tussen 1 

en l0mM 'n swak inhibitoriese effek op die sintese 

deur geisoleerde polisome by SmM Mg++ vertoon (kyk 

figuur 6.2) asook 'n effense laer O2 -opname deur 

geisoleerde mitochondria (kyk figuur 6.5), is hier­

die invloede te gering om die inhibisie van digitok­

sien op die sintese in hartspierweefsel te verklaar. 

Die inhibitoriese effek van die glikosiede kan dus 

hoofsaaklik waargeneem word in 'n sisteem waar selle 

intakt is. Hieruit volg dat die invloed van die 

glikosiede op proteiensintese waarskynlik geassosieerc 

met ander metaboliese prosesse tot uitdrukking kom, 

en wel eers wanneer die sellulere organisasie nie 

deur homogenisering versteur i s nie. Die verskillende 

effekte van die glikosiede op die proteiensintese 

deur weefselsnitte en geisoleerde polisome beklem­

toon nogmaals die verskil in reaksie van verskillende 

sisteme. Glazer & Sartorelli (1972) le nadruk op 
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die kompleksiteit van die verskillende proteiensin­

tese-sisteme en wys oak daarop dat groat versigtig­

heid aan die dag gele moet 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++ wat as gevolg van die werking van oua­

baien intraselluler beskikbaar raak die vry polisome 

kan stimuleer tot 'n hoer sintese van aktomiosien. 

Die sintese van oplosbare proteiene 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++ 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 

stellings oar die waarskynlike betekenis van die 

resultate gemaak word: 

(1) ca++ het 'n direkte effek op die sintese beide 

in 'n selvrye sisteem en weefselskyfies. Dit 

is in ooreenstemming met die hipotese van 

Kaplan & Richman (1971). Die meganisme wat deur 

Kypson & Hait (19 71) vir die ca++_effek voorge-
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stel is, mag 'n bydrae lewer maar in ieder ge­

val is die effek van ca++ op die sintese nie 

eksklusief via membraanaktiwiteit nie. 

(2) Proteiensintese vind nie kompartementeel plaas 

nie maar word bernvloed deur ander prosesse 

waaronder die energie- en ca++_metabolisme. 

(3) ca++ en Mg++ kom beide intraselluler voor en 

sal waarskynlik in vivo elk 'n bydraende rol 

tot die sintese speel. Die preferensie vir 

ca++ by laer konsentrasies mag meewerk tot die 

toename in proteiensintese by akute oorbelading. 

(4) In die lig van die hoe mate van regulering van 

die intrasellulere ca++_konsentrasie sal ca++ 

waarskynlik nie as reguleringsmeganisme vir 

proteiensintese in hartspierweefsel optree nie. 

Dit is in teenstelling tot die hipotese van 

Kaplan & Richman (1971) dat ca++ die proteren­

sintese beheer. Dit volg dus dat bogenoemde 

bevindings die eksperimentele gegewens aansluit 

by die hipotese van Kaplan & Richman maar dat 
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'n ander betekenis aan die gegewens geheg word 

as wat die hipotese van hierdie outeurs stel. 

Eksperimente waar die verskil in interpretasie 

onder andere na vore kom is die verskil in ca++_ 

invloed op weefselskyfies waar die ca++_effek 

veel minder opvallend as in gersoleerde polisoom­

preparate is. 'n Moontlike verklaring hiervoor 

is dat die intrasellulere ca++_reguleringsmega­

nismes die invloed van die aangelegde ca++_kon-



sentrasie in die medium waarskynlik teenwerk, 

sodat die intrasellulere konsentrasie in weef­

selskyfies dus na aan die wat in vivo bestaan 

bly. In preparate met geisoleerde polisome is 

so 'n reguleringsmeganisme nie aanwesig nie en 

dus is die ca++_effek daar baie duidelik. In 

teenstelling tot hierdie voorstelling oor die 

rol van ca++ in proteiensintese by hartspier­

weefsel, staan die resultate van Farese (1971) 

vir proteiensintese in adrenaalkliere, naamlik 

dat die proteiensintese-effek van ACTH deur ca++ 

bewerkstellig word en ca++ sodoende as intra­

sellulere sintesereguleerder optree. In hier­

die weefseltipes sou 'n reguleri ngsmeganisme 

via die ca++_konsentrasie wel aanvaarbaar wees. 

Hierdie stellings kan onder andere verder eksperi­

menteel geevalueer 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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HOOFSTUK 8 

MOONTLIKE TOEPASSING VAN DIE GEGEWENS 

8.1 INLEIDING 

Gedurende die eksperirnentele fase van die werk wat 

in hierdie proefskrif bespreek word, is ook enkele 

toepassings van die gebruikte tegnieke gernaak. 

Hierdie eksperirnente sluit aan by, en kan as inlei­

dende verdere evaluering van die stellings oor die 

invloed en betekenis van ca++ op proterensintese 

beskou word. Sornrnige van hierdie gegewens word in 

hierdie hoofstuk bespreek en dien veral ten doel 

as riglyn vir verdere navorsing. 

'n Siektetoestand wat by herkouers aangetref word, 

bekend as gousiekte, bestaan daarin dat by hierdie 

diersoorte 'n kardiorniopatie ontstaan waarvan die 

prognose en uiteinde in baie opsigte 'n noue ooreen­

korns vertoon met kongestiewe kardiomiopatie by die 

mens. Hierdie siektetoestand word veroorsaak deur 

een of ander tot nog toe onbekende toksien(e) in 

5 verskillende plante wat deur die herkouers as 

voedsel ingeneern word (Pretorius & Terblanche, 1967; 

Pretorius et al 1972). Na 'n breedvoerige onder­

soek na die hernodinarnika van proefdiere waarby die 

toestand eksperirnenteel opgewek is, word deur boge­

noernde outeurs tot die slotsorn gekorn dat die prirnere 

defek in hierdie skiekte waarskynlik tot 'n versteu­

ring op biocherniese vlak herlei sal kan word. 
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Met hierdie ondersoek is gepoog om 'n paar aspekte 

van die basies biochemiese prosesse betrokke by hart­

spierkontraksie eksperimenteel na te gaan. Hiervoor 

is die ca++_opname deur die hartmikrosome van 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 Pachystigma 

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

seerde diere asook harte van gesonde diere wat van 

'n munisipale slagpale verkry is, gebruik. 

8. 2. 2. Isolering van hartmikrosome 

Dieselfde metode as die beskryf in paragraaf 4.2.1.1 
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van hoofstuk 4 is gevolg. Die enigste verskil is 

egter dat weefsel en homogeniseringsbuffer gebruik 

is in 'n verhouding van l:2(g/v). Sentrifugering 

is uitgevoer by 15 000 x g vir 20 minute en dan 

weer 90 minute by 40 000 x g. Na resuspensie is 

hierdie twee sentrifugeringstappe herhaal en daarna 

is die sediment finaal gehersuspendeer en verder 

gebruik. 

8.3 RESULTATE 

In eksperimente waar die effek van gousiekte op die 

opname van ca++ deur die hartmikrosome ondersoek is, 

is telkens op die aanwesigheid van spesifieke 

kliniese simptome van die gedoseerde proefdiere ge­

let , wat dan as indikasie gebruik is vir die slag 

van so 'n dier vir eksperimentele ondersoek . Die 

simptome waarna hierbo verwys word , is die volgende : 

(1) die aanwesigheid van tagikardie, wat gewoonlik 

gepaard gegaan het met ' n hartfrekwensie van 140 slae 

per minuut en hoer, (2) 

toliese klepgeruise en 

duide lik hoorbare pansis­

(3) 'n omgekeerde T-golf 

van d i e elektrokardiogram en met ' n post mortem­

ondersoek duidelike simptome van kongestiewe hart­

versaking , vergrote miokardium en hidroperikardium. 

In een geval is die simptome van ' n proefdier in die 

krisisfase net voor dood waargeneem . Dit het die 

skielike ontstaan van 'n gallopritme wat vir ' n kort 

tydjie geduur het ingesluit. Hierna het 'n ventriku-
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lere fibrillasie met ektopiese slae gevolg. Die 

fibrillasie het vinnig toegeneem en die ektopiese 

slae 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 ca++_ 

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++_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++_opname 

aangetoon en met 'n kontrole vergelyk. Die waardes 

wat in hierdie figuur weergegee word, is gemiddelde 

waardes geneem oar 'n aantal van 10 eksperimente. 

Uit figuur 8.1 kan gesien word dat die ca++_opname 

in diere met gousiekte betekenisvol laer is as in 

die geval van normale kontrole die re. 
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FIGUUR 8.1: Die effek van gousiekte op die Ca++_opname deur 
geisoleerde mikrosome van skape. 

In twee gevalle het gedoseerde proefdiere nie op die 

inisiele dosering gereageer nie en geen duidelike 

simptome het ontwikkel nie. Pretorius & Terblanche 

(1967) het oak bevind dat 4% van gevalle nie op 

dosering reageer nie. Daar kan dus aangeneem word 

dat genoemde twee gevalle onder hierdie groep sorteer. 

Een van die proefdiere is vir 'n tweedemaal gedoseer 

en na verloop van 14 dae geslag en die hartweefsel 

vir ca++_opname ondersoek. In figuur 8.2 word die 

ca++-opname van genoemde gevalle grafies voorgestel. 
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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 ca++_opname ietwat 

laer as in die geval waar die proefdier slegs aan 'n 

enkele doseringstydperk blootgestel was. Die verskil 
' is egter nie betekenisvol groot nie. Albei hierdie 

gevalle ve r too n e gte r ' n opname van ca++ wat aansien­

lik hoe r is as die ge v a l l e waar duide l i ke simptome 

as gevolg van gousiekte wel ontwikkel het en stem 

ooreen met die kontrolewaardes (vergelyk figure 8.1 

en 8. 2). 
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8 • 4 KONKL US IES 

Uit die voorafgaande bespreking blyk dit dat die 

siektetoestand, bekend as gousiekte, 'n onderdrukking 

van die ca++-opname deur die kardiale mikrosome tot 

gevolg het. Dit mag ontstaan as gevolg van die pri­

mere effek vanwee die aanwesigheid van een of ander 

toksien self of dit mag 'n sekondere gevolg wees 

van die kardiomiopatie of as gevolg van toksiese 

stowwe. In gevalle waar daar geen reaksie op dose­

ring verkry is nie, is die opname van ca++ en dus 

een van die funksies van die mikrosome feitlik 

normaal. Verder moet in gedagte gehou word dat 

uit voorlopige bevindings aanduidings gevind is 

dat die aktien-miosien organisasie in die miokardium, 

volgens elektronmikroskopiese waarnemings, geheel 

en al versteur raak. Daar is moontlik geringe 

hipertrofie maar dit is nog onseker. 'n Moontlike 

verklaring van hierdie waargenome veranderinge is 

die volgende. Ui tgaande vanui t die voorgestelde 

beheer van die intrasellulere ca++-konsentrasie, 

soos voorgestel deur Pretorius & Malan (1972), sou 

die intrasellulere ca++_konsentrasie as gevolg van 

die verlaagde opname tydens gousiekte verhoog word. 

Hierdeur sou die verskillende beheerkomponente 

naamlik die sarkoplasmatiese retikulum, mitochon­

dria, troponien en ander proteiene asook die sarko­

lemma op die hoer intrasellulere ca++-konsentrasie 

reageer. 'n Moontlike aanpassing onder hierdie 

toestande sou die uitpomp van ca++ deur die sarko­

lemma kon wees waardeur die intrasellulere ca++_ 

konsentrasie verlaag sou word. Hierdie verlaagde 
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ca++-konsentrasie kan dan moontlik die grondliggende 

oorsaak vir die versteurde proteienmetabolisme wees. 

Die volle implikasie hiervan hou die potensiaal vir 

' n vrugbare ondersoek vir toekomstige navorsing op 

hierdie terrein in. 
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HOOFSTUK 9 

OPSOMMING 

Die doel van hierdie ondersoek was om proteiensintes 

in hartspierweefsel na te gaan. Alhoewel dit bekend 

is dat ca++ die proteiensintese stimuleer bestaan 

daar egter nie eensternrnigheid aangaande die juiste 

setel van werking van ca++ in die sinteseproses nie , 

naamlik of dit via mernbraanaktiwiteit of translasie 

tot uitdrukking kom. Ten einde hieroor meer duideli! 

heid te kry is die effek van ca++ op die proteien­

sintese ondersoek. 

Rotte is as proefdiere gebruik. Die sintese is deur 

rniddel van geisoleerde polisome in 'n selvrye sistee1 

sowel as met hartweefselskyfies nagegaan. Daar is 

vasgestel dat beide ca++ en Mg++ die sintese van 

hartspierproteiene stimuleer. Hierdie effek was nie 

slegs aanwesig in die eksperimente met hartweefsel­

skyfies nie maar het nog duideliker na vore gekom 

met die sintese deur geisoleerde hartpolisome . 

Verder kon daar aangetoon word dat ca++ by 'n lae 

konsentrasie (lrnM) sintese onderhou terwyl Mg++ nie 

hierdie effek vertoon nie. Magnesiurnione het egter 

'n veel hoer totale sintese as ca++ tot gevolg. 

'n Indikasie van die invloed van ca++ op die stabi­

liteit van polisome is met behulp van sukrosegradient 

sentrifugering verkry. Die afleiding is gemaak dat 

122 



ca++ die preferente ioon vir sintese by 'n lae kon­

sentrasie is, terwyl Mg++ die preferente ioon in die 

stabilisering van die selvrye sisteem tydens die iso­

lasie prosedure is. 

Ten einde die effek van Ca++ op die proteiensintese 

te evalueer is met behulp van twee glikosiede naam­

lik ouabaien en digitoksien 'n korrelasie getrek 

t C ++ - . . ussen a -transport en prote1ens1ntese. Daar is 

vasgestel dat die inhibitoriese effek van die gliko­

siede op die proteiensintese nie toegeskryf kan word 

aan 'n versteurde energieproduksie in diesel nie. 

Moontlike verklarings van die waargenome resultate _ 

asook enkele praktiese toepassings daarvan word 

bespreek. 
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SUMMARY 

The object of this study was to investigate miocar­

dial protein synthesis. Although it is known that 

ca++ stimulates protein synthesis there is some dif­

ference of opinion as to the exact site of action of 

the synthesis process. The different points of view 

on the Ca++ effect are membrane transport of amino 

acids versus a direct effect on translation. To 

clarify this point the effect of ca++ on protein 

synthesis was investigated. 

Albino rats were used in all experiments. The syn­

thesis was examined by way of isolated polysomes in 

a cell free system as well as with heart tissue 

slices. It was determined that both, ca++ and Mg++, 

stimulate cardiac protein synthesis. This effect 

was not only present in experiments with tissue 

slices, but was even more significant during synthe­

sis with isolated cardiac polysomes. It could 

further be shown that ca++ at low concentrations 

(lmM) maintained synthesis while Mg++ did not show 

the same effect. Magnesium ions, on the other hand, 

are responsible for a much larger total synthesis 

than ca++. 

An indication of the effect of ca++ on the stability 

of the polysome structure was obtained through 

sucrose gradient centrifugation. The deduction was 

made that ca++ ions are preferable for synthesis at 

low ionic concentrations, whereas Mg++ ions are 
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prefered for the stabilisation of the cell free 

system during the isolation procedure. 

To further evaluate the effect of ca++ on protein 

synthesis a correlation was drawn between ca++ trans­

port and protein synthesis with the aid of two gly­

cosides namely ouabain and digitoxin. It was deter­

mined that the inhibitory effect of these cardiac 

glycosides on protein synthesis could not be attri­

buted to a disturbed production of energy in the 

cell. 

Possible explanations and a few practical applica­

tions of the observed results are given. 
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