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HOOFSTUK 1 

INLEIDING EN LITERATUURAGTERGROND 

Gedurende die eksitasie-kontraksie koppeling van skeletspier speel 
die sarkotubulere sisteem 'n baie belangrike rol. Hierdie sisteem 
bestaan uit die transversale of T-buise en die sarkoplasmiese 
retikulum (SR). Dit word algemeen aanvaar dat die SR van skelet= 
spier die konsentrasie vrye ca2+ in die sarkoplasma reguleer 
(Hasselbach, 1964; Fuchs, 1974). Ontlading van die senuwee by 
die mioneurale aansluiting het tot gevolg dat die sarkolemma de= 
polariseer. Die depolarisasiegolf versprei oor die sarkolemma en 
beweeg ook in die T-buis af na die dieperliggende dele van die 
spiersel. As gevolg van die depolarisasie van die T-buis stel die 
SR Ca2+ vry wat spierkontraksie tot gevolg het. Spierverslapping 
word bewerkstellig wanneer die SR weer die ca2+ opneem en die vrye 
ca2+ konsentrasie in die sarkoplasma verlaag . 

Baie prosedures is effektief bewys om skeletspier SR te berei 
(Vu et al, 1968) maar hartspier SR lewer baie meer probleme as 
dieselfde tegnieke toegepas word (Lighty & Bertrand, 1979). Die 
redes vir die moeilike bereiding van hartspier SR is dat die hart= 
spier SR swakker ontwikkel is as skeletspier SR en dat hartspier 
baie meer mitochondria bevat wat die hartspier SR preparaat kon= 
tamineer (Bloom & Fawcett, 1968). 

Daar bestaan ooreenkomste tussen die SR van hartspier en skelet= 
spier maar groot verskille bestaan ook (Carsten, 1964). Die SR 
van hartspier en skeletspier bestaan albei uit 'n buisagtige 
struktuur wat rondom die miofilamente voorkom. Die hartspier SR 
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is egter minder kompleks in struktuur en geen tenninale sisternae 
kom voor nie. Daar bestaan ook nie net 'n strukturele venvant= 
skap tussen die hartspier SR en die T-buis nie, maar ook tussen 
die hartspier SR en die sarkole11111a (Bloom & Fawcett, 1968). Die 
fisiologiese betekenis van hierdie verskille is onseker en min is 
nog bekend oar die funksionering van hartspier SR. Die rol wat 
die SR van hartspier in die eksitasie-kontraksie koppeling vervul 
is baie kontroversieel en baie teenstrydighede bestaan oor die 
funksie van hartspier SR. Hierdie teenstrydighede en die gebrek 
aan kennis oor die funksionering van hartspier SR word veroorsaak 
deur die probleme wat daar ondervind word met hartspier SR. Onder 
hierdie probleme is onsuiwerheid van hartspier SR preparate, lae 
aktiwiteit en onstabiliteit (Carsten, 1964). 

Om hierdie probleme te oorkom sal 'n suiwer en stabiele hartspier 
SR preparaat eers ontwikkel moet word. Met so 'n preparaat kan 
dan meer kennis ingewin word oar die funksionering van hartspier 
SR om die teenstrydighede wat bestaan op te los. 

In hierdie projek is eerstens gepoog om 'n vergelyking te tref 
tussen die funksionering van hartspier SR en skeletspier SR. 
Tweedens is gepoog om die probleme van onsuiwerheid en onstabili= 
teit van hartspier SR preparate te bowe te kom. 

In die res van Hoofstuk I word die historiese agtergrond van die 
ontwikkeling van SR-navorsing behandel. 'n Literatuurbespreking 
word gegee oor die ooreenkomste en verskille tussen die SR van 
hartspier en skeletspier. Die onsekerheid wat bestaan oor die 
rol van hartspier SR in die eksitasie-kontraksie koppeling word 
aangetoon en daar word oak aandag gegee aan die probleme van on= 
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suiwerheid en onstabiliteit wat ondervind word met hartspier SR 
preparate. In Hoofstuk 2 word die metodes wat tydens hierdie 
projek gebruik is bespreek. Hoofstuk 3 handel oor die resultate 
wat verkry is. Oaar word getoon dat daar in geslaag is om 'n 
relatief suiwer hartspier SR preparaat te berei en die tegniek 
word beskryf waannee die stabiliteit van die preparaat grootliks 
verbeter is. In Hoofstuk 4 word die resultate bespreek en gevolg= 
trekkings gemaak oor die oorsake van onstabiliteit van hartspier 
SR. 

1. 1 Historiese agtergrond 

Die woord retikuler beteken 'n netvonnige vertakking. So 'n net= 
vonnige vertakking in die spiersel is reeds in 1882 deur Retzius 
beskryf en twintig jaar later in 1902, beskryf Veratti oak hierdie 
retikulere struktuur en noem dit die retikulere apparaat 
(Hasselbach, 1964). Veratti het gemeen dat hierdie stelsel 'n 
voortsetting is van die motoriese senuwees wat die spiersel binne= 
dring (Langer, 1968). In 1883 vind Ringer dat 'n paddahart se 
kontraksies staak indien dit in 'n ca2+ vrye perfussiemedium ge= 
plaas word (Langer , 1968). Dit was die eerste aanduiding van die 
belangrike rol wat ca2+ in die eksitasie-verslappingsiklus van 
spierweefsel speel. 

Na hierdie vroee bevindings is daar eers weer in 1951 'n belang= 
rike deurbraak op die gebied van sarkoplasmiese retikulum gemaak 
toe Marsh die sogenoemde verslappingsfaktor bekendstel in 'n 
publikasie. Hy het gevind dat die homogenaat van skeletspier wat 
die miofilamente bevat, geen sametrekking toon indien ATP bygevoeg 
word nie. Indien ATP by geisoleerde miofilamente gevoeg word, 
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vind daar egter wel sametrekking plaas. Hieruit het Marsh afgelei 
dat daar 'n verslappingsfaktor in die spier homogenaat is wat 
spiersametrekking inhibeer (Marsh, 1952). In 1953 stel Hanson en 
Huxley voor dat die spierproteine, aktien en miosien, in die 
spiervesel voorkom as twee parallelle filamente wat kontraksie 
laat plaasvind deur oormekaar te gly sonder om self te verkort. 
In dieselfde jaar beskryf Bennet en Porter met behulp van elek= 
tronmikroskoop waarnemings die bestaan van 'n buisstelsel wat 
tussen die miofilamente gelee is en noem dit die sarkoplasmiese 
retikulum. 

Die rol van ca2+ kom weer na vore in 1955 toe Niedergerke vind 
dat ca2

+ die enigste ioon is wat in die spier voorkom wat spier= 
kontraksie tot gevolg het indien dit in die spier gespuit word. 
Huxley en Taylor vind in 1958 dat 'n verkorting van 'n enkele 
I-band, of aangrensende I-bande van aparte sarkomere, verkry word 
indien 'n padda skeletspier elektries geprik word in die omgewing 
van die Z-lyn. Dit het gelei tot verdere navorsing oor die moont= 
like rol van ca2+ in spierkontraksie. Podolsky en Constantin 
(1964) vind dat toediening van ca2+ in die omgewing van die Z-lyn 
en I-band ook kontraksie van 'n enkele I-band gee. Die rol van 
ca2+ in die kontraksieproses is dus met sekerheid vasgestel. 

Omdat Marsh se verslappingsfaktor meer lig kon werp op spierver= 
slapping is die belangrikheid daarvan weer besef. In 1960 het 
Ebashi gevind dat die verslappingsfaktor ca2+ kan opneem in teen= 
woordigheid van ATP. Elektronmikroskoopstudies het getoon dat die 
verslappingsfaktor in werklikheid vesikels van 'n buisagtige 
struktuur is (Nagai et al, 1960). Daar is afgelei dat hierdie 
organel die sarkoplasmiese retikulum is en dat die T-buis die weg 
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is waarlangs die depolarisasiegolf die spiersel binnedring. Daar 
is voorgestel dat die SR dan ca2+ vrystel wat spierkontraksie tot 
gevolg het en weer die ca2+ opneem wanneer spierverslapping intree 
(Ebashi & Endo, 1968}. 

1.2 Struktuur en funksionering van die skeletspier sarkotubulere 
stelsel 

Die sarkotubulere stelsel bestaan uit die transversale of T-buis 
en die sarkoplasmiese retikulum. Die sarkotubulere stelsel is 
dus 'n buisstelsel wat rondom die miofilamente verloop. Die T­
buis en SR is in sekere areas baie naby aan mekaar gelee en die 
areas staan as die triades bekend (Bloom & Fawcett, 1968; Sorrmer 
& Johnson, 1970). 

1.2.1 T-buis en tri ade 

Die T-buis is 'n instulping wat die sarkolerrana vorm en die interne 
dele van die spiersel binnedring. Die binnekant van die T-buis 
is dus in direkte kontak met die ekstrasellulere spasie en kom 
transversaal voor tussen die miofilamente (Sommer & Johnson, 1970). 
Die opening van die T-buis is met behulp van ' n elektronmikroskoop 
sigbaar in visskeletspier maar in soogdierskeletspier is dit baie 
moeilik sigbaar (Franzini-Armstrong & Porter, 1964). In soogdier: 
skeletspier is die, deursnee van die T-buis 20 mµ en gelee op die 
vlak van die aansluiting tussen die A- en I-bande. Volgens Bloom 
en Fawcett (1968) versprei die depolarisasiegolf na 'n senuwee­
ontlading oor die sarkolemma en dan in die T-buis af na die 
dieperliggende dele van die spiersel. Hierdie impuls veroorsaak 
vrystelling van ca2+ uit die intrasellulere store en spierkontrak= 
sie vind plaas (Fabiato & Fabiato, 1977). 

5 



Die triade word gevonn deur die SR en die T-buis wat parallel met 
mekaar verloop met 'n spasie van 120-140 j tussenin. Daar is dus 
geen direkte kontak tussen die SR en die T-buis nie. Die SR vonn 
sakvonnige strukture genoem terminale sisternae in die omgewing 
van die T-buis. Die triade word gevorm deur 2 terminale sisternae 
met die T-buis tussenin. Op die terminale sisternae of laterale 

0 

sakke kom klein uitsteeksels voor wat omtrent 300 A van mekaar 
gelee is. Die uitsteeksels of SR-voetjies is verbind aan die T­
buis deur middel van 'n amorfe stof. Die SR-voetjies is gerang= 
skik in 2 parallelle rye en beslaan nie meer as 30% van die T-buis 
oppervlak area nie (Franzini-Annstrong, 1970). 

Die meganisme waarmee die depolarisasiegolf in die T-buis af be= 
weeg en ca2+-vrystelling uit die tenninale sisternae tot gevolg 
het, is nog onseker. Daar bestaan egter 'n paar moontlikhede, 
waarvan die belangrikste elektries-gestimuleerde ca2+-vrystelling, 
ca2+-gestimuleerde ca2+-vrystelling en ca2+-vrystelling as gevolg 
van 'n pH verandering is. 

1.2.2 Skeletspier sarkoplasmiese retikulum 

1.2.2.1 Morfologiese struktuur 

Die SR van sk;,~spier bestaan uit 2 dele, die tenninale sistemae 
en die longitudinale of L-buise. Die L-buise ver\)ind die termi= 
nale sisternae van aangrensende triades met mekaar (Franzini­
Annstrong & Porter, 1964). Die L-buise vonn 'n netvormige buis= 
stelsel random die miofilamente en eindig in die terminale sister= 
nae. Die terminale sisternae het 'n grater deursnee en verloop 
transversaal met die L-buise en parallel met die T-buis. Die 
T-buis is deel van die sarkolellllla en nie deel van die SR nie. In 
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die middel van die A-band is die L-buise aan mekaar verbind en 
vorm dit dwarsverlopende bande of krae rondom die miofilamente 
(Bloom & Fawcett, 1968). Die SR van skeletspier is beperk binne 
die grense van die sarkomeer (Sonmer & Johnson, 1970). Die 
skeletspier SR is dus 'n geordende en geed ontwikkelde buisstel= 
sel. 

1.2.2.2 ATPase proteien 

Die membraan van die SR bestaan uit 65% proteien en 35% li~iede 
(Eletr & Inesi, 1972). Die belangri kste komponent van die SR 
membraan is die ATPase proteien wat 70-90% van die totale protelen 
in die membraan uitmaak en 'n massa van 106 000 dalton besit 
(Maclennan, 1974) . 

Op die buitenste ·oppervlak van negatief gekleurde SR vesikels is 
daar 35-40 j partikels sigbaar ender die elektronmikroskoop. 
Hierdie sferiese 40 j partikels is aan die membraan verbind deur 

0 
20 A steeltjies. Tripsien vertering verwyder die partikels en 
bewys dus dat dit uit prot eien bestaan (Ikemoto et al, 1971). 
Sarzala et al (1975) het gevind dat SR vesikels van embrios en 
pasgebore diere glad is en geen 40 j partikels besit nie. Op 
5-8 dae na geboorte begin die partikels verskyn op konyn SR 
vesikels en die aantal neem toe met ouderdom. Sarzala et al 
(1975) het ook gevind dat die ATPase proteien op 'n vroee stadium 
van ontwikkeling slegs 10% van die totale proteien inhoud van die 

SR membraan vorm en dat dit met ouderdom styg tot 70%. Die lae 
ATPase inhoud en die afwesigheid van die 40 j partikels stem oor= 
een met die lae ca2+-afhanklike ATPase en die lae ca2+-opname wat 
by hierdie ontwikkelende SR vesikels gevind is. Daar kan dus 
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0 
aanvaar word dat die 40 A partikels deel van die ATPase vorm 
(Sarzala et al, 1975). 

Tydens vriesfraksionering van die SR vesikel membraan word die 
membraan in 'n buitenste en binneste deel gesplit. Beide hierdie 
2 dele besit 'n konkawe en konvekse oppervlak. Die binneste deel 
van die membraan se konvekse oppervlak het voor fraksionering 
teen die konkawe oppervlak van die buitenste deel gele. Deamer 

0 
en Baskin het in 1969 vir die eerste keer 90 A partikels be~kryf 
op die konkawe oppervlak van die buitenste deel van die membraan. 
Hierdie 90 j partikels beslaan 20% van die konkawe oppervlak en 
kom nie op die konvekse oppervlak van die binneste deel van die 
membraan voor nie. Die 90 i partikels is ongeveer 3 keer minder 

• 0 
as die 35 A partikels wat op die buite oppervlak van die vesikel 
voorkom. Dit dui daarop dat ATPase-polipeptiedkettings individu= 
eel op die buite oppervlak verskyn en moontlik met mekaar bind om 

0 
oligomere (3-4 per 90 A partikel) t e vonn binne in die membraan. 
Dit lyk dus asof die buite membraan van die SR grootliks bestaan 
uit ATPase-proteien en die binneste deel van die membraan 'n enkel 
lipiedlaag is (Malan, 1976; Scales & Inesi, 1976). 

1.2.2.3 ca2+-bindingsproteien (M55 ) en kalsekwestrien (M45 ) 

Die skeletspier SR membraan bevat nog 2 ander proteine nl ca2+­
bindingsproteien of M55-proteien en kalsekwestrien of M45-pro= 
teien. Die M55-proteien besit 'n massa van 55 000 dalton en die 
M45-proteien het 'n massa van 45 000 dalton (Maclennan & Holland, 
1975). Hierdie twee proteine se funksies is onseker en hul 
posisie is kontroversieel. Volgens Zubrzycka et al (1978) is die 
ca2+-bindingsproteien (M55 ) gelokaliseer op die uitwendige opper= 
vlak van die membraan en die kalsekwestrien aan die binne opper= 
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vlak gebonde. Die M55-proteien besit 'n hoe affiniteit vir ca2+ 
maar 'n lae bindingskapasiteit. Die M45-proteien besit 'n hoe 
bindingskapasiteit vir ca2+ maar 'n lae affiniteit daarvoor 
(Meisner et al, 1973}. Maclennan et al (1974} stel voor dat die 
M55- en M45-proteine moontlik betrokke kan wees by die binding van 
Ca2+ aan die binnekant van die SR membraan om so die rol van fi= 
siologiese katioonbindingsplek in die membraan te vervul. 

1.2.2.4 Lipiede 

Die membraan van die SR vesikel besit 35% lipiede en 65% proteine. 
Die 35% lipiede bestaan uit 80% hoogs onversadigde fosfolipiede 
en 20% neutrale lipiede (Eletr & Inesi, 1972}. Die fosfol i piede 
is rel atief s tewi g aan die membraan gebi nd terwyl • cholesterol en 
ander neutrale lipiede los gebind is en geen direkte rol in die 
funksie van die SR speel nie (Drabikowski et al, 1972). Scales en 
Inesi (1976} het voorgestel dat die binneste deel van die SR 
membraan uit 'n enkel lipiedlaag bestaan. 

1.2.3 Eksitasie-kontraksiekoppeling in skeletspier 

Die belangrike rol wat skeletspier SR vervul in die eksitasie­
kontraksiekoppeling, word algemeen aanvaar . Sodra 'n motoriese 
senuwee by die motoriese eindplaat ontlaai, depolariseer die sar= 
kolemma. Die depolarisasiegolf versprei oor die sarkolell1'lla, dring 
die T-buis binne en veroorsaak ca2+-vrystelling uit die terminale 
sisternae. Die vrygestelde ca2+ bind aan troponien en hef die 
inhibisie van die troponien-tropomiosienkompleks op die interaksie 
tussen aktien en miosien op. Kontraksie vind plaas as gevolg van 
dwarsbrugbeweging. Indien die ontlading van die motoriese senuwee 
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staak, begin die L-bui~e van die SR om ca2+ aktief op te neem. 
Die ca 2♦-konsentrasie in die sarkoplasma daal en spierverslapping 
tree in. Die L-buise vervoer die Ca2+ terug na die terminale 
sistemae waar dit gestoor word vir die volgende kontraksie 
(Winegrad, 1970). 

1.2.3.1 ca2+-vrystelling 

Die grootste onsekerheid oor die funksionering van skeletspier SR 
is die meganisme waarop die depolarisasie van die T-buis, ca2+­
vrystelling tot gevolg het. Die belangrikste moontlikhede is 
elektries-gestimuleerde ca2+-vrystelling, ca2+-gestimuleerde ca2+­
vrystelling en ca2+-vrystelling as gevolg van 'n verandering in 
pH. 

a) Elektries of depolarisasie-gestimuleerde ca2+-vrystelling 

Die moontlikheid bestaan dat daar 'n direkte elektriese koppeling 
is tussen die T-buis en die SR . Die SR membraan sal dus depola= 
riseer indien die T-buis depolariseer (Kasai & Miyamoto, 1976). 
Direkte stimulering deur middel van elektrodes is gebruik om ca2+­
vrystelling uit SR vesikels te bewerkstellig, maar Kasai en 
Miyamoto (1976) het bewys dat dit die vesikels beskadig. Kasai en 
Miyamoto (1973) het daarin geslaag om die SR membraan te depolari= 
seer deur 'n potensiaalverskil oor die SR membraan te veroorsaak. 
Dit is gedoen deur ione wat by die reaksiemedium gevoeg is. Die 
gevolg is vergelykbaar met normale depolarisasie van 'n membraan 
en het ca2+-vrystelling tot gevolg . Die deurlaatbaarheid van die 
SR membraan vir ca2+ is dus afhanklik van die elektriese potensi= 
aal oor die SR membraan. 
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b} ca2+-gest imuleerde ca2+-vrystel ling 

Daar bestaan ook 'n moontlikheid dat ca2+-vrystelli ng pl aas vi nd as 
gevolg van ca2+ wat die vesikel binnedri ng. Sodra 'n depol ari sa= 
siegolf met die T-buis afbeweeg, kan daar 'n klein hoevee lheid 
ea2+ van buite die vesikel inbeweeg en die SR beinvloed om groot 
hoeveelhede ea2+ vry te stel (Ford & Podolsky, 1970). Volgens 
Leonard (1966) is die skeletspiersel egter 'n selfonderhoudende 
eenheid en kan kontraksie plaasvind al is daar geen ca2+ in die 
ekstrasellulere spasie nie. Fabiato en Fabiato (1977) beweer ook 
dat min of geen ca2+ die spiersel binnedring tydens die depolari= 
sasie van die T-buis. Dit wil dus voorkom asof ca2+-gestimuleerde 
ca2+-vrystelling by skeletspier SR nie 'n belangrike fisiologiese 
rol speel nie. 

c) ca2+-vrystelling as gevolg van 'n verandering in pH 

Die moontlikheid bestaan ook dat ca2+-vrystelling plaasvind as 
gevolg van 'n pH verandering in die sarkoplasma. Volgens 
Nakamaru en Schwartz (1972) kan die geleiding van 'n depolarisa= 
siegolf deur die intrasellulere membrane, gepaard gaan met 'n 
verandering in pH in die omgewing van die membrane. Hulle het 
ook gevind dat 'n toename in pH ea2+-vrystelling tot gevolg het 
en 'n daling in pH gee weer heropname van die vrygestelde ca2+. 

Die membraan van die SR is dus sensitief vir pH veranderinge en 
die ca2+-deurlaatbaarheid verander met 'n verandering in pH 
(Nomura & Nakamaru, 1976). 

1.2.3.2 ca2+-opname 

Die ca2+-opnameproses deur die SR is ' n aktiewe proses en vereis 
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ATP. Die hidrolise van 1 mol ATP is noodsaaklik vir die opname 
van 2 mol ca2+ (Weber et al, 1966). Die hidrolise van ATP en die 
transport van die Ca 2+ word deur die ATPase proteien bewerkstel= 
lig. Tonomura (1975) het die volgende meganisme voorgestel vir 
die transport van ca2+ deur ATPase: ATPase-ensiem bind aan Mg­
ATP en daarna aan ca2+ op die buite oppervlak van die SR membraan 
om 'n kompleks te vorm. Anorganiese fosfaat (Pi} word vrygestel 
en die kompleks vorm 'n gefosforileerde proteien. Die ca2+ beweeg 
deur die membraan tydens die vorming van die gefosforileerde 
proteien en die ca2+ word aan die binnekant van die membraan vry= 
gestel. Daar bestaan 2 fases van ATPase-aktiwiteit in die SR 

2+ . 2+ membraan. In afwesigheid van Ca v1nd daar 'n lae Mg -afhank= 
like ATPase-aktiwiteit plaas. Indien ca2+ teenwoordig is verhoog 
die ATPase-aktiwiteit. Dit is dus 'n ca2+-afhanklike ATPase. 
ca2+-opname vind slegs tydens die hoer ca2+-afhanklike ATPase 
plaas. 

In die literatuur word 2 terme gebruik om die opname van Ca2+ te 
beskryf nl ca2+-opname en ca2+-binding. ca2+-opname is die aktie= 
we opneem van ca2+ in teenwoordigheid van oksalaat of ander ca2+­
presipiterende agente. Die ca2+ wat opgeneem word presipiteer as 
onoplosbare kalsiumsoute in die vesikel en die vrye ca2+-konsen= 
trasie bly dus laag. Die proses kan tot 100 keer meer ca2+ uit 
die reaksiemedium verwyder, maar dit is 'n baie stadige proses. 
ca2+-binding vind plaas in afwesigheid van 'n ca2+-presipiterende 
agent en is 'n baie vinniger proses as ca2+-opname, maar minder 
ca2+ word opgeneem. Volgens Katz en Repke (1973) is die teoriee 
oor die meganismes wat by ca2+-opname en ca2+-binding betrokke is 
kontroversieel. Een teorie beweer dat ca2+-binding, die binding 
van Ca2+ aan spesifieke setels op die vesikel membraan is en dat 
ca2+-opname 'n apparte en onafhanklike transportproses is . Die 
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ander teorie beweer dat ca2+-binding dieselfde proses is as ca2+­
opname, maar beperk word deur die afwesigheid van ca2+-presipite= 
rende anione (Katz & Repke, 1973). Tydens hierdie projek is geen 
presipiterende anione gebruik nie en die Ca 2+-opname waarna verwys 
word in Hoofstukke 2, 3 en 4 stem ooreen met die ca2+-bindingspro= 
ses. Die tenn ca2+-opname word gebruik aangesien ca2+-binding 
moontlik bindi ngsetels betrek wat ca2+ na die binnekant van die 
vesikel vervoer (Entman et al, 19 73). 

1.3 Struktuur en funksionering van die hartspier sarkotubulere 
stelsel 

Aangesien daar met hartspier SR preparate bai e probleme soos on= 
suiwerheid en onstabi liteit ondervind word, is daar aanvanklik 
baie navorsing op die skeletspier SR gedoen. Tot so onlangs as 
1973 is afleidings wat gemaak is oor die eksitas ie-kontraksi e= 
koppeling van skeletspi er , direk oorgedra na hartspier (Morad & 
Goldman, 1973). Navorsing wat na hierdie tydperk gedoen is op 
die hartspier SR, het getoon dat daar groot verskille bestaan 
tussen die eksitasie-kontraksiekoppeling van die 2 tipes spiere. 

1.3.l Strukturele ooreenkomste en verskille t ussen die sarkotu= 
bulere stelsels van hartspier en skeletspier 

Elektronmikroskopies is daar verskeie ooreenkomste en verskflle 
tussen die sarkotubulere stelsels van hartspier en skeletspier. 
Die sarkolemma van die hartspiersel is soortgelyk aan die sarko= 
lemna van skeletspier en die a.-iarsgestreepte voorkoms is ook duide= 
lik sigbaar. Die A-, I-, M-, H- en Z-bande van hartspier is 
identies aan die bande van skeletspier (Bloom & Fawcett, 1968) . 
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Die hartspiersel bevat meer sarkoplasma en die glikogeen-konsen= 
trasie in die sarkoplasma is ook hoer. Die hartspiersel bevat 
baie meer mitochondria as die skeletspiersel en daar is aandui= 
dings dat die mitochondria soms naby aan die T-buis gelee is 
(Forssmann & Girardier, 1970). Die T-buis van die hartspiersel 
het 'n baie grater deursnee (0,2µ) as die T-buis van skeletspier 
(20 mµ) en is gelee op die vlak van die Z- lyn. Die T-buis van 
die skeletspiersel is gelee op die vlak van die A-I aansluiting. 
Daar is ook spesie-verskille wat die posisie van die T-buis 
betref (Sommer & Johnson, 1970). By die hartspiersel is die 
opening van die T-buis makliker sigbaar onder die elektronmikros= 
koop en vol gens Bloom en Fawcett (1968) kan die hartspiersel se 
T-buise betrokke wees by die uitruiling van metaboliese stowwe. 
Wheeldon en Gan (1971) beweer dat die T-buis in die hartspiersel 
ook sywaarts en parallel aan die SR verloop. 

Die hartspier SR is minder kompleks in struktuur en vertoon onder= 
ontwikkeld as dit met die skeletspier SR vergelyk word. Daar kom 
geen tenninale sisternae voor nie en die vertakkings van die SR 
wat die tenninale sistemae vervang kom nie net in noue "kontak " 
met die T-buis nie maar ook met die sarkolenuna. Hierdie verwant= 
skap tussen die SR en_die sarkolemma is afwesig by skeletspier. 
Die "kontakareas" wat die SR met die T-buis en sarkole111Tia vonn 
kan baie wees, maar die totale oppervlakarea betrokke is nog baie 
minder as die van die triade in skeletspier (Bloom & Fawcett, 
1968) . By die hartspier SR kan daar nie verwys word na die longi= 
tudinale of L-buise nie, aangesien hierdie buise nie in 'n spesi= 
fieke rigting loop nie. Die buise loop dus nie parallel met 
mekaar nie en geen kraag kom in die middel van die A-band voor 
nie (Solllller & Johnson, 1970). By die skeletspier SR eindig die 
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buise wat die triade binnegaan in die tenninale sisternae, maar 
by die hartspier SR eindig die aansluitings SR nie nooct.-lendig 
nadat "kontak" gemaak is met die T-buis of sarkolenvna nie. Die 
hartspier SR verloop in teenstelling met die skeletspier SR, oor 
die grense van die sarkomeer en versprei deur die hele spiersel. 
SR-voetjies kom ook voor by die aansluitings van hartspier SR met 
die T-buis en sarkolerrma (Sorrmer & Johnson, 1970). Op die buite 
oppervlak van die hartspier SR vesikels is daar minder 40 j 
partikels (Agostini et al, 1975) terwyl die hartsel ook minder SR 
bevat as die skeletspiersel (Carsten, 1964). Die funksionele 
betekenis van hierdie verskille is nog onduidelik maar dit is 
moontlik dat die hartspier wat relatief stadig saamtrek, nie so 
'n komplekse SR vereis as die skeletspier nie. 

1.3.2 Eksitasie-kontraksiekoppeling in hartspier 

Die meganisme van eksitasie-kontraksiekoppeling in skeletspier is 
met enkele uitsonderinge byna volledig bekend. Die enigste on= 
sekerheid wat nog bestaan is die gebeure wat lei tot ca2+-vry= 
stelling deur die SR. Dit word algemeen aanvaar dat skeletspier 
SR kontraksie en verslapping veroorsaak. In teenstelling hiennee 
is die eksitasie-kontraksiekoppeling van hartspier nog onbekend 
en daar is bykans op geen aspek van die meganisme, ooreenstenvning 
tussen die navorsers nie. Die onsekerheid en verwarring wat heers 
is duidelik indien die teenstrydige bevindings van navorsers ver= 
gelyk word. Hierdie toestand kan grootliks toegeskryf word aan 
die probleme wat daar ondervind word indien daar met die hartspier 
SR preparaat gewerk word. 

1.3.2.1 Rolen funksionering van hartspier sarkoplasmiese retiku= 
lum in eksitasie-kontraksiekoppeling 
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Aanvanklik is daar beweer dat die basiese meganisme wat lei tot 
spierverslapping by h~rtspier dieselfde is as by skeletspier 
(Fanburg et al, 1964; Inesi et al, 1964). Die lae aktiwiteit 
van die hartspier SR het egter die vennoede laat ontstaan dat 
die hartspier SR nie 100% verantwoordelik is vir verslapping nie 
(Nayler & Merrillees, 1971). Die aktiwiteit van hartspier SR is 
10 keer laer as skele~spier SR. Die verhouding van maksimum ca2+­
opname deur die SR tot die hoeveelhei~ kontraktiele proteine is 
ook baie laer in hartspier as in skeletspier (Pretorius et al, 
1969). Fabiato en Fabiato (1977) stel voor dat ca2+-vrystelling 
uit die hartspier SR plaasvind ·as gevolg van 'n invloei van ca2+ 
deur die sarkolenma. Die hartspier SR is baie meer sensitief vir 
ca2+ om vrystelling van ca2+ te gee as die skeletspier SR. ca2+­
gestimuleerde ca2+-vrystelling kan. dus 'n belangriker rol speel 
in die hartspier (Endo, 1977). Volgens Fabiato en Fabiato (1979) 
is die hipotese van ca2+-gestimuleerde ca2+-vrystelling nog te 
vaag om ande·r moontlikhede ui_t te skakel en het Langer selfs uit 
eksperimentele resultate afgelei dat die hartspier SR in die 
soogdier ,' geen ca2+ vrystel nie. Hierdie standpunt word ook deur 
Winegrad (1970) ingeneem. Die moontlikheid van 'n meganiese 
koppeling tussen die T-buis en die hartspier SR kan ook nie uit= 
geskakel word nie. Fabiato en Fabiato (1979) bespreek 'n hipotese 
waarvolgens "die SR-voetjies moontlik betrokke kan wees by 'n 
meganiese verandering van die SR membraan deurlaatbaarheid vir 
C 2+ a . 

Volgens Solaro en Briggs (1974) kan die hartspier SR meer ca2+ 

bind as wat nodig is om die kontraktiele proteine volledig te 
akti veer. Winegrad (1970) trek die feit dat die hartspier SR 
voldoende ca2+ kan opneem om verslapping van die spier te gee 
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egter in twyfel. Die hartspier SR se aktiwiteit is ongeveer 3-5 
keer laer as die aktiwiteit van skeletspier SR (Pretorius, 1972). 
Thomas en Hidalgo (1978) het gevind dat die Ca2+-opname veroorsaak 
word deur die Ca2+-gestimuleerde ATPase wat die Ca 2+ opneem en 
deur die membraan vervoer deur 'n roterende beweging uit te voer. 
Dutton et al (1976) het egter gevind dat die ATPase ·geen roterende 
beweging uitvoer nie. Daar bestaan dus teenstrydige resultate 
oor die ca2+-vrystelling en ca2+-opname van die hartspier SR. 

Nog 'n gebied wat kontroversieel is, is die invloed van c-AMP op 
die hartspier SR. Volgens Entman et al (1976) en Hicks et al 
(1979) tree hartspier SR op soos 'n interne reseptor vir c-AMP. 
Bevindings toon dat die hartspier SR se ca2+-opname 2-3 keer 
verhoog na inkubasie met c-AMP en proteienkinase (Hicks et al, 
1979). Dieselfde effek word ook verkry met die toevoeging van 
epinefrien en glukagon tot die inkubasiemedium. Katz en Repke 
(1973) het die volgende meganisme voorgestel: Indien die c-AMP 
vlakke intraselluler toeneem het dit die aktivering van c-AMP­
afhanklike proteienkinase tot gevolg. Proteienkinase het fosfo= 
rilasie van die SR tot gevolg en die tempo van ca2+-opname neem 
toe, dus staak die kontraksie, verslapping tree in en met die 
volgende kontraksie word meer ca2+ vrygestel. Dit het 'n toename 
in kontraktiliteit tot gevolg. Tada et al (1980) het die volgende 
gevind: c-AMP-afhanklike proteienkinase kataliseer die fosfori= 
lering van 'n 22 000 dalton proteien, fosfolamban van hartspier 
SR. Dit gee 'n toename in ca2+-afhanklike ATPase-aktiwiteit. 
Die gefosforileerde of ongefosforileerde toestand van fosfolamban 
kan dus die mate bepaal waarmee die ca2+-afhanklike ATPase ge= 
stimuleer word. So reguleer fosfolamban die aktiewe ca2+-trans= 
port deur die hartspier SR. Hierdie effek van c-AMP kon egter nie 
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deur ander werkers verkry word nie (Carsten & Mommaerts, 1964). 
0ok Entman et al (1976) kon in sorrmige SR preparate met hoe ca2+_ 
transport aktiwiteit geen verdere verhoging kry deur c-AMP toe te 
dien nie. 

1.3.2.2 Rol van die mitochondria in die eksitasie-kontraksie= 
koppeling 

Daar is ooreenkomste gevind tussen hartspier SR en mitochondriale 
ATP-afhanklike ca2+-opname {Carsten, 1964). 0nder sekere toe= 
stande kan mitochondria ca2+ vinniger opneem as hartspier SR en 
dit kan ook ca2+ vrystel {Harigaya & Schwartz, 1969). Weber et 
al (1964) en ook Harigaya en Schwartz (1969) beweer dat die 
mitochondria deel het aan die verslapping van hartspier . 0ok 
Lehninger (1970) beweer dat mitochondria 'n moontlike rol speel 
tydens eksitasie-kontraksiekoppeling van veral rooispier waar die 
mitochondria in sorrmige selle kontak maak met die T-buis. Forss= 
mann en Girardier (1970) vind ook aanduidings dat die mitochondria 
in hartselle soms in kontak is met die T-buis. Carafoli et al 
(1975) het gevind dat mitochondria 'n groat deel van die Ca2+ ge= 
bind aan troponien kan opneem. Die reaksie is taamlik vinnig en 
is voldoende gevind om verslapping tot gevolg te he. Die eksperi= 
ment kon egter nie die betrokkenheid van mitochondria bewys in die 
slag-tot-sl ag regulering van die hart nie. Die groat probleem is 
die vrystelling van ca2+ deur die mitochondria (Lehninger, 1970). 
KUbler en Shinebourne (1971) toon egter aan dat mitochondriale 
ca2+-vrystelling 100 keer te klein is om kontraksie te gee. Die 
ca2+-opname is ook te klein om verslapping te gee. Die mitochon= 
dria kan moontlik 'n rol vervul by die bepaling van die hoeveel= 
heid ca2+ beskikbaar vir eksitasie-kontraksiekoppeling. Die 
mitochondria kan moontlik as 'n Ca2+-buffer in die hartspiersel 
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optree deur klein hoeveelhede ca2+ vry te stel of op te neem. 'n 
Grater rol vir die mitochondria kan egter nie uitgesluit word nie. 

1.3.2.3 Rol van die ekstrasellulere spasiE! in die eksitasie­
kontraksiekoppeling 

As gevolg van die kleiner hartspiersel, st,1dige kontraksies en 
die sensitiwiteit vir ekstrasellulere ca2+-,veranderings is dit 
afgelei dat die ca2+ in die ekstrasellulere spasie 'n groat bron 
is van ca2+ vir die hartsel. Soos Ringer het Leonard (1966) 
gevind dat daar geen kontraksies by hartspier voorkom as die eks= 
trasellulere ca2+-konsentrasie nul is nie. Dit is moontlik dat 
die ekstrasellulere ca2+ van die sarkolerrma tot by die miofila= 
mente kan diffundeer om kontraksie te veroo,rsaak (Repke & Katz, 
1969; Morad & Goldman, 1973). Winegrad (1961) beweer egter dat 
die hoeveelheid ca2+ wat invloei te min is om kontraksie te ver= 
oorsaak. Die ekstrasellulere ca2+-konsentrasie is volgens Leonard 
(1966) 1 000 keer hoer as die interne ca2+-konsentrasie. Hy be= 
weer dat die sarkolemma nie ca2+ deurlaat voor diesel nie ge= 
stimuleer word nie. Morcos en Drummond (1980) het bewyse gevind 
vir 'n ca2+- en Ml+-ATPase in die sarkolemma watca2+ bind en 
opneem. Hulle stel voor dat die ATPase ca2+ uit die sel pomp. 
Sommer en Johnson (1970) stel voor dat die ca2+-vryste11ing in 
hartspier deur 2 meganismes gereguleer word: 

a) Inwendig gestoorde ca2+ word vrygestel gedurende die eerste 
100 msek. van die aksiepotensiaal. 

b) Voortgesette transport van Ca 2+ vanaf die oppervlakmembrane. 
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1.3.2.4 Hipotetiese model van eksitasie-kontraksiekoppeling in 
hartspier 

Fabiato en Fabiato {1979) het die volgende hipotetiese model 
voorgestel wat die meeste aanvaarbare moontlikhede insluit: 
Ca-stroom + 
draer bemiddel= 

Ekstra= 
sellull?re 
spasie 

H 

ruiling 

Ca-opname 

ca-ca­
vrystelling 

H 

Miofi lamente 

H 

Slag-tot­
slag Ca­
r e guleer= 
ing 

Mitochondria Sub-drempel} 
+ Ca-buffers ca-binding 

SR2 

Basale 
membraan 

Bo en behalwe die slag-tot-slag regulering van ca2+ deur die sar= 
kolerrrna en die SR, is daar ook ca2+-buffers in elke kompartement 
wat stadige ca2+-verskuiwings veroorsaak. Die ca2+-verskuiwings 
kan moontlik 'n rol speel in die krag: frekwensieverhouding. In 
die miofilament-kompartement is daar moontlik 'n klein hoeveelheid 
ca2+ wat aan die troponien en ander spierproteine gebind bly. 
Die klein hoeveelhede ca2+ is nie genoeg om spierkontraksie tot 
gevolg te he nie {sub-drempel). In die SR-kompartement is daar 
mitochondria en sekere SR2 fraksies wat slegs in staat is om 
stadige vrystelling of opname van ca2+ te gee . Die basale mem= 
braan van die sarkolemma kan ook as ca2+-buffer optree deur ca2+ 

te bind of vry te stel. 
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1.3.3 Probleme ondervind met hartspier sarkoplasmiese retikulum= 
preparate 

Dit is algemeen bekend dat die bereiding van 'n suiwer en aktiewe 
hartspier SR baie 1119eiliker is as die bereiding van skeletspier 
SR (Pretorius et al, 1969; Lighty & Bertrand, 1979). Die redes 
hi e rvoo r i s : 

a) Die hartspier SR is minder ontwikkel as skeletspier SR (Bloom 
& Fawcett, 1968). 

b) Kontaminasie van die SR preparaat deur ander organelle (veral 
mitochondria) lewer baie probleme (Pretorius et al, 1969). 

c) Die SR preparaat is onstabiel en die ca2+-opname vermoe van 
die hartspier SR neem vinnig af (Harigaya & Schwartz, 1969). 

Hierdie probleme van kontaminasie en onstabiliteit het tot gevolg 
dat baie varierende en teenstrydige resultate met hartspier SR 
verkry word. Dit het daartoe gelei dat die bereidingsmetode van 
hartspier SR nog nie gestandaardiseer is nie. Verskil lende meto= 
des is ontwikkel in 'n poging om die probleme te oorkom. 

Kontaminasie van die hartspier SR preparaat word grootliks deur 
mitochondria veroorsaak. Die hartspiersel bevat meer mitochondria 
as die skeletspiersel (Bloom & Fawcett, 1968). Kontaminasie deur 
mitochondria kan so hoog as 50% wees ( Pre tori us, 1972). 'n Toe= 
name in kontaminasie gaan gepaard met 'n daling in ca2+-opname 
(Lighty & Bertrand, 1979). Daar is deur verskeie werkers gevind 
dat die verlenging van die homogenisering daartoe lei dat kontami= 
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nasie van die SR preparaat toeneem. Lighty en Bertrand (1979) het 
gevind dat die verlenging van die homogenisering van 30 sekondes 
na 40 sekondes 'n opmerklike toename in mitochondriale kontamina= 
sie lewer. Volgens Katz en Repke (1973) lewer homogenisering van 
hartspier, mitochondriale vesikels wat elektronmikroskopies iden= 
ties vertoon aan hartspier SR en moet interpretasies van studies 
oor hartspier SR met versigtigheid benader word. Om die mitochon= 
dria te onderdruk word 5 mM NaN3 by die homogeniseringsmedium en 
reaksiemediums gevoeg (Harigaya & Schwartz, 1969). Ander struk= 
ture wat ook kontaminasie veroorsaak is lisosome, lisosoomensieme, 
T-buise en die sarkolemma (Katz et al, 1970). Onaktiewe kontami= 
nante dra by tot die lae aktiwiteit van hartspier SR deur die 
proteienkonsentrasie te verhoog, maar die aktiwiteit van die 
preparaat neem af (Repke & Katz, 1969). 

Die lae aktiwiteit van hartspier SR preparate veroorsaak baie 
probleme en maak dit moeilik om sinvolle eksperimentele resultate 
te verkry. Die aktiwiteit van die hartspier SR preparaat is slegs 
ongeveer 10% van die skeletspier SR aktiwiteit (Pretorius et al, 
1969). Volgens Carsten (1964) kan die oorsaak van die lae akti= 
witeit 'n vinnige verlies in aktiwiteit tydens die bereiding 
wees. Vrye vetsure is kragtige inhibeerders van die ca2+-trans= 
portsisteem (Masoro & Yu, 1970). Currie et al (1978) het direk 
na bereiding 'n baie hoe vrye vetsuur-konsentrasie in die SR 
preparaat gevind. Dit kan moontlik veroorsaak word deur lipied= 
hidrolise gedurende die bereiding. Die moontlikheid bestaan dus 
dat die vrye vetsure die ca2+-transportstelsel in die hartspier 
SR preparaat inhibeer. Albumien kan by die preparaat gevoeg 
word om die probleem te probeer oorkom. Die albumien bind aan 
die vrye vetsure (Masoro & Yu, 1970). Harte met baie epikar= 
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diale vet lewer 'n minder aktiewe SR preparaat (Katz & Repke, 
1967). Die lae aktiwiteit kan ook veroorsaak word deur kontami= 
nasie (Lighty & Bertrand, 1979). Volgens Bonnet et al (1978) is 
daar reeds direk na bereiding 'n groot deel van die SR vesikels 
wat nie deelneem aan die ca2+-opname proses nie. Dit kan wees 
omda t hierdie onaktiewe vesikels verkeerd georienteer is met die 
bi nne-membraan na buite of dat die vesikels lek. Die aktiewe 
vesikels kan met kalsiumfosfaat gelaai word en dan weer gesentri= 
fugeer word. Slegs die aktiewe vesikels neem kalsiumfosfaat op 
en swaai dus vinniger uit omdat dit swaarder is. Nadat die kal= 
siumfosfaat vrygestel is, is die SR preparaat wat verkry word 
aktiewer as die oorspronklike SR preparaat. Daar word _ook alge111een 

gebruik gemaak van gradientsentrifugering in 'n paging om 'n 
aktiewer SR preparaat te isoleer. 

Skeletspier SR preparate se ca2+-opname bly stabiel vir minstens 
'n week lank (Eletr & Inesi, 1972). In teenstelling hiermee is 
die hartspier SR baie onstabiel en die ca2+-opnamevennoe neem 
binne 1-4 dae af met 50% (Carsten, 1964; Scales & McIntosh, 
1968; Pre tori us et al , 1969). Die ons tabi l iteit van ha rtspi er 
SR is veral nadelig omdat die aanvangsaktiwiteit direk na berei= 
ding reeds so laag is. Daar kan dus nie lang reekse eksperimente 
uitgevoer word met dieselfde SR preparaat nie. Volgens Carsten 
(1964) kan die kontaminasie van die SR met bloed tydens die vroee 
stadium van bereiding, moontlik bydra tot die onstabiliteit. 
Verskeie metodes is probeer om die stabiliteit van die hartspier 
SR te verbeter. Askorbiensuur, sisteien en a11111oniumasetaat is 
deur navorsers by die preparate gevoeg om dit te probeer stabili= 
seer (Carsten, 1964; Maclennan, 1970). Gradientsentrifugering 
is ook al toegepas om 'n stabieler hartspierpreparaat te probeer 
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kry maar die SR opbrengs is baie min (Pretorius et al, 1969; 
Katz et al, 1970). Vol gens Katz et al (1970) help gradientsen= 
trifugering met sukrose nie veel nie en moet daar van liBr in 
hipertoniese sukrose (40%) gebruik gemaak word vir beter resulta= 
te. Volgens Pretorius et al (1969) en ook Repke en Katz (1969) 
is sukrose die mees effektiefste byvoegmiddel om die aktiwiteit 
van hartspier SR te preserveer. Sukrose het geen nadelige invloed 
op die hartspier SR-aktiwiteit nie, terwyl dit die SR stabiliseer 
en 'n groot vennindering van aziedsensitiewe ATPase-aktiwiteit 
(mitochondria) tot gevolg het (Katz & Repke, 1967). Pretorius en 
Malan (1974) het gevind dat 35% sukrose die halfleeftydperk van 
die hartspier SR van 15 na 60 uur verleng. Repke en Katz (1969) 
beweer dat die hipertoniese sukrose die stabilisering van die 
hartspier SR tot gevolg het, as gevolg van die inhibering van 
lisosoomkontaminante in die preparaat. 

In teenstelling hiennee is daar navorsers wat NaHco3 as berei= 
dingsmedium gebruik en beweer dat sukrose nadelig is vir die SR 
preparaat (Harigaya & Schwartz, 1969; Maclennan, 1970; Nayler 
et al, 1975). Maclennan (1970) beweer dat die aktiwiteit van 
gesuiwerde ATPase vinnig daal indien dit in sukrose geplaas word. 
Entman et al (1976) beweer dat indien die sukrosemetode gebruik 
word in plaas van die bikarbonaat-azied metode, die SR preparaat 
30% gekontamineer is met ander materiaal waarskynlik afkomstig 
van die sarkolerrma. Dit is dus duidelik dat daar wyd uiteenlopen= 
de bereidingsmetodes en tegnieke bestaan om die hartspier SR 
preparaat te probeer stabi liseer. 

Verskeie navorsers het al spesie-verski lle tussen di ere gevind 
wat hartspier SR ca2+-opname en ATPase betref (Harigaya & Schwartz, 
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1969; Nayler et al, 1975) . Hierdie verskille wat bestaan tussen 
diersoorte bemoeilik die vergelyking van eksperimentele resultate 
wat op verskillende diersoorte verkry is. 

Indien daar 'n reeks eksperimente met dieselfde hartspierpreparaat 
gedoen moet word, is dit nodig om heelwat hartspier te gebruik. 
Dit beteken dat groat hoeveelhede klein proefdiere gedood moet 
word of daar moet van grater diere gebruik gemaak word. Hierdie 
grater diere word normaalweg nie in laboratoriums aangehou nie en 
die navorser moet dan hartspierweefsel by 'n slagpale gaan kry. 
Hier kan tyd en temperatuur weer 'n nadelige invloed uitoefen op 
die sensitiewe en onstabiele hartspier SR. 

Lighty en Bertrand (1979) het gevi nd dat die tyd wat dit neem om 
die hartweefsel te verwerk kritiek is en net so kritiek is die 
tyd tussen homogenisering en die eerste sentrifugering. lndien 
daar tyd verlore gaan tydens die tydperke daal die ca2+-opname van 
die SR preparaat. 

Tydens die bereidingsproses moet daar gedurig in 'n koelkamer met 
'n temperatuur van 2-4°C gewerk word . Indien die preparaat tydens 
berei di ng kamertemperatuur nader word dit onaktief (Katz en Repke, 
1967). 

Die spierweefsel verkry van verskillende dele van die hart (atria 
en ventrikel) toon groat variasies wat aktiwiteit van SR betref 
(Morad & Goldman, 1973). Dit is dus duidelik dat die bereiding 
van hartspier SR en die uitvoer van eksperimente met die SR pre= 
paraat geweldig baie probleme kan oplewer. 
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1.4 Doel en motivering 

Uit die literatuurbespreking is dit duidelik dat daar 'n groot 
leemte bestaan oor die meganisme van eksitasie-kontraksiekoppeling 
in hartspier. In teenstelling met die goed geordende en beves= 
tigde model wat reeds opgestel is oor eksitasie-kontraksiekoppel= 
ing in die skeletspier, bestaan daar slegs enkele teenstrydige 
hipoteses oor die eksitasie-kontraksiekoppel ing in die hartspier. 
Eksperimentele resultate wat in die literatuur verskyn is teen= 
strydig en baie probleme word ondervind om nuwe kennis in te win 
oor die funksionering van hartspier SR. 

Voordat die oorsake van hierdie probleme nie opgelos word nie, sal 
daar nie gevorder word met navorsing op hierdie gebied nie en kan 
die resultate wat gepubliseer word nie as geloofwaardig beskou 
word nie. Na baie jare se navorsing oor die adenielsiklase van 
hartspier SR, verskyn 'n publikasie deur Katz en Oobovicnik {1979) 
waarin daar verklaar word dat die adenielsiklase wat opgemerk is 
in hartspier SR preparate van kontaminerende plasma-membrane af= 
komsti g is. 

Dit is dus noodsaaklik dat die probl eme van kontaminasie, lae 
aktiwiteit en onstabiliteit eers opgelos word, voor daar voort= 
gegaan kan word om ingewikkelde en sensitiewe studies op die hart= 

• spier SR uit te voer. 

In hierdie projek is daar gepoog om 'n suiwer en aktiewe hartspier 
SR preparaat te berei en dan die stabiliteit van hierdie preparaat 
te probeer verbeter . Oaar is gebruik gemaak van 'n anti-oksidant 
en 'n proteolitiese ensieminhibeerder wat by die reaksiemedium en 
preparaat gevoeg is. Uit die resul t ate is di t duidelik dat oksi= 
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dasie die grootste oorsaak is van die onstabiliteit van hartspier 
SR preparate. Die oksidasie vind tydens die stoorproses plaas en 
ook tydens die inkubasie en verhitting van die reaksiemedium. 
Deur die toevoeging van 'n anti-oksidant kan hierdie oksidasie 
onderdruk word soos in die projek gedoen is. Daar is ook gevind 
dat proteolitieseensiemein 'n mindere mate ook 'n bydrae lewer 
tot die onstabiliteit van die hartspier SR. Hierdie proteolitiese 
ensieme is ook onderdruk om 'n hartspier SR preparaat te lewer 
wat na 4 dae steeds 'n ca2+-opname lewer wat 89% is van die oor= 
spronklike ca2+-opname. In teenstelling met die gewone hartspier 
SR preparaat wat binne 1-3,5 dae 'n afname van 50% in aktiwiteit 
toon. 

Die bekamping van vrye vetsure in die hartspier SR preparaat deur 
die byvoeging van albumien, lewer addisionele eksperimentele 
probleme. Die invloed van vrye vetsure op die stabiliteit van die 
hartspier SR preparaat is dus nie tydens hierdie projek bepaal 
nie. 'n Beter tegniek moet ontwikkel word om die invl oed van 
vrye vets ure ui t te skake 1 . 

Daar is dus 'n begin gemaak om 'n tegniek te ontwikkel wat die 
stabiliteit van hartspier SR preparate grootliks kan verbeter. 
Met so 'n stabiele hartspier SR preparaat kan daar verdere navors= 
ing ~edoen word om meer oor die struktuur en funksionering van 
hartspier SR te wete te kom. 
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HOOFSTUK 2 

METODE EN MATERIAAL 

2.1 Bereiding van SR vesikels uit skeletspier 

Die witskeletspier wat van die agterbene van konyne verwyder is, 
is gebruik om die SR vesikels te berei . Die metode van Eletr en 
lnesi (1972) is met enkele wysigings gevolg. Nadat die konyn 
bewusteloos geslaan is met 'n harde hou agter die kop, word dit 
doodgemaak deur die karotis-arteries deur te sny. Sodra die 
konyn doodgebloei het, word die spier verwyder en in yskoue 
0,1 mM EDTA met pH=7, gewas. Oortollige vet- en bindweefsel word 
verwyder en 170 g fyngesnyde spier word in 500 ml medium 
1(10 mM MOPS; 10% sukrose; 0,1 mM EDTA, pH 7) in 'n Waring-homo= 
geniseerder gehomogeniseer. 

Homogenisering word vir 15 sekondes elke 5 minute vir een uur 
lank uitgevoer. Gedurende die homogenisering word klein hoeveel= 
hede 5% KOH byge voeg om die pH tussen 6,5 en 7,0 te hou. Die 
homogenaat word teen 15 000 g vir 20 minute gesentrifugeer. Hier= 
na word die supernatant deur 'n 2 cm dik l aag gaas gefiltreer om 
lae digtheid lipiede te verwyder. Die gefiltreerde supernatant 
word teen 40 000 g vir 90 minute gesentrifugeer . 

Die sediment wat so verkry word, word gehersuspendeer in 48 ml 
medium 2(10 mM MOPS; 0,6 M KCl, pH 7} deur middel van 'n glas 
homogeniseerder en geinkubeer vir 40 minute by 2-4°c. Inkubasie 
in 'n hoe konsentrasie KCl is noodsaaklik om die kontraktiele 
proteine op te los. Hierna word die preparaat teen 15 000 g vir 
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20 minute gesentrifugeer. Die boonste lagie supernatant bevat 
lae digtheid lipiede en word nie gebruik nie. Ook die onderste 
laag supernatant word weggegooi om kontaminasie met deeltjies van 
die sediment te voorkom. Die oorblywende supernatant word ge= 
sentrifugeer teen 40 000 g vir 90 m1nute en die finale sediment 
word in medium 3(10 mM MOPS; 30% sukrose, pH 7) gehersuspendeer 
Die hele prosedure word in 'n koelkamer uitgevoer by 2-4°C. 

2.2 Bereiding van SR vesikels uit hartspier 

Verskeie bereidingsmetodes is gevolg om die SR vesikels uit hart= 
spier te berei. 

2.2.1 Bereiding van hartspier SR vesikels volgens die metode van 
Eletr en Inesi (1972) 

Eletr en Inesi (1972) se metode vir die bereiding van skeletspier 
SR (Kyk par. 2.1, p. 28) is aangepas sodat hartspier SR berei kon 
word. 
bruik. 

Skaapharte wat van die lokale slagpale verkry is, is ge= 
Onmiddelik nadat die skaap doodgemaak is, word die hart 

verwyder en me.t ' n yskoue 0,9% NaCl-oplossing 9espoel om die 
bloed te verwyder. Vet- en bindweefsel word met 'n sker verwyder 
en 100 g fyngesnyde ventrikelspier word gehomogeniseer in 'n 
Waring-homogeniseerder in 500 ml medium 1(40 mM MOPS; 10% sukro= 
se; 0,1 mM EDTA, pH 7,2). Homogenisering word vir 10 sekondes 
elke minuut vir 3 minute herhaal. Na homogenisering is die homo= 
genaat se pH ongeveer 7. Verder stem die metode ooreen met die 
bereiding van skeletspier SR soos beskryf onder 2.1 buiten dat 
die 40 minute inkubasie periode weggelaat word. 
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2.2.2 Bereiding van hartspier SR vesikels volgens die metode van 
Harigaya en Schwartz (1969) soos aangepas deur Hicks et al (1979) 

'n Skaaphart word na verwydering in yskoue gedeioniseerde, glasge= 
distilleerde water gewas. Vet- en bindweefsel asook bloedvate 
word sover moontlik met 'n sker verwyder en 100 g ventrikelspier 
word in blokkies van ongeveer 1 g elk, gesny. Die fyngesnyde 
spier word in 500 ml medium bestaande uit 0,1 M NaHC03, pH 7,2 
gevoeg en met behulp van 'n Waring-homogeniseerder vir 10 sekon= 
des elke minuut vir 4 minute gehomogeniseer. Die homogenaat word 
teen 5 000 g vir 10 minute gesentrifugeer. Die supernatant word 
daarna deur 'n 2 cm dik laag gaas gefiltreer om lae digtheid 
lipiede te verwyder . Die gefiltreerde supernatant word dan teen 
5 000 g vir 20 minute gesentrifugeer en daarna word die superna= 
tant weer deur 'n 2 cm dik laag gaas gefiltreer. Die supernatant 
word hierna teen 27 000 g vir 30 minute gesentrifugeer. Die 
sediment word in 'n medium bestaande uit 0,6 M KCl en 40 mM MOPS, 
pH 7-7,2 gehersuspendeer en dan teen 27 000 g vir 30 minute ge= 
sentrifugeer. Die sediment word nou in 'n medium bestaande uit 
0,4 M sukrose en 40 mM MOPS, pH 7-7,2 finaal gehersuspendeer. 
Die hele prosedure word in 'n koelkamer by 2-4°C uitgevoer. 

2.2.3 Bereiding van hartspier SR vesikels volgens die metode van 
Lighty en Bertrand (1979) 

'n Skaaphart word direk na verwydering met yskoue gedeioniseerde, 
glasgedistilleerde water gewas en vet- en bindweefsel word ver= 
wyder. 125 g Ventrikelspier word fyngesny in 500 ml medium 
bestaande uit 10% sukrose en 40 mM Histidien-Tris, pH 7. Die 
spierweefsel word dan in 'n Waring-homogeniseerder vir 15 sekon= 
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des elke minuut vir 3 minute lank, gehomogeniseer. Die homogenaat 
word teen 650 g gesentrifugeer vir 5 minute en . die supernatant 
dan deur 'n 2 cm dik ·1aag gaas gefiltreer. Hierna word die super­
natant teen 23 300 g gesentrifugeer vir 15 minute. Die superna= 
tant wat so verkry word, word vervolgens teen 53 400 g vir 
30 minute gesentrifugeer. Die sediment word dan gehersuspendeer 
in 48 ml medium bestaande uit 10% sukrose en 10 mM Tris-HCl, pH 7. 
Hierna word 8,3 ml van die suspensie bo-op 30 ml 28% sukrose en 
10 mM Tris-HCl, pH 7, in 'n sentrifugebuis geplaas. Die gradTent 
word in 'n Beckman SW-27 rotor teen 54 400 g vi r 60 minute gesen., 
trifugeer. Orie bande word geisoleer (Diagram 3, p. 45). Die 
boonste band (Fraksie 5) bevat hoofsaaklik SR vesikels en word 
afgepi peteer. 

2.3 Bereiding van mitochondria uit hartspier 

Vir die bereiding van mitochondria is verskillende metodes wat in 
die l iteratuur beskryf is (Dransfeld et al, 1967; Gloster en 
Harris, 1969; Maisterrena et al, 1974), gekombineer en gewysig. 
'n Skaaphart word direk na die dier doodgemaak is, verwyder en 
gespoel met yskoue 0,1 mM EDTA, pH 7,4. Vet- en bindweefsel as= 
ook bloedvate word met behulp van 'n sker vanaf die ventrikels 
verwyder. 70 g Ventrike·lspier word fyngesny en in 500 ml medium 
besta.ande uit 40 mM MOPS; 0,1 mM EDTA en 10% sukrose, pH 7,4 
gevoeg. Die weefsel word vervolgens in 'n Waring-homogeniseerder 
vir 10 sekondes elke minuut vir 3 minute, gehomogeniseer. Hiema 
word die homogenaat teen 1 600 g vir 10 minute gesentrifugeer en 
die supernatant word deur 'n 2 cm dik laag gaas gefiltreer. Die 
gefiltreerde supernatant word teen 15 000 g vir 20 minute gesen= 
t rifugeer. Hierna word die sediment in 500- ml van dieselfde 
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medium gehersuspendeer en die sentrifugering word herhaal teen 
15 OOOgvir 20 minute. Die hersuspendering word i n dieselfde me= 
dium herhaal en daarna teen 15 000 g vir 20 minute gesentrifugeer. 
Die sediment word daarna in 'n medium bestaande uit 10 rnM MOPS 
en 30% sukrose, pH 7,2 gehersuspendeer. Die hele proses word 
uitgevoer by 2-4°c. 

2.4 Proteienbepalings gedoen met behulp van twee verskillende 
metodes 

2.4.1 Biuret proteienbepaling {Gornall et al, 1949) 

Die biuretreagens bevattende 6 rrM kopersulfaat {Cuso4•5H20), 
21 mM kaliumnatriumtartraat (KNaC4H4o6-4H2o) en 0,75 M NaOH word 
gemeng in 'n 4: 1 verhouding met die SR suspensie. Die prepa= 
raat word vir 30 minute gelaat vir volledige kleurontwikkeling 
voor die monster gelees word teenoor 'n blanko by 555 mµ. Die 
proteienkonsentrasie word bepaal met behulp van 'n proteien= 
standaardkrorrrne wat verkry is met behulp van verskillende konsen= 
trasies albumien. 

2.4.2 Proteienbepaling vol~ens die Folinmetode (Lowry et al, 
1951) 

Die volgende. oploss ~ngs.. word opgemaak: 

dplossing 1: 190~mM Naco3 
100 rnM NaOH 

Oplossing 2: · 430 rnM natriumtartraa t 
Oplossing 3: 20 rnM kopersulfaat 

32 



Oplossings 1, 2 en 3 word in die verhouding van 50: 1: 1 gemeng 
om oplossing 4 te kry. By 5 ml van oplossing 4 word 0,1 ml SR 
monster of blanko gevoeg en geinkubeer by 37°c vir 3 minute. 
0,5 ml Phenolreagens word bygevoeg en verder geinkubeer vir 
20 minute. Die optiese digtheid word by 700 ITlJJ gelees en vergelyk 
met 'n serum albumien standaard. 

2.5 Bepaling van die ATPase-aktiwiteit van skeletspier- en hart= 
spier SR 

2.5.1 ATPase-aktiwiteit van skeletspier SR 

Die ATPase-aktiwiteit is bepaal in die volgende medium: 
20 mM MOPS, pH 7; 0,4 nt,1 EGTA; BO mM KCl; 5 nt'1 MgC12 en 0,3 mg 
SR proteien/ml by 25°C . Geen CaC1 2 word bygevoeg nie en die 
Mg2+-afhanklike ofbasiese ATPase-aktiwiteit word begin deur 5 mM 
ATP by die medium te voeg. Monsters word op 1, 3 en 5 minute na 
aanvang van die reaksie geneem. Die monsters word onmiddelik by 
'n gelyke volume yskoue 10% TCA gevoeg om die reaksie te stop. 
Op 6 minute word 0,3 mM Cac1 2 by die medium gevoeg om di e ca2+­
afhanklike ATPase te aktiveer. Monsters word op 7, 9, 11, 13 en 
15 minute geneem en by gelyke volumes TCA gevoeg. Nadat die 
monsters vir minstens 10 minute in 'n ysbad gelaat is, word di t 
vir 20 minute gesentrifugeer. Die hoeveelheid Pi gevonn in elke 
monster word deur die metode van Fiske en Subbarow (1925) bepaal 
as aanduiding van die ATPase-aktiwiteit. 1 ml Supernatant word 
by 4,0 ml 0,4 N H2so4; 0,4 ml 2,5% alll!loniulllllOlibdaat en 0,2 ml 
ANSA gevoeg en gelaat vir 30 minute. Hierna word die monster ge= 
lees teenoor 'n blanko by 700 ITlJJ . 
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Die blanko bevat 0,5 ml 10% TCA en 0,5 ml H2o in plaas van 1 ml 
supernatant. ANSA (Fiske-Subbarow reagens) bestaan uit 0,5 g 
droe ANSA poeier opgelos in 195 ml . 15% NaHS03 en 5 ml 20% Na2so3. 

2.5.2 ATPase-aktiwiteit van hartspier SR 

Die ATPase-aktiwiteit is bepaal in die volgende medium: 

20 mM MOPS, pH 7,2; 0,1 mM EGTA; 80 mM KCl; 5 mM MgC1 2; 
5 mM NaN3 (om mitochondriale ATPase-aktiwiteit .te onderdruk; 
Bielawski & Lehninger, 1966; Katz et al, 1970; Entman et al, 
1973) en 0,1 mM Cacl 2. Temperatuur 37°C. Die prosedure gevolg 
stem verder ooreen soos in 2.5.1 beskryf. 

2.6 Bepaling van die ATP-afhankl ike ca2+-opname van skelet- en 
hartspier SR 

Die ATP-afhanklike ca2+-opnames van skelet- en hartspier SR is 
bepaal. In hierdie projek is alle ca2+-opnames gedoen in afwesig= 
heid van anione soos oksalaat. Die ca2+-opname waarna verwys word 
stem dus ooreen met die ca2+-binding wat in die literatuur beskryf 
word. 

2.6.1 ATP-afhanklike ca2+-opname van skeletspier SR 

ca2+-opname is uitgevoer by 25°c in 'n medium bestaande uit 20 nt-1 
45 MOPS, pH 7,2; 0,1 mM EGTA; 0,1 mM Ca-CaC1 2; 120 nt-1 KCl; 

2,5 mM MgC1 2 en 0,2-0,3 mg SR proteien/ml. Die opname is begin 
deur die byvoeging van 2,5 mM ATP. Na 5, 10, 30, 60 en 120 sekon= 
des is monsters geneem en die opnameproses is beeindig deur milli= 
pore-filtrering. Die ca2+ wat nie opgeneem is nie is bepaal deur 
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middel van vloeistofsintillasietelling. 

2.6.2 ATP-afhanklike Ca 2+-opname van hartspier SR 

ca2+-opname van hartspier SR is uitgevoer by 37°c en in die 
vo 19ende medium: 20 mM MOPS, pH 7_,2; 0 ,025 mM EGTA; 0 .025 mM 
45ca-CaC1 2; 120 mM KCl; 2,5 mM MgC1 2 en 0,2-0,3 mg SR protefen/ 
ml. Di e opname is begi n deur die byvoeging van 2,5 rrM ATP. Die 
prosedure gevolg stem verder ooreen soos in 2.6.1 beskryf. 

2.7 Gel-elektroforese 

Die SR proteien is opgelos deur 0,05 mg proteien by die volgende 
mengsel te voeg: 

0,02 ml Tris-natriumasetaat buffer, pH 7,4 
0,05 ml 4% SOS 
0, 71 ml H2o 
Die mengsel is vir 5 minute gekook . Na die kookproses is dit goed 
afgekoel en is 0,02 ml 0,1 MOTT bygevoeg om oksidasie te verhoed. 
Elektroforese is uitgevoer in skeidingsgelle wat 7% akrilamied; 
2,63% bisakrilamied; 4,5% Tris; 0,03% Terned; 0,11 M HCl; 
0,1% SOS en 0,07% a11111oniumpersulfaat bevat met 'n finale pH 7,4. 
Pakgelle bevat 4% akri lamied; 1,2% Tris; 0,09% Terned; 0,11 M 

HCl; 0,0008% Riboflavien en 8% sukrose. Die buffer bevat 1% 
Tris; 0,328% Natriumasetaat en 0,2% SOS met 'n finale pH 7,4 . 
Pironien Y geel kleurstof is as merker gebruik en ' n stroom van 
3mA/gel is gebruik . Na ongeveer 15 uur van elektroforese is die 
gelle oornag gefikseer i n 50% TCA. Daarna is die gelle vir 5 uur 
gekl eur met Coomass ie-helder-blou R opgelos i n 20% metanol en 
20% TCA. Die gelle is ontkleur in 20% metanol en 5,6% asynsuur . 
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Elektroforesepatrone is van die gelle getrek met behulp van 'n 
Joyce Loebe 1 "Chromos can" densitometer. 

2.8 Bepaling van die invloed van 1 mM PMSF op proteolitiese en= 
siem-aktiwi teit 

Die metode gevolg vir die bepaling van proteolitiese ensiem-akti= 
witeit is soos beskryf deur Bergmeyer (1974). As substraat is 
kaseien gebruik met pronase as proteolitiese ensiem. Pronase­
aktiwiteit is bepaal op tyd 10, 25 en 45 minute nadat die reaksie 
begin is. Om die invloed van PMSF op die pronase-aktiwiteit te 
bepaal is 'n tweede reeks gedoen met 1 mM PMSF in die reaksiemedim. 

2.9 Chemikaliee 

Daar is deurgaans gebruik gemaak van analitiese graad chemikaliee 
met Merck of BDH handelsmerke, behalwe BHT wat van Bayer verkry 
is. Radioaktiese 45ca is verkry vanaf New Engl and Nuclear en 
Aquagel sintillasie-vloeistof is gebruik. Gedeioniseerde, dubbel 
glasgedisti lleerde water is deurgaans gebruik . 

2.10 Statistiese verwerkings 

Standaard afwykings i s bepaal met behulp van die volgende verge= 
lyking: 

2 
L X - n 

n-1 
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Liniere regressiepassings is gedoen met behulp van die volgende 
vergelyki ngs: 

ilii_ 
n 

Die korrelasie koeffisient r2 
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H00FSTUK 3 

RESULTATE 

Uit die literatuur is dit duidelik dat daar baie probleme onder= 
vind word met hartspier SR preparate. Hartspier SR preparate is 
baie onstabieler as skeletspier SR preparate en navorsers het 
gevind dat die hartspier SR se ca2+-opname vennoe binne 1-3,5 dae 
na bereiding met 50% afneem (Carsten, 1964; Scales & McIntosh, 
1968; Pretorius et al, 1969; Lighty & Bertrand, 1979). 

'n Tweede probleem wat ondervind word is kontaminasie van die 
hartspier SR preparaat deur ander selorganelle veral mitochondria 
(Katz & Repke, 1967; Fuchs et al, 1968; Pretorius et al, 1969; 
Katz et al, 1970). Pretorius (1972) het gevind dat die kontami= 
nasie so hoog as 50% kan wees. Voordat navorsing gedoen kan word 
om meer in verband met die struktuur en funksie van hartspier SR 
te wete te kom, moet 'n suiwer en stabiele preparaat verkry word. 
Verskeie bereidingsmetodes is in die literatuur beskryf in 'n 
paging om die probleme van onsuiwerheid en onstabiliteit te oor= 
kom (Katz & Repke, 1967; Harigaya & Schwartz, 1969; Pretorius 
et al, 1969; Katz et al, 1970; Solaro & Briggs, 1974; Lighty & 
Bertrand, 1979). 

Enkele van hierdie bereidingsmetodes is gebruik om vas te stel 
watter metode die aktiefste en suiwerste SR preparaat lewer . 
Tydens die bereiding van die hartspier SR vol gens die verskillende 
metodes is ook verskillende fraksies versamel om vas te stel waar 
daar moontlik SR vesikels verlore gaan. Die ATPase-aktiwiteit en 
ca2+-opname van hierdie fraksies is bepaal. Daar is ook elektro= 
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forese uitgevoer met die verskillende fraksies en skeletspier SR 
om die suiwerheid en ATPase-inhoud te kan vergelyk. 

3.1 Hartspier SR berei volgens verskillende metodes 

3.1.1 Hartspier SR berei volgens die metode van Eletr en Inesi 
(1972) 

3.1.1.1 ATPase-aktiwiteit van fraksies versamel tydens die be= 
reiding van hartspier SR volgens die metode van Eletr en Inesi 
(1972) 

ATPase-aktiwiteit van fraksies 1, 3, 3a en 5 is bepaal om vas te 
stel hoeveel ATPase verlore gaan tydens die bereiding van die 
hartspier SR (Fig . 1). ATPase-aktiwiteit van die ander fraksies 
is nie bepaal nie aangesien die proteien inhoud daarvan baie laag 
was. Daar is gevind dat fraksie 5 (SR) die hoogste ATPase-akti= 
witeit besit met 'n ca2+-gestimuleerde ATPase-aktiwiteit van 0,35 
mikromol Pi/mg SR proteien/min. Hierna volg fraksie 3(0,26 mikro= 
mol Pi/mg proteien/min.) en dan fraksie 3a (0,21 mikromol Pi/mg 
proteien/min.) Fraksie 1.het die laagste aktiwiteit (0,09 mikro= 
mol Pi/mg proteien/min.) . 

3.1.2 Hartspier SR berei volgens die metode van Harigaya en 
Schwartz (1969) 

3.1.2.1 ATPase- aktiwiteit van fraksies versamel tydens die be= 
reiding van hartspier SR vol gens die metode van Harigaya en 
Schwart, (1969) 

Die ATPase-aktiwiteit is bepaal van fraksies 1, 2, 3, 4 en 5 (SR) 
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100 g Fyngesnyde 
hartspier 

. 'i/ 
Homogen1seer (3xl0 sek.) 

Sentri fugeer 
(15 000 g vir 20 min.) 

\;/, 

> Supernatant 

Fraksie 1 
Sentri fugeer 
(40 000 g vir 90 min.) 

>I 

Hersuspe"deer <-B­
Sentri fugeer 

Fraks ie 2 

(15 000 g vir 20 min.) 

':v 

Fraksie 4~ Sentrifugeer > ( 40 000 g vi r 90 mi n . ) 

Fraksie 3 
Fraksie 3a 

;{I 

Totale bereidingstyd: 375 min. 

r1- Fraksie 6 

' ~ Fraksie 5 (SR} 

Diagram 1: Diagram van die bereiding van hartspier SR volgens 
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die metode van Eletr & Inesi (1972). (Verskillende 
fraksies wat versamel is word aangetoon) . Die metode 
is volledig in par. 2.2.1, p. 29 beskryf. 



0 I 2 J 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

TYD (llln.) 

Figuur 1: ATPase-aktiwiteit van fraksies versamel tydens die 

bereiding van hartspier SR volgens die metode van 

Eletr en lnesi . Reaksiemedium: 20 rrf,1 MOPS. pH 7,2; 

0,1 mM EGTA; 80 mH KCl; 5 mH MgC1 2; 5 mH NaN3 en 

0,3 mg proteien/ml. Die reaksie is begin met 5 mH 

ATP en na 6 minute is 0,1 mH cac1 2 bygevoeg. Tern= 

peratuur 37°c. Die volgende fraksies is gebruik: 

Fraksie 1 (A); Fraksie 3 (0); Fraksie 3a (e) en 

Fraksie 5 (e ). (Kyk Diagram 1, p. 40 ). 
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(Fig. 2). Fraksie 5 (SR) besit die hoogste ATPase-aktiwiteit nl 
0,21 mikromol Pi/mg SR proteien/min. wat heelwat laer is as die 
ATPase-aktiwiteit van fraksie 5 van die metode van Eletr en Inesi. 
Fraksies 1, 2, 3 en 4 se ATPase-aktiwiteit is op grand van stan= 
daard afwykings beduidend laer as fraksie 5. ca2+-gestimuleerde 
ATPase-aktiwiteit van fraksies is as volg: Fraksie 1(0,09 mikro= 
mol Pi/mg proteien/min . ); fraksie 2(0,08 mikromol Pi/mg proteien/ 
min.); fraksie 3(0,03 mikromol Pi/mg proteien/min.) en fraksie 
4(0,08 mikromol Pi/mg proteien/min.). 

3.1.3 Hartspier SR berei volgens die metode van Lighty en 
Bertrand ( 1979) 

3.1.3.1 ATPase-aktiwiteit van fraksies versamel tydens die berei= 
ding van hartspier SR volgens die metode van Lighty en Bertrand 
(1979) 

ATPase-aktiwiteit van fraksies 1, 2, 5 (SR) en 8 is bepaal 
(Fig. 3). ATPase-aktiwiteit van die ander fraksies is nie bepaal 
nie as gevolg van die lae proteien inhoud daarvan. Daar is byna 
geen verskil tussen die ATPase-aktiwiteit van fraksie 5 (SR) en 
fraksie 8 nie. Beide het 'n ca2+-gestimuleerde ATPase._aktiwiteit 
van 0,18 mikromol Pi/mg proteien/min. Op grand van standaard 
afwykings bestaan daar wel beduidende verskille tussen die ATPase­
aktiwiteit van fraksies 5, 1 en 2. ca2+-gestimuleerde ATPase­
aktiwiteit van ~raksie 1 is 0,17 mikromol Pi/mg proteien/min. en 
die van fraksie 2 is 0,07 mikromol Pi/mg proteien/min. 

3.1.4 ca2+-opname van fraksies versamel tydens die bereiding van 
hartspier SR volgens die verskillende bereidingsmetodes 
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100 g Fyngesnyde 
hartspier 

Homogeni seeiY'(4xlO sek.) 

Sentri fugeer 
(5 000 g vir 10 min.) 

':v 

;> Supernatant 

Fraksie 1 Sentrifugeer 
(5 000 g vir 20 min.) 

":v 

Supernatant <:,_ 
Sentrifugeer . 

(27 000 g vir 30 min.) Fraksie 2 

\v'. 

Fraksie 3 -11 
~> Hersuspendeer 

Sentri fugeer 
(27 000 g vir 30 min.) 

Fraksie 4 

Fraksie 5 (SR} 
Totale bereidingstyd: 215 min. 

j 
Diagram 2: Diagram van die bereiding van hartspier SR volgens 

die metode van Harigaya & Schwartz (1969). (Verskil­
lende fraksies wat versamel is word aangetoon) . Die 
metode is volledig in par. 2.2 .2, p. 30 beskryf. 
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Figuur 2: ATPase-aktiwiteit van fraksies versamel tydens die 
bereiding van hartspier SR volgens die metode van 
Harigaya en Schwartz. Reaksiemedium: 20 mM MOPS, 
pH7,2; O,lmMEGTA; 80mMKCl; 5mMMgCJ 2; 
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5 mM NaN3 en 0,3 mg proteien/ml. Die reaksie is begin 
met 5 mM ATP en na 6 minute is 0,1 mM CaC1 2 bygevoeg. 
Temperatuur 37°c. Die volgende fraksies is gebruik: 
Fraksie 1 (6); Fraksie 2 (•); Fraksie 3 (0); 

Fraksie 4 (e) en Fraksie 5 (e). (Kyk Diagram 2, p. 43). 



125 g Fyngesnyde 

ha,T;" 

Homogeniseer (3x15 sek . ) 

Sentri fugeer 
(650 g vir 5 min.) 

YI 

Sentri fugeer Fraksie 1 r :> Supernatant 

(23 300 g vir 15 min . ) 
':v, 

Supernatant <__] 
Sentrifugeer , ~ Fraksie 2 

(53 400 g vir 30 min.) 
':v. 

Fraksie 3 ~ 
Fraksie 4 

:> Hersuspendeer en 
plaas op gradient 

Sentrifugeer 
(54 400 g vir 60 min.) 

10% Sukrose -c~~ 

{ 

:i} Fraksie 5 (SR) 
28% Suk rose ;-y} Fraksie 6 

-{ } Fraksie 7 
Fraksie 8 

Totale bereidingstyd: 235 min. 
Diagram 3: Diagram van die bereiding van hartspier SR volgens 

die metode van Lighty & Bertrand (1979). (Verskil­
lende fraksies wat versamel is word aangetoon). Die 
metode is volledig in par. 2.2.3, p. 30 beskryf. 
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Figuur 3: ATPase-aktiwiteit van fraksies versamel tydens die be= 
reiding van hartspier SR volgens die metode van Lighty 
en Bertrand. Reaksiemedium: 20 rrM MOPS, pH 7,2; 
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0,1 mM EGTA; BO rrM KCl; 5 mM MgCl 2; 5 mM NaN3 en 
0,3 mg proteien/ml. Die reaksie is begin met 5 mM ATP 
en na 6 minute is 0,1 mM CaCl 2 bygevoeg. Temperatuur 
37°c. Die volgende fraksies is gebruik: Fraksie 1 (~); 
Fraksie 2 (•); Fraksie 5 (e) en Fraksie 8 (o). (Kyk 
Diagram 3, p. 45 ). 



ca2+-opname is gedoen met die fraksie 5 {SR} van al drie die me= 
todes. ca2+-opname is bepaal op tyd 5, 10, 30, 60 en 120 sekondes 
na die toevoeging van ATP. Op grond van sta.ndaard afwykings is 
vasgestel dat die SR berei met die metode vain Eletr en Inesi ' n 
beduidend hoer ca2+-opname gee as die SR ber~i met die ander twee 
metodes (Fig. 4). Die SR verkry met die met:ode van Harigaya en 
Schwartz lewer 'n hoer ca2+-opname as die SR verkry met die 
metode van Lighty en Bertrand, maar die vers.kil is nie beduidend 
nie. 

2+ Ca -opnames van die verskillende fraksies is ook bepaal op tyd 
120 sekondes na die toevoeging van ATP. In tabel 1 word die op= 
names van die verski llende fraksi es getoon s,owe 1 as die ca2+ -ge= 
stimuleerde ATPase-aktiwiteit. Daar bestaan1 'n goeie ooreenkoms 
tussen die ca2+-opname en die ATPase-aktiwit:eit van elke fraksie. 

Tabel 1 
ATPase-aktiwiteit en ca2+-opnames van fraksies versamel tydens die 
verskillende bereidingsmetodes 

Bereidingsmetode Fraksie ATPase-aktiwiteit Ca2+-opname 
( mi k romo 1 P'i /mg n mol ca2+;mg proteien/mi n.) oroteien 

Eletr en Inesi 1 0,09 0,1 
3 0,26 3,6 
3a 0,21 2,5 
5 0,35 26 ,8 

Harigaya en Schwartz 1 0,09 4,41 
2 0,08 1,2 
3 0,03 0,0 
4 0,00 0,0 
5 0,21 13,02 

Lighty en Bertrand 1 0,17 0,8 
2 0,07 1,8 
5 0,18 9,1 
8 o, 18 3,8 
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FIGUUR 4: ca2+-opname van fraksies 5 (SR) verkry tydens die be= 
reiding van hartspier SR volgens die verskillende 
bereidingsmetodes. Reaksiemedium: 20 mM MOPS, pH 7,2; 
0,025 mM EGTA; 0,025 mM 45ca-CaC1 2; 120 mM KCl; 
2,5 mM MgC1 2 en 0,2-0,3 mg SR proteien/ml. Die ca2+_ 
opname is begin deur die byvoeging van 2,5 mM ATP. 
Temperatuur 37°c. Bereidingsmetodes: Eletr en Inesi 
(•); Harigaya en Schwartz (o); Lighty en Bertrand (e). 
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3.1.5 Vergelyking van die elektroforesepatrone van hartspier SR 
verkry met behulp van die verskillende bereidingsmetodes 

Elektroforese is uitgevoer op die hartspier SR verkry met versldl= 
lende bereidingsmetodes sodat die suiwerheid van die hartspier SR 
preparate vergelyk kon word (Fig. 5). Goeie ooreenkomste bestaan 
tussen die verskillende hartspier SR preparate. Om die suiwerheid 
van die verskillende SR preparate te vergelyk is die hoeveelheid 
ATPase as% van die totale hoeveelheid proteien in elke preparaat 
uitgedruk. Die SR (fraksie 5) berei volgens die metode van Eletr 
en Inesi, bevat 31,4% ATPase en 68,6% ander proteine. Elektrofore= 
se is ook uitgevoer op al die ander fraksies versamel soos aange= 
dui in Diagram 1. Die ATPase van al die fraksies behalwe fraksie 
5 is bymekaar getel en uitgedruk as % van die totale hoeveelheid 
proteien in die fraksies. In hierdie fraksies is gesamentlik 10,9% 
ATPase en 89,1% ander proteine. Die hartspier SR (fraksie 5) 
berei volgens die metode van Harigaya en Schwartz bevat 14,8% 
ATPase en 85,2% ander proteine. Die fraksies versamel soos aange= 
dui in Di agram 2 (behalwe fraksie 5) bevat gesamentlik 8,8% ATPase 
en 91 , 2% ander proteine. Die hartspier SR (fraksie 5) berei 
volgens die metode van Lighty en Bertrand bevat 11,8% ATPase en 
88,2% ander proteine. Die fraksies versamel soos aangedui in 
Diagram 3 (fraksie 5 uitgesluit) bevat gesamentlik 22,6% ATPase 
en 77,4% ander proteine. Die metode van Eletr en Inesi lewer dus 
'n SR wat meer ATPase bevat as die ander twee metodes en min 
ATPase gaan verlore in die fraksies wat nie gebruik word nie. Die 
metode van Harigaya en Schwartz lewer die helfte minder ATPase. 
Die metode van Lighty en Bertrand lewer die minste ATPase van 
die drie metodes. Groot hoeveelhede ATPase gaan met die metode 
van Lighty en Bertrand verlore in die ander fraksies. 
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Figuur 5: Vergelyking van die elektroforesepatrone van hartspier SR 
verkry met behulp van verskillende bereidingsmetodes. 
Elektroforese is uttgevoer volgens die rnetode beskryf in 
paragraaf 2. 7. Hartspier SR berei vol gens die volgende 
metodes is gebruik: Metode van Eletr en Inesi ( -- ); 
metode van Harigaya en Schwartz (-- --) en die rnetode 

van Lighty en Bertrand(-------). 



Die elektroforesepatrone van hartspier SR en skeletspier SR verkry 
tydens hierdie proj ek toon goeie ooreenkomste met die elektrofo= 
resepatrone verkry deur Fanburg en Matsushita (1973). Fanburg en 
Matsushita het die posisie van die ATPase in die elektroforese= 
patroon bew;s deur die opname van 32P-ATP. Daar kan dus met 
redelike sekerheid gese word dat die proteien wat tydens hierdie 
projek as ATPase aanvaar is , wel die ATPase is . 

3. 1.6 Vergelyking van die elektroforesepatrone van hartspier SR 
en skeletspier SR 

Die elektroforesepatroon van die skeletspier SR preparaat toon 'n 
relatief suiwer SR preparaat met min ander kontaminerende proteine 
(Fig. 6). Die ATPase, M55-en M45-proteine word duidelik aange= 
toon . Die ATPase maak volgens die elektroforesepatroon 83% uit 
van die skeletspier SR. Die elektroforesepatroon van die hart= 
spier SR preparaat toon duidelik d~t daar meer vreemde proteine 
teenwoordig is as by die skeletspier SR (Fig. 6) . Die hartspier 
SR preparaat bevat 31,4% ATPase en 68,6% ander proteine. 

3.1.7 Vergelyking van die elektroforesepatrone van hartsp ier SR 
en mitochondria 

Oaar is wel ooreenkomste maar ook verskille tussen die elektro= 
foresepatrone van hartspier SR en mitochondria (Fig. 7). 

3.2 Bekamping van kontaminasie in die ha rtspie r SR preparaat ver= 
oorsaak deur mitochondria en ander chemiese faktore 
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Figuur 6: Vergelyking van die elektroforesepatrone van skeletspier SR en 
hartspier SR. Elektroforese is uitgevoer volgens die metode 
beskryf in paragraaf 2.7. Soliede lyn: harts pier SR; 
gebroke lyn: skeletspier SR. 
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Fi guur 7: Verge lyki ng van die el ektroforesepatrone van ha rtspi er SR en 

mitochondria. Elektroforese is uitgevoer volgens die metode 

beskryf in paragraaf 2. 7. Soliede lyn: hartspier SR; 

gebroke lyn: mitochondria. 



3.2.1 Bekamping van mitochondriale-aktiwiteit deur NaN 3 

NaN 3 is 'n sterk inhibeerder van mitochondriale ATPase en ca2+­
opname. Dit word algemeen gebruik in die literatuur om mitochon= 
driale-aktiwiteit in SR preparate te onderdruk (Entman et al, 1973). 
Die invloed daarvan op die SR is ondersoek. 

3.2.1.1 Invloed van NaN3 op skeletspier SR ATPase-aktiwiteit 

Om vas te stel watter invloed NaN3 het op skeletspier SR ATPase 
is verski llende konsentrasies by die reaksiemediums gevoeg 
(2,5 mM; 5 mM; 7,5 mM en 10 mM). Die teenwoordigheid van NaN3 
het geen invloed op die ATPase-aktiwiteit nie (Fig . 8) . Mitochon= 
dria is dus nie verantwoordelik vir enige bydrae tot die ATPase­
aktiwitei t ni e. 

3.2.1.2 Invloed van NaN 3 op skeletspier SR ca2+-opname 

Die volgende NaN3-konsentrasies is by die reaksiemedium gevoeg: 
2,5 mM ; 5 mM; 7,5 mM en 10 mM. Die laer NaN 3-konsentrasies het 
byna geen invloed op die ca2+-opname nie en slegs by 10 mM NaN3 
is op grond van standaard afwykings 'n beduidende afname (28%) in 
ca2+-opname gevind {Fig. 9). 

3.2.1.3 Invloed van NaN 3 op hartspierSR ATPase-aktiwiteit 

5 mM NaN3 is by die reaksiemedium gevoeg. Daar is gevind dat geen 
beduidende verskil in ATPase-aktiwiteit voorkom wanneer 5 mM NaN 3 
by die reaksiemedium gevoeg word nie (Fig 10). 
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Figuur 8: Invloed van NaN3 op skeletspier SR ATPase-aktiwiteit. 
Reaksiemedium: 20 mM MOPS, pH 7,2; 0,4 mM EGTA; 
80 mM KCl; 5 nM MgC1 2; 0,1% Triton X-100 en 0,3 mg 
SR proteien/ml. Die reaksie is begin met 5 mM ATP en 
na 6 minute is 0,3 mM CaC1 2 bygevoeg. Temperatuur 
25°c. Die volgende konsentrasies NaN3 is gebruik: 
Kontrole, 0 mM (e); 2,5 mM (o); 5 mM (e); 7,5 mM (A) 

en 10 mM (•). 
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Figuur 9: Invloed van NaN 3 op skeletspier SR ca2+-opname. 
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Reaksiemedium: 20 mM MOPS, pH 7,2; 0,1 mM EGTA; 
O, 1 mM 45ca-CaC12; 120 mM KCl; 2,5 mM MgC1 2 en 
0,2-0,3 mg SR proteien/ml. Die ca2+-opname is begin 
deur die byvoeging van 2,5 mM ATP. Temperatuur 25°c. 
Die volgende konsentrasies NaN3 is gebruik: Kontrole, 
0 mM (e ); 2,5 mM (o); 5 mM (e); 7,5 mM (A) en 
10mM(4). 
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Figuur 10: Invloed van 5 mM NaN3 op hartspier SR ATPase-aktiwiteit. 
Reaksiemedium: 20 mM MOPS, pH 7,2; 0,1 mM .EGTA; 
80 mM KCl; 5 mM MgC1 2 en 0,3 mg SR protei'en/ml. Die 
reaksie is begin met 5 mM ATP en na 6 minute is 0,1 mM 
CaC1 2 bygevoeg. Temperatuur 37°C. Kontrole (•) en 
5 mM NaN3 (e). 
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3.2.1.4 Invloed van NaN3 op hartspier SR ca2+-opname 

Die volgende NaN3- konsentrasi es i s by die reaks i emedium gevoeg : 
2,5 mM; 5 mM; 7 ,5 mM en 10 mM. ca2+-opname is bepaal op tyd 
120 sekondes na toevoeging van 2,5 mM ATP. 'n Afname {23%) in 
ca2+-opname is gevind met 2,5 mM NaN3 in die reaksiemedium. Met 
die hoer NaN3- konsentrasies (5 mM; 7,5 mM en 10 mM) is geen 
verdere afname in ca2+-opname gevind nie (Fi g. 11). 

3.2.2 Bekamping van proteolitiese ensiem-aktiwiteit deur PMSF 

3.2.2.1 Invloed van PMSF op die proteolitiese ensiem pronase 

Farney en Gold (1963) het gevind dat PMSF 'n groot inhiberende 
invloed op proteolitiese ensieme het. Om hierdie bevindings te 
staaf is die aktiwiteit van pronase bepaal en die invloed van 
PMSF daarop vasgestel. Daar is gevind dat die aktiwiteit van 
pronase sterk geinhibeer word deur 1 mM PMSF en ' n afname van 85% 
in pronase-aktiwiteit is gekry {Fig. 12). 

3.2.2.2 Invloed van PMSF op skeletspier SR ATPase-aktiwiteit 

PMSF i s opgelos in etanol en om die invloed van etanol alleen op 
di~ ATPase-aktiwiteit te bepaal, is 'n reeks gedoen met verskil = 
lende konsentrasies etanol (0,01-10%). Die etanol het 'n inhi= 
berende i nvloed op die ATPase-aktiwiteit vanaf ' n etanol-konsen= 
trasie van 0,01%. 'n Geleidel ike dal ing in aktiwiteit word 
waargeneem met geen skielike afname by die hoogste konsentras i e 
etanol nie (Fig. 13). In teenwoordigheid van lae konsentrasies 
PMSF (0,01 mM; 0, 1 mM en 1,0 mM opgelos i n 0,01; 0, 1 en 1% 
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Figuur 11: Invloed van NaN3 op hartspier SR ca2+-opname. 
Reaksiemedium: 20 mM MOPS, pH 7,2; 0,025 mM EGTA; 
0,025 mM 45ca-CaC1 2; 120 mM KCl; 2,5 mM MgC1 2 en 
0,2-0,3 mg SR proteien/ml. Die ca2+-opname is begin 
deur die byvoeging van 2,5 mM ATP. Temperatuur 37°c. 
Die opnames getoon is verkry 120 sekondes nadat die 
reaksie begin is. 
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Figuur 12: Invloed van 1 mM PMSF op proteolitiese ensi~m-aktiwi= 
teit. Pronase-aktiwi teit word getoon (e). 'n 

60 

Kaseiensubstraat is gebruik. 
PMSF op die pronase-aktiwiteit 
die reaks i emedi um te voeg ( .o.) . 

Die invloed van 1 mM 
is bepaal deur dit in 
Temperatuur 37°c. 
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Figuur 13: Invloed van etanol op skeletspier SR ATPase-aktiwiteit . 
Reaksiemedium: 20 mM MOPS, pH 7; 0,4 mM EGTA; 
80 mM KCl; 5 mM MgC1 2; 0,1% Triton X-100 en 0,3 mg 
SR proteien/ml. Die reaksie is begin met 5 mM ATP en 
na 6 minute i s 0,3 mM CaC1 2 bygevoeg. Temperatuur 2s0 c. 

Die volgende konsentrasies etanol is gebruik: Kontrole, 
0% (e ); 0,01% (0); 0,1% (e); 1% (o) en 10% (• ) . 
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etanol onderskeidelik) is daar geen duidelike verdere afname in 
ATPase-aktiwiteit nie (Fig. 14). Die afname verkry met PMSF is 
baie dieselfde as die afname wat verkry is met etanol. Met 'n 
hoe konsentrasie PMSF (10 mM opgelos in 10% etanol} is daar egter 
wel 'n skielike afname wat op grand van standaard afwykings be= 
duidend verskil van die afname in teenwoordigheid van 10% etanol 
alleen. Die beduidende afname is gevind in beide Mg 2+-afhanklike 
ATPase (64%} en in ca2+-afhanklike ATPase (33%). 

3.2.2.3 Invloed van PMSF op hartspier SR ca2+-opname 

Die volgende finale konsentrasies PMSF is by die reaksiemedium 
gevoeg: 0,01 mM; 0,1 mM; 1 mM en 10 mM. ca2+-opnames is be= 
paal op tyd 60 en 120 sekondes na toevoeging van 2,5 mM ArP en 
die gemiddelde van die twee waardes is uitgewerk en aangetoon in 
Fig. 15. Die PMSF het 'n toename (19%} in ca2+-opname tot gevolg 
tot by 'n konsentrasie van 1 mM waarna die ca2+-opname skerp ge= 
inhibeer word met 'n verdere verhoging in PMSF-konsentrasie. By 
'n PMSF-konsentrasie van 10 mM is geen ca2+-opname gevind nie. 

3.2.3 Bekamping van oksidasie in die SR preparaat deur BHT 

Om die oksidasie van die SR preparaat te bekamp is 'n anti-oksi= 
dant BHT by die SR gevoeg. BHT is 'n bekende anti-oksidant wat 
in voedsel gebruik word (Merck Index, 1968). Die invloed van BHT 
op die SR is vasgestel. 

3.2.3.1 Invloed van BHT op skeletsµier SR ATPase-aktiwiteit 

Die volgende BHT-konsentrasies is by die reaksiemediums gevoeg: 
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Figuur 14: Invloed van PMSF op skeletspier ATPase-aktiwiteit . 
Reaksiemedium: 20 mM MOPS , pH 7; 0,4 mM EGTA; 
80 mM KCl; 5 nt-1 MgC1 2; 0,1% Triton X-100 en 0,3 mg 
SR proteien/ml . Die reaksie is begin met 5 mM ATP 
en na 6 minute is 0,3 mM CaC1 2 bygevoeg. Temperatuur 
2s0 c. Die volgende PMSF-konsentrasies is gebruik: 
Kontrole, 0 mM (e); 0,01 mM (o); 0,1 mM (e); 
1 mM (A) en 10 mM (•). 
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Figuur 15: Invloed van PMSF en BHT op hartspier ca2+-opname. 
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Reaksiemedium: 20 mM MOPS, pH 7,2; 0,025 mM EGTA; 
0,025 mM 45ca-CaC1 2; 120 mM KCl; 2,5 mM MgCl 2 en 
0,2-0,3 mg SR proteien/ml. Die ca2+~opname is begin 
deur die byvoeging van 2,5 mM ATP. Temperatuur 37°c. 
Die opnames getoon is die gemiddeldes van opnames 
verkry 60 en 120 sekondes nadat die reaksie begin is. 
Die invloed van PMSF (A) en BHT (•) word getoon. 



0,001 mM; 0,01 mM en 0,1 mM. Daar is gevind dat BHT-konsentra= 
sies wat gebruik is geen beduidende invloed op die ATPase-aktiwi= 
teit het nie. Dit geld vir beide Mg2+-afhanklik en ca2+-afhank= 
like ATPase (Fig. 16). 

3.2.3.2 Invloed van BHT op skeletspier SR ca2+-opname 

Nadat verskillende BHT-konsentras ies by die reaksiemedium gevoeg 
is (0,001 mM; 0,01 mM en 0,1 mM), is gevind dat hierdie BHT-

• 2+ 
konsentrasies geen beduidende invl oed op Ca -opname het nie 
(Fig. 17). 

3.2.3.3 Invloed van BHT op hartspier SR ca2+-opname 

Die volgende BHT-konsentrasies is by die reaksiemediums gevoeg: 
0,01 mM; 0,1 mM; 1 mM en 10 mM. ca2+-opnames is bepaal op tyd 
60 en 120 sekondes na die toevoeging van 2,5 mM ATP. Die ge= 
middelde van die twee waardes is uitgewerk en aangetoon in Fig. 15 . 
Dit kon gedoen word aangesien hierdie waardes op die plato-fase 
van die kromme le . Daar is gevind dat BHT 'n stimulerende invloed 
op ca2+-opname het tot op 'n konsentrasie van 1 nt-1 waar die ca2+_ 

opname byna 100% hoer is as die kontrole ca2+-opname. Die stimu= 
lering is waarskynlik die gevolg van 'n afname in oksidasie wat 
die aktiwiteit van die SR onderdruk. Met 'n verdere verhoging in 
die BHT-konsentrasie na 10 mM begin die ca2+-opname weer afneem. 

3.2.4 Invl oed van verskillende alkohole op hartspier SR 

Aangesien PMSF en BHT onoplosbaar is in H20 en dit opgelos moet 
word in 'n alkohol, is die invloed van verskillende alkohole op 
hartspier SR bepaal. Die alkohol wat die SR die minste onderdruk 
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Figuur 16: Invloed van BHT op skeletspier SR ATPase-aktiwiteit. 
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Reaksiemedium: 20 mM MOPS, pH 7,2; 0,4 mM EGTA; 
80 mM KCl; 5 111'1 MgC1 2; 0,1% Triton X-100 en 0,3 mg 
SR proteien/ml . Die re-aksi e is begin met 5 mM ATP en 
na 6 minute is 0,3 mM CaC1 2 bygevoeg. Temperatuur 2s0c. 

Die volgende konsentrasies BHT is gebruik: Kontrole, 
0 mM (e); 0,001 mM (o); 0,01 mM (o) en 0,1 mM (•). 
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Figuur 17: Invloed van BHT op skeletspier SR ca2+-opname. 
Reaksiemedium: 20 mM MOPS, pH 7,2; 0,1 mM EGTA; 
0,1 mM 45ca-CaC1 2; 120 mM KCl; 2,5 mM MgC1 2 en 
0,2-0,3 mg SR proteien/ml. Die ca2+-opname is begin 
deur die byvoeging van 2,5 mM ATP. Temperatuur 25°c. 
Die volgende konsentrasies BHT is gebruik: Kontrole, 
0 mM (•); 0,001 mM (0); 0,01 mM (A) en 0,1 mM (•) . 
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kan dan as oplosmiddel gebruik word. 

3.2.4.1 Invloed van 2,5% merkapto-etanol, 5% etanol en 5% propa= 
nol op die hartspier SR ATPase-aktiwiteit 

Aangesien die PMSF begin uitsak indien die alkoholkonsentrasie 
in die reaksiemedium te laag daal, moet die hoogste moontlike 
alkoholkonsentrasie gebruik word sonder cm die SR aktiwiteit te 
veel te inhibeer. Farney en Gold (1963) het 5% propanol gebruik 
om PMSF in oplossing te hou. 5% Propanol en etanol is dus gebruik 
om die invloed daarvan op die hartspier SR ATPase-aktiwiteit te 
bepaal (Fig. 18). Merkapto-etanol word gebruik om ensieme te 
stabiliseer (Uyeda, 1969) en die invloed daarvan is dus ook be= 
paal. Daar is vermoed dat merkapto-etanol 'n groter inhiberende 
invloed op die hartspier SR sal uitoefen as propanol en etanol en 
2,5% merkapto-etanol is toe gebruik (Fig. 18). Die vermoede is 
bevestig deur die resultate wat in Fig. 19 getoon word. Daar is 
gevind dat op grond van standaard afwykings beduidende verskille 
bestaan tussen die ATPase-aktiwiteit in teenwoordigheid van die 
verskillende alkohole. Merkapto-etanol het 'n kleurreaksie tot 
gevolg tydens die bepaling van die hoeveelheid Pi gevorm. Dit het 
tot gevolg dat die hoeveelheid _mikromol Pi/mg SR proteien oenskyn= 
lik baie verhoQg. Die ca2+-gestimuleerde ATPase-aktiwiteit is 
egter 0,275 mikromol Pi/mg SR proteien/min. wat nog laer is as 
die 0,3 mikromol Pi/mg SR proteien/min. van die kontrole. Daar 
is ook gevind dat 5% etanol die ATPase-aktiwiteit beduidend inhi= 
beer en die ca2+-gestimuleerde ATPase-aktiwiteit is 0,21 mikromol 
Pi/mg SR proteien. Die inhiberende invloed van 5% propanol is 
beduidend hoer as die inhiberende invloed van 5% etanol en die 
ca2+-gestimuleerde ATPase-aktiwiteit is slegs 0,16 mikromol Pi/mg 
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Figuur 18: Invloed van merkapto-etanol, etanol en propanol op 
hartspier SR ATPase-aktiwiteit. Reaksiemedium: 20 mM 
MOPS, pH 7,2; 0,1 mM EGTA; 80 mM KCl; 5 mM MgC1 2; 
5 mM NaN3 en 0,3 mg SR proteien/ml. Die reaksie is • 
begin met 5 mM ATP en na 6 minute is 0,1 rrt,1 CaC1 2 
bygevoeg. Temperatuur 37°c. Die volgende konsentra= 
sies is gebruik: Kontrole, O mM (•); 2,5% merkapto­
etanol (.a); 5% etanol (o) en 5% propanol (,q . 
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SR proteien/min. 

3.2.4.2 Invloed van merkapto-etanol , etanol en propanol op hart= 
spier SR ca2+-opname 

Verskillende konsentras ies merkapto-etanol , etanol en propanol is 
by die reaksiemediums gevoeg om die invloed daarvan op ca2+-opname 
te bepaal (Fig. 19) . Etanol het die minste inhiberende invloed 
op die Ca2+-opname en by 'n finale etanolkonsentrasie van 5% is 
die ca2+-opname verminder na slegs 50% van die oorspronklike ca2+­
opname van die kontrole. Propanol het aanvanklik 'n groot inhi= 
berende invloed tot op 'n konsentrasie van 2%.waama die inhibe= 
rende invloed stadiger toeneem tot op 5% waar die ca2+-opname 
ongeveer 10% van die kontrole ca2+-opname is. Die inhiberende 
invloed van merkapto-etanol is baie groot en by 'n konsentrasie 
van 3% is daar reeds geen ca2+-opname meer gevind nie. 

3.3 Invloed van 0,01 mM PMSF en 1 mM BHT op die stabiliteit van 
hartspier SR 

Om die invloed van 1 mM BHT en 0,01 mM PMSF gesamentlik op die 
hartspier SR ca2+-opname te bepaal is hierdie twee reagense saam 
by die reaksiemedium gevoeg. Direk na die bereiding van die hart= 
spier SR (dag O) is ca2+-opnames op 60 en 120 sekondes na aanvang 
van die reaksie bepaal. Die gemiddelde waarde van die twee opna= 
mes is bepaal. Op die daaropvolgende 4 dae is die ca2+-opnames 
herhaal en vergelyk met kon t role ca2+-opnames wat ook bepaal is. 
Aangesien die 1 mM BHT en 0,01 mM PMSF opgelos is in 2% etanol, is 
telkens ook kontrole ca2+-opnames gedoen in teenwoordigheid van 
2% etanol maar in afwesighei d van BHT en PMSF. Die invloed van 
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Figuur 19: Invloed van merkapto-etanol, etanol en propanol op 
hartspier SR ca2+-opname . Reaksiemedium: 20 mM MOPS, 
pH 7,2; 0,025 mM EGTA; 0,025 mM 45ca-CaC12; 120 mM 
KCl; 2,5 mM MgC1 2 en 0,2-0,3 mg SR proteien/ml. Die 
Ca2+-opname is begin deur die byvoeging van 2,5 mM ATP. 
Temperatuur 37°c. Die opnames getoon is verkry 120 
sekondes nadat die reaksie begin is. Die invloed 
van merkapto-etanol (•}, etanol (O} en propanol (t.) 

word getoon. 
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2% etanol op die stabiliteit van die hartspier SR ca2+-opname kon 
dus so bepaal word. Verder is op dag O 'n deel van die hartspier 
SR van die res van die preparaat geskei. By hierdie deel is 
finale konsentrasies van 1 mM BHT en 0,01 mM PMSF gevoeg. Daarna 
is dit deurgeborrel met N2, verseel en by 2-4°c gestoor. Met 
hierdie deel van die hartspier SR preparaat is slegs op dag 4 'n 

2+ Ca -opname bepaal. Geen verdere BHT en PMSF is by die reaksie= 
medium gevoeg nie. Fig. 20 toon die resultate wat verkry is met 
die verskillende reekse wat uitgevoer is. Liniere regressie= 
passing is gedpen op elke reeks en die volgende korrelasie koeffi= 
siente {r2) is vir die passings verkry: Kontrole: r2=0,928; 
1 mM BHT en 0,01 mM PMSF by reaksiemedium: r2=0,824; 2% Etanol: 
r2=0,625. Beide die r2 van die kontrolereeks en die reeks met BHT 
en PMSF in die reaksiemedium dui daarop dat dit wel reguitlyne is. 
Op grond van standaardafwykings is gevind dat daar beduidende ver= 

skille op dae 2 en 4 bestaan tussen die verskillende reekse. Die 
kontrolereeks toon dat die hartspier SR ca2+-opname 'n skerp 
afname oor 4 dae ondervind om dan slegs 50% van die oorspronklike 
ca2+-opname te toon. Die teenwoordigheid van 1 mM BHT en 0,01 mM 
PMSF in die reaksiemedium stimuleer die ca2+-opname om 'n 12% hoer 
opname op dag O te gee as die kontrolereeks se opname op dag 0. 
Na 4 dae is hierdie reeks se ca2+-opname nog 62% van die ca2+­

opname wat op dag O verkry is. Indien die reeks se opname op dag 
4 vergelyk word met die kontrolereeks se opname op dag O is die 
ca2+-opname steeds 70% van die oorspronklike kontrole opname. 
Indien die Ca2+-opname van die hartspier SR wat .gestoor is in 
teenwoordigheid van BHT en PMSF op dag 4 vergelyk word met die 
ca2+-opname op dag O van die kontrole, is die ca2+-opname steeds 
89% van die oorspronklike ca2+-opname. 
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Invloed van 0,01 rnM PMSF en 1 rnM BHT op die stabiliteit van hart= 
spier SR ca2+-opnarne. Reaksiernediurn: 20 rnM MOPS, pH 7,2; 
0,025 rnM EGTA; 0,025 rnM 45ca-CaC1 2; 120 rnM KCl; 2,5 mM MgC1 2 
en 0,2-0,3 mg SR proteien/rnl. Die ca2+-opnarne is begin deur 
2,5 rnM ATP byte voeg. Ternperatuur 37°c. Die ca2+-opnarnes 
getoon is die gerniddeldes van opnames verkry 60 en 120 sekondes 
nadat die reaksie begin is. Die invloed van 2% etanol (o); 
0,01 rnM PMSF en 1 rnM BHT (~) is bepaal deur di e chemikaliee 
by die reaksiernediums te voeg. Die ca2+-opnarne van hartspier SR 
wat in teenwoordigheid van 0,01 mM PMSF en 1 mM BHT gestoor is 
vir 4 dae word getoon (~). 'n Reeks kontrole ca2+-opnarnes word 
ook getoon (e). Liniere regressiepassings is gedoen op elke reeks. 
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HOOFSTUK 4 

BESPREKING 

Die meeste aanvanklike navorsing op die gebied van SR is gedoen op 
skeletspier SR en is daar weggeskram van hartspier SR. Die rede 
hiervoor is die groot probleme wat daar ondervind word met hart= 
spier SR preparate (Carsten, 1964). Na jare se navorsing op 
skeletspier SR is baie reeds bekend oor skeletspier SR. Die me= 
todes en tegnieke is gestandaardiseer op skeletspier SR en die 
neiging is dat daar al hoe meer navorsing gedoen word op die hart= 
spier SR om die funksionele en strukturele verskille en ooreen= 

komste tussen die SR van skelet- en hartspier vas te stel. Die 
groat struikelblok in die weg van die navorsing oor hartspier SR is 
egter die onsuiwerheid en onstabiliteit van die hartspier SR pre= 
paraat. Dit het dus 'n prioriteit geword om 'n suiwer en stabiele 
SR preparaat te kry. Die belangrikheid van hierdie probleem word 
weerspieel in die hoeveelheid publikasies wat in die literatuur 

verskyn oor hierdie aspek (Katz et al, 1970; Solaro & Briggs, 
1974; Lighty & Bertrand, 1979). Die algemene bevinding is dat 
hartspier SR preparate baie onstabieler is as skeletspier SR 
preparate en dat die ca2+-opnamevermoe binne 1-4 dae na bereiding 
met 50% afneem (Carsten, 1964; Scales & McIntosh, 1968; 
Pretorius et al, 1969; Lighty & Bertrand, 1979). Aangesien die 
hartspier SR se aktiwiteit baie laer is as die aktiwiteit van 
skeletspier SR (Carsten, 1964),is 'n verdere daling in aktiwiteit 
as gevolg van onstabiliteit baie nadeliger by hartspier SR as by 
skeletspjer SR. Dit is dus belangrik om vas te stel wat die oor= 
saak van die onstabiliteit van hartspier SR is en hierdie oorsake 
uit te skakel om 'n stabieler hartspier SR preparaat te kry . On= 
suiwerheid van die SR preparate word veroorsaak deur mitochondri= 
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ale kontaminasie, lisosome en ander ensieme wat in die hartspier 
SR preparate voorkom (Katz & Repke, 1967; Fuchs et al. 1968; 
Pretorius et al, 1969; Katz et al, 1970). In 'n paging om die 
probleme van onsuiwerheid en onstabiliteit te oorkom is verskeie 
bereidingsmetodes en wysigings van metodes in die literatuur 
beskryf. In hierdie projek is daar enkele bereidingsmetodes ge­
evalueer om die metode te vind wat die suiwerste en aktiefste SR 
preparaat lewer. 

4.1 Bereidingsmetodes van SR preparate 

4.1.1 Verskille tussen die bereidingsmetodes van skeletspier SR 
en ha rtspi er SR 

Daar is baie meer mitochondria in hartspier as in skeletspier 
(Bloom & Fawcett, 1968). Hoe langer die homogenisering van die 
spierweefsel duur hoe meer mitochondria word in die SR preparaat 
gevind (Katz et al, 1970; Lighty & Bertrand. 1979). Daarom is 
die homogenisering tydens die bereiding van hartspier SR nie 
langer as 45 sekondes nie; terwyl dit by isolering van skeletspier 
SR 180 sekondes is. Dit is moontlik dat die hartspier SR vesikels 
na die kort homogenisering groter is as die skeletspier SR vesi= 
kels. Dit sal moeiliker wees om die swaar SR vesikels van die 
mitochondria te skei en dit kan lei tot kontaminering. 

Tydens die homogenisering van die spier moet ' n hoer konsentrasie 
buffer by die hartspier gevoeg word (40 mM MOPS) as by die skelet= 
spier (10 mM MOPS) omdat die pH tydens homogenisering baie meer 
verander by die hartspier. 'n Moontlike verklaring is dat daar 
meer vrye vetsure in die hartspier vrygestel word. Currie et al 
(1978) vind 'n baie hoe vrye vetsuur-konsentrasie in die SR pre= 
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paraat direk na bere i ding en beweer dat dit moontlik is as gevolg 
van lipiedhidrolise tydens die bereidingsprose5. Vol gens -Masoro 

en Yu (1970) is vrye vetsure kragtige i nh i bee rde rs van die ca2+­
transportsisteem en kan albumien by die preparaat gevoeg word 
soda t albumien dan aan die vrye vetsure bi nd . Hierdie tegniek 
lewer eg ter vers keie eksperimentele probleme en is nie tydens hier= 
die projek gebruik nie. 

Tydens die bereiding van hartspier SR word die prepa raat nie gei n= 
kubeer in 'n hoe konsent rasie KCl om die kon traktiele elemente op 
te las nie. Daar bestaan dus 'n moontl i khei d dat van die kontrak= 
tiele elemente die preparaat kan kontamineer . Daar is gevind dat 
skeletspier SR 'n Ca2+-opname van ongeveer 140 nmol ca2+/mg SR 
proteien lewer (Fig. 9) en hartspi·er SR 'n opname van slegs onge= 
veer 10-26 nmol ca2+;mg SR proteien (Fig. 4). Hierdie verskil 
word bevestig deur die literatuur (Lee et al , 1966) . 'n Moontlike 
verklaring vir die verskil is kontaminasie. Elektroforese van 
skeletspier SR het getoon dat die SR preparaat bestaan ui t 83% 
ATPase in vergelyking met die 31,4% van hartspier SR (par. 3. 1.6). 
Daar is dus minder ATPase en meer kontaminerende proteien i n die 
hartspier SR preparaat (Fig. 6) . Die SR proteien wat by die 
reaks i emedium gevoeg word (0 ,2 - 0,3 mg SR proteien/ml) bevat dus 
minder ATPase. As gevolg van die relatief minder ATPase in die 
reaksiemedium sal die hartspier SR aktiwiteit dus laer wees. By 
die skeletspier SR elektroforesepatroon is die M45- en M55 - pro= 
tei'ne dui delik onderskeibaar, maar nie by die harts pier SR elektro= 
foresepatroon nie (Fig . 6) . 

Nog _' n moontlikheid is dat in die SR membraan van die hartspier 
daar meer ander proteine voorkom as wat die geval is me t skelet= 
spier SR en daarom vertoon dit meer proteine tydens elektroforese 
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{Fig. 6). Shigekawa et al (1976) het gevind dat daar in hartspier 
SR minder ca2+ -transportsetels is as in skeletspier SR en daar 
kan dus meer van ander proteine in die membraan van hartspier SR 
teenwoordig wees. 

Skeletspier SR is baie stabieler as die SR van hartspier. Daar 
is gevind dat die hartspier SR se ca2+-opnamevermoe binne 1-3,5 
dae na bereiding met 50% afneem (Carsten, 1964; Pretorius et 
al, 1969). Hierdie afname is tydens hierdie studie ook gevind 
(Fig. 20). 'n Moantlike verklaring is dat die aktiewe sentrums 
van hartspier SR ATPase nader aan die bui te oppervlak van die SR 
membraan gelee is en dus meer vatbaar is vir proteolitiese en= 
sieme en oksidasie. Repke en Katz (1972) het gevind dat die 
ca2+ -bindingsplekke op die hartspier SR membraan · verminder ty= 
dens veroudering. Die onstabiliteit van hartspier SR word ook 
moontlik veroorsaak deur die beskadiging van hierdie bindings= 
plekke deur proteolitiese ensieme en oksidasie. 

'n Moontlike fisiologiese verklaring van die lae aktiwiteit van 
hartspier SR is die feit dat hartspier relatief stadig en ritmies 
saamtrek, 
traksies. 
lewer nie 

in teenstelling met die baie vinniger skeletspier kon= 
Die hartspier SR hoef dus nie so 'n hoe aktiwiteit te 

{Carsten, 1964). 

4.1.2 Bereidingsmetode van Eletr en Inesi om hartspier SR te 
isoleer 

Die medium waarin die hartspier gehomogeniseer word bestaan uit 
40 nt-1 MOPS en 10% sukrose. Die voordeel van die sukrose is dat 
dit 'n stabiliserende invloed het op die SR (Pretorius et al, 
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1969; Inesi, 1972). Die nadeel van die sukrose medium is egter 
dat dit die sentrifugeringstyd wat nodig is om die SR te isoleer, 
verleng . Die 40 11"1 MOPS is baie effektief as buffer en die pH 
van die medium verander slegs van 7,2 na 7,1 tydens homogenise= 
ring. 'n Suiwer SR preparaat word verseker deur die gebruik van 
slegs die middelste deel van die supernatant vir die laaste 90 
minute sentrifugering (Diagram 1). Sodoende word die lae digtheid 
lipiede en swaar kontaminerende deeltjies (mitochondria) ge-elimi= 
nieer. Daar gaan egter wel SR verlore saam met die dele van die 
supernatant wat nie gebruik word nie. Dit is duidelik as daar 
gekyk word na die hoe ATPase-aktiwiteit van fraksie 3 {Tabel 1). 
Die metode van Eletr en Inesi lewer nogtans 'n groat hoeveelheid 
SR. Die metode neem egter baie lank om die SR te isoleer nl 
375 minute . 

4.1.3 Bereidingsmetode van Harigaya en Schwartz om hartspier SR 
te isoleer 

Die medium waarin die hartspier gehomogeniseer word bestaan uit 
0,1 M NaHC03. Hierdie medium verskaf probleme deur pH wat oornag 
van 7,2 na 7,6 verander. Geen sukrose is in die medium teenwoor= 
dig om te help met die stabilisering van die hartspier nie. Die 
0,1 M NaHC03 verkort egter die sentrifugeringstyd wat nodig is 
om die SR te isoleer en die totale bereidingstyd is slegs 215 
minute. Die gevaar bestaan egter dat die SR as gevolg van die 
NaHC03 medium kan deurswaai en saam met die sediment weggegooi kan 
word. Die metode lewer dan ook minder SR as die metode van Eletr 
en Inesi. 
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4.1.4 Bereidingsmetode van Lighty en Bertrand om hartspier SR 
te isoleer 

Die medium waarin die hartspier gehomogeniseer word bestaan uit 
10% sukrose en 40 mM Histidien-Tris. Die 10% sukrose kan bydra 
tot die stabiliteit van die SR maar die Tris is nie so 'n effek= 
tiewe buffer as MOPS nie want die pH verander tydens homogeni= 
sering van 7 na 6,8. Tris se pKa waarde is 8,3 by 20°c terwyl 
dit vir MOPS 7,2 by 20°c is (Merck Index, 1968). MOPS kan dus 
beter funksioneer by die pH waarby daar gewerk word nl 7,2. Die 
handhawing van 'n neutrale pH is baie belangrik (Pretorius et al, 
1969) . Die totale bereidingstyd is 235 minute wat 'n voordeel is 
van die hoe snelheid sentrifugering. Die gradient sentrifugering 
wat laastens uitgevoer word kan moontlik 'n goeie suiwer SR pre= 
paraat lewer maar die SR wat versamel word het 'n baie lae pro= 
teien kons entrasi e en die hoeveelheid eksperimente wat daannee 
uitgevoer kan word, word beperk. 

4.1.5 ATPase-aktiwiteit van hartspier SR berei volgens die ver= 
skillende metodes 

4.1.5.1 ATPase-aktiwiteit van hartspier SR berei volgens die 
metode van Eletr en Inesi 

Uit Fig. 1 en Tabel 1 is dit duidel i k dat fraksie 5 (SR) die 
hoogste Ca2+-opname en ATPase-aktiwiteit vertoon . Dit is ook 
opmerklik dat fraksie 3 'n hoe ca2+-afhanklike ATPase-aktiwiteit 
vertoon en dus heelwat SR besit. Die elektroforesepatrone van 
die verskillende fraksies toon egter dat fraksie 5 uit 31,4% 
ATPase bestaan en die ander fraksi esgesamentlik bevat slegs 10,9% 
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AlPase (Kyk par. 3.1.5). Daar kan dus aangeneem word dat die 
hartspier SR preparaat wat geisoleer is relatief suiwer is en 
dat min SR verlore gaan in die ander fraksies. 

4.1.5.2 AlPase-aktiwiteit van hartspier SR berei volgens die me= 
tode van Harigaya en Schwartz 

Fig. 2 en label 1 toon dat fraksie 5 (SR) berei met Harigaya en 
Schwarti se metode 'n beduidende hoer AlPase-aktiwiteit en ca2+­

opname besit as die ander fraksies. Die AlPase-aktiwiteit wat 
verkry is met die SR, is egter 40% laer as die AlPase-aktiwiteit 
wat verkry is met die SR berei volgens Eletr en Inesi se metode. 
Elektroforese van die fraksies toon dat fraksie 5 14,8% AlPase 
besit teenoor die 8,8% AlPase in die ander fraksies gesamentlik 
(Kyk par. 3.1.5). 0ok hierdie bereidingsmetode lewer ' n relatief 
suiwer SR preparaat met min SR in die ander fraksies. 

4.1.5.3 AlPase-aktiwiteit van hartspier SR berei volgens die 
metode van Lighty en Bertrand 

Fig. 3 en label 1 toon dat fraksie 5 (SR) en fraksie 8 dieselfde 
AlPase-aktiwiteit besit nl 0,18 mikromol Pi/mg proteien/min. Die 
moontlikheid bestaan dus dat die swaar SR vesikels tydens die 
finale gradient sentrifugering deurswaai en i n die sediment ver= 
samel. Die AlPase-aktiwiteit van die SR i s egter byna 50% minder 
as die AlPase-aktiwi teit van die SR berei met die metode van 
Eletr en lnesi . Elektroforese van die fraksies toon dat slegs 
11,8% van die SR preparaat AlPase is en die ander fraksies besit 
gesamentlik 22,6% AlPase (Kyk par. 3.1.5). Dit blyk dus dat 
baie SR verlore gaan tydens die bereiding van die SR preparaat. 
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4.1.6 ca2+-opname van hartspier SR berei volgens die verskillende 

metodes 

Fig. 4 toon dat die SR berei met Eletr en Inesi se metode 'n be= 
duidende hoer ca2+-opname lewer as die SR berei met die ander 
twee metodes. Die metode van Eletr en Inesi lewer dus 'n aktiewer 
SR as die ander twee metodes. 'n Moontlike verklaring vir die 
laer aktiwiteit van die SR van die ander twee metodes is dat as 
gevolg van die teenwoordigheid van meer kontaminerende proteine, 
die 0,2-0,3 mg SR proteien/ml wat in die reaksiemedium gevoeg 
word minder SR besit. 

4.1.7 Elektroforesepatrone van die verskillende SR preparate 

Dit is duidelik dat die SR gelewer deur die metode van Eletr en 
Inesi die suiwerste SR preparaat is. Die verhouding van ATPase 
tot ander proteine in die SR preparaat toon dat die SR preparaat 
van Eletr en Inesi 112% meer ATPase besit as die preparaat van 
Harigaya en Schwartz, en 166% meer as die preparaat van Lighty en 
Bertrand (par . 3.1.5). Dit kan moontlik verklaar waarom die SR 
aktiwiteit van die laasgenoemde twee metodes so laag i' s. Indien 
die ca2+-opname van die SR berei volgens die metode van Harigaya 
en Schwartz met hierdie 112% verhoog word,gee dit 27,6 nmol ca2+; -
mg proteien wat baie na aan die 26,8 nmol ca2+/mg proteien van die 
SR berei volgens di e metode van Eletr en Inesi is. Die ca2+-opna= 
me van Lighty en Bertrand gee 24,2 nmol ca2+/mg proteien wanneer 
dit met 166% verhoog word. Die waarde is ook naby die 26,8 nmol 
ca2+/mg proteien van die SR berei met die metode van Eletr en 
Inesi. Dit blyk dus asof die oorsaak van die lae ca2+-opname en 
ATPase-aktiwiteit van die SR wat met die metode van Harigaya en 
Schwartz en ook met die metode van Lighty en Bertrand verkry word, 
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kontaminasie deur ander proteine is. 

4.1.8 Keuse van bereidingsmetode om hartspier SR te isoleer 

Tabel 1, p. 47 toon dat die SR wat met die metode van Eletr en 
Inesi berei is 'n hoer aktiwiteit vertoon, wat ca2+-opname en 
ATPase-aktiwiteit betref, as die ander twee bereidingsmetodes. 
Elektroforese van die hartspier SR het ook getoon dat die SR pre= 
paraat soos verkry met die metode van Eletr en Inesi die suiwerste 
is (par. 3.1.5). 

Die bereidingsmetode van Eletr en Inesi is die langste van die 
_ drie metodes maar op grond van suiwerheid en aktiwiteit is daar 

besluit op hierdie metode. Wanneer die elektroforesepatroon van 
die SR wat met hierdie metode gelewer word vergelyk word met die 
elektroforesepatroon van mitochondria (Fig. 7) kan gesien word dat 
daar wel ooreenkomste bestaan maar ook groot verskille. Hieruit 
kan afgelei word dat daar wel ' n mate van kontaminasie, veroersaak 
deur mitochondria, in die SR preparaat bestaan. Nog 'n moontlik= 
heid is dat daar komponente van die mitochondria en hartspier SR 
membrane is wat dieselfde beweeglikheid tydens elektroforese ver= 
toon. Die moontlikheid van kontaminasie in die mitochondria= 
preparaat, veroorsaak deur SR, kan ook nie uitgesluit word nie. 
Met hierdie SR preparaat is daar voortgegaan in 'n paging om die 
probleem van onstabiliteit te oorkom. 

4.2 Bekamping van kontaminasie in die hartspier SR preparaat 
deur mitochondria en ander chemiese faktore 

4.2.1 8ekamping van mitochondriale-aktiwiteit deur NaN3 
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As gevolg van die ooreenkomste wat daar gevind is tussen die 
elektroforesepatrone van die hartspier SR en mitochondria (Fig. 7), 
is besluit om vas te stel watter bydrae mitochondriale ATPase en 
ca2+-opname lewer tot die aktiwiteit wat gekry is met die SR. As 
gevolg van -die suiwerheid en stabiliteit van die skeletspier SR 
preparaat is die effek van NaN3 eers op die skeletspier SR getoets. 

Uit Figuur 9 kan afgelei word dat die NaN3 by alle konsentrasies 
(2,5 rrM-7,5 mM) geen invloed op die skeletspier SR ca2+-opname 
uitoefen nie. By 5 mM NaN3 wat algemeen in die literatuur gebruik 

word om mitochondriale-aktiwiteit te onderdruk (Entman et al, 
1973), is dus geen invloed op die skeletspier SR ca2+-opname ge= 
vind nie. Dieselfde afleiding kan ook gemaak word oor die invloed 
van NaN 3 op die skeletspier SR ATPase (Fig. 8). Die NaN3 self het 
dus geen invloed op die skeletspier SR nie en kan dus ~ 
die hartspier SR gevoeg word om vas te stel of daar enige mito= 
chondriale-aktiwiteit is. Uit die resultate is dit duidelik dat 
die 5 mM NaN3 geen invloed op die hartspier SR ATPase het nie 
(Fig. 10). Op die hartspier ca2+-opname is daar slegs 'n geringe 
afname gevind in teenwoordigheid van NaN3 wat nie beduidend is 
nie . Di t wil dus voorkom asof die probleem van kontami nasie wa t 
bes t aan by hartspier SR (Katz et al, 1970) grootliks oorkom is en 
dat ' n hartspier SR preparaat verkry is wat relatief suiwer is 
van funksionele kontaminerende mitochondria-reste. 

4. 2.2 Bekamping van proteolitiese ensiem-aktiwiteit deur PMSF 

Katz et al (1970) het gevind dat in die hartspier SR preparaat 
lisosome voorkom en. dat daar aanduidings is van proteolitiese 
ensieme wat van die lisosome afkomstig is. Die moontlikheid be= 
staan dat hierdie proteolitiese ensieme verantwoordelik kan wees 
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vir die onstabiliteit en vinnige 
hierdie proteolitiese ensieme te 
metielsulfonielfluoried) besluit. 

verval van hartspier SR. Om 
bekamp is daar op PMSF (feniel= 

Volgens Farney en Gold (1963) 
het PMFS 'n inhiberende invloed op proteolitiese ensieme. Fig. 12 
toon dat 111"1 PMSF 'n afname van 85% in proteolitiese ensiem­
aktiwiteit tot gevolg het indien dit by die reaksiemedium gevoeg 
word. PMSF sou dus effektief die proteolitiese ensiem-aktiwiteit 
kon onderdruk. Die groot nadeel van PMSF is die feit dat dit 
onoplosbaar is in water en opgelos moet word in 'n alkohol. Die 
invloed van PMSF en die etanol waarin dit opgelos is op die SR, 
is eers op die stabiele en betroubare skeletspier SR getoets. Uit 
die resultate (Fig. 13 en 14) blyk dit dat,alhoewel die etanol 'n 
beduidende inhiberende invloed op die skeletspier SR het, die 
PMSF wat in die etanol opgelos is geen addisionele invloed by lae 
konsentrasies (O,O1-1 rrt1) uitoefen nie. Die invloed van PMSF op 
die ca2+-opname van hartspier SR (Fig. 15) is dat 'n toename (19%) 
in Ca2+-opname tot by 'n PMSF-konsentrasie van 1 mM ondervind 
word. By 'n hoer konsentrasie PMSF as 1 mM tree die inhiberende 
effek wat by die skeletspier SR ATPase waargeneem is, vinnig in. 
Dus mo~t laer konsentrasies as 1 mM PMSF gebruik word. Uit die 
resultate (Fig. 15) is daar aanduidings dat die teenwoordigheid 
van PMSF in die reaksiemedium 'n heilsame effek op die hartspier 
SR het,wat ook die inhiberende effek van die etanol ophef. 

4.2.3 Bekamping van oksidasie in die SR preparaat deur BHT 

Die moontlikheid bestaan dat die oksidasie van die hartspier SR 'n 
bydrae lewer tot die onstabiliteit van die hartspier. Om hierdie 
oksidasie proses te bekamp kan 'n anti-oksidant by die reaksie= 
medium gevoeg word. BHT is 'n bekende anti-oksidant wat in voed= 
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se 1 gebrui k word as preserveermi dde 1 (Merck Index, 1968). BHT is 
onoplosbaar in water en moet dus ook soos PMSF in 'n alkohol opge= 
los word. Die invloed van ~HT op SR is weereens eerstens op die 
stabielerskeletspier SR getoets alvorens dit op hartspier getoets 
is. Uit Figure 16 en 17 is dit duidelik dat die BHT geen invloed 
op die ATPase-aktiwiteit en ca2+-opname van die skeletspier SR 
uitoefen nie. Die inhiberende effek van die etanol word heelte= 
mal uitgekanselleer deur die voordelige invloed van BHT. In 
teenwoordigheid van BHT is daar 'n toename in die ca2+-opname van 
hartspier SR gevind (Fig. 15). Die hoogste ca2+-opname word met 
1 rrf.1 BHT in die reaksiemedium verkry waar die ca2+-opname byna 
100% hoer is as die kontrole ca2+-opname waar geen BHT bygevoeg 
is nie. 1 mM BHT is dan gebruik tydens verdere eksperimente wat 
uitgevoer is. Uit hierdie resultate wat met BHT verkry is blyk 
dit dus dat oksidasie die grootste bydrae lewer tot die onstabili= 
teit van die hartspier SR en ook tot die lae aktiwiteit wat selfs 
direk na bereiding ondervind word. Hierdie oksidasie vind dus 
·waarskynlik nie net oor 'n lang tydperk plaas nie,maar ook sodra 
die hartspier SR in die reaksiemedium gevoeg word en verhit word 
tot 37°c. Die tydperk van inkubasie is dus krities, aangesien 
oksidasie ook tydens die verhitting van die reaksiemedium groot 
skade aanrig. Deur oksidasie te onderdruk kan die hartspier SR 
aktiwiteit met byna 100% verhoog word, terwyl die onderdrukking 
van proteolitiese ensieme 'n 19% verhoging in aktiwiteit gee. 
Oksidasie speel dus 'n baie groter rol as proteolitiese ensieme. 

4.2.4 Invloed van verskillende alkohole op hartspier SR 

Beide PMSF en BHT is ohoplosbaar in water en moet in 'n alkohol 
opgelos word. Daar is gevind dat alkohol 'n inhiberende invloed 
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op die SR uitoefen (Fig. 13). Die alkohol met die minste invloed 
op die hartspier SR moet dus gebruik word. PMSF begin ui t sak 
indien die finale alkoholkonsentrasie in verhoudi-ng tot die PMSF­
konsentrasie te laag daal en die hoogste moontlike alkohol konsen= 
trasie moet dus gebruik word sonder om die SR aktiwiteit te veel 
te inhibeer. Farney en Gold (1963) het 5% alkohol as f inale kon= 
sentrasie gebruik om die PMSF in oploss i ng te hou. Daar moes dus 
vasgestel word wat die hoogste konsentras-ie alkohol i s wat 'n 
beperkte inhiberende invloed op SR aktiwiteit uitoefen. Die volg= 
ende alkohole is getoets; etanol, propanol en merkapto-etanol. 
Etanol is reeds tydens die uitvoer van vorige eksperimente gebrui k 
en Farney en Gold (1963) het 5% propanol gebruik om die PMSF in 
op te los. Merkapto-etanol word algemeen gebruik om ensieme te 
stabiliseer (Uyeda, 1969). 

J 

Uit Figuur 18 is dit duidelik dat 2,5% merkapto-etanol die ha rt = 
spier ATPase die minste inhibeer. 5% Etanol inhibeer die ATPase­
aktiwiteit beduidend en 5% propanol het nog 'n groter inhiberende 
invloed. Wat die invloed van die alkohole op die hartspier SR 
ATPase-aktiwiteit betref wil dit voorkom asof merkapto-etanol die 
geskikste van die drie al kohole is . Indien daar egter na die 
effek van die alkohole op di e ca2+-opname gekyk word,blyk di t dat 
etanol die minste inhiberende effek uitoefen en dat merkapto­
etanol die grootste inhiberende invloed op die hartspier SR ca2+­
opname het. Op grond hiervan is daar dus op etanol besluit en we l 
op 'n finale konsentrasie van 2% etanol. Die 2% etanol is die 
hoogste konsentrasie waarby die inhiberende invloed van etanol nog 
beperk is. 

Dit is opmerklik dat merkapto-etanol 'n veel grater inhiberende 
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invloed op ca2+-opname uitoefen as op die ATPase-aktiwiteit. Dit 
is ook in 'n mindere mate by etanol en propanol gevind. 'n Moont= 
like verklaring hiervoor is dat die alkohole optree soos deter= 
gense deur die ATPase te ontkoppel van die ca2+-opname. Die SR 
vesikels se membrane word gedeeltelik opgelos en die ATPase 
molekule se funksionering bly normaal, maar as gevolg van be= 
skadigde membrane kan die ca2+ nie in die vesikel gestoor word nie. 
Om te verhoed dat die PMSF nie begin uitsak by 'n finale etanol= 
konsentrasie van 2% nie is besluit om slegs 0,01 mM PMSF te ge= 

bruik in verdere eksperimente. 

4.3 Invl oed van 0,01 mM PMSF en 1 mM BHT op die stabiliteit van 
hartspier SR 

Die aanvanklike werk oor die invloed van PMSF en BHT op die SR van 
skelet- en hartspier is afgehandel en het getoon dat by finale 
konsentrasies van 0,01 mM PMSF en 1 mM BHT opgelos in etanol, daar 
'n verbetering in die hartspier SR aktiwiteit is. Om vas te stel 
of die PMSF en BHT die stabiliteit van die hartspier SR verbeter 
is die twee reagense saam in die reaksiemedium gevoeg. In 
paragraaf 3. 3 word die resultate wat verkry is beskryl- Daar 
is 4 reekse uitgevoer om die afname in aktiwiteit van die SR 
preparaat oor 4 dae te bepaal. Die eerste ~eeks is ' n kontrole= 
reeks wat die afname in aktiwiteit van die hartspier SR preparaat 
toon. Die tweede reeks is gedoen met 2% etanol in die reaksie= 
medium om die invloed daarvan op die stabiliteit van die SR pre= 
paraat vas te stel. Dit is gedoen aangesien die 0,01 mM PMSF en 
1 mM BHT in 2% etanol opgelos is. Die derde reeks is gedoen om 
die invloed van 0,01 mM PMSF en 1 mM BHT op die stabiliteit van 
die hartspier SR te bepaal deur die reagense saam in die reaksie= 
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medium te voeg. Die vierde reeks is gedoen met hartspier SR wat 
vir 4 dae gestoor is in teenwoordigheid van 0,01 mM PMSF en 
1 mM BHT. Op dag 4 is 'n ca2+-opname met hierdie SR gedoen sender 
om nog PMSF en BHT by die reaksiemedium te voeg. 

Die kontrolereeks se Ca2+-opname het oor 4 dae gedaal tot net 50% 
van die oorspronklike Ca2+-opname wat direk na bereiding verkry 
is. (Fig. 20). Die kontrolereeks toon dus die verwagte onstabi= 
liteit soos wat dit ook in die l iteratuur beskryf is (Carsten, 
1964; Scales & McIntosh, 1968; Pretorius et al, 1969; Lighty en 
Bertrand, 1979). Die reeks gedoen met 2% etanol in die reaksie= 
medium sender PMSF en BHT toon 'n inhibering op dag O (direk na 
bereiding) van ongeveer 36%. Op dag 2 is die inhiberende effek 
van die 2% etanol slegs 24,5% en op dag 4 ongev'eer 15,7%. Die 
inhiberende effek van 2% etanol verminder dus soos die SR prepa= 
raat verouder en die aktiwiteit van die kontrole hartspier SR met 
tyd afneem. Die moontlikheid bestaan dus dat die skade wat deur 
die 2% etanol veroorsaak word dieselfde is as wat veroudering tot 
gevolg het. Die 2% etanol kan dus moontlik dieselfde dele van die 
SR vesikel beskadig as wat oksidasie en proteolitiese ensieme 
vemietig. Hierdie dele wat beskadig word is moontlik die meer 
oppervlakkige aktiewe setels van die ATPase molekules wat die 
hartspier SR moontlik kan besit. Daar is reeds voorges tel dat 
die etanol die ATPase ontkoppel van die ca2+-opname deur die SR 
membraan te beskadig. Dit wil dus voorkom asof daar met verouder= 
ing van die hartspier SR preparaat ook 'n ontkoppeling van die 
ATPase en ca2+-opname plaasvind. Die membrane van die SR vesikels 
word dus sodanig beskadig dat ca2+-opname nie kan plaasvind nie. 

Die reeks waar 0,01 mM PMSF en 1 mM BHT saam in die reaksiemedium 
gevoeg is tydens die ca2+-opname, lewer op dag O reeds 'n 12% 
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hoer ca2+-opname as die kontrole ca2+-opname op dieselfde dag 
(Fig. 20). Dit bevestig weereens dat die lae aktiwiteit wat hart= 
spier SR reeds op dag O lewer, die gevolg is van oksidasie en 
proteolitiese ensieme wat die SR vesikels beskadig sodra die in= 
kubasieproses by 37°c begin. Die grootste faktor by hierdie 
beskadiging is oksidasie t erwyl die proteolitiese ensieme in 'n 
mindere mate betrokke is (Fig. 15) . Kontaminerende proteine wat 
ook in die hartspier SR preparaat mag voorkom kan tot gevolg he 
dat minder SR in die reaksiemedium gevoeg word as wat beplan word. 
Die Ca2+-opname wat per mg proteien verkry word is dus laer. Die 
invloed van kontaminasie is egter baie gering in vergelyking met 
die invloed van oksidasie. Die reeks waar PMSF en BHT telkens in 
die reaksiemedium gevoeg word vertoon op dag 4 nog 62% van die 
reeks se oorspronklike ca2+-opname wat op dag O verkry is en 70% 
van die kontrolereeks se ca2+-opname op dag O. Hieruit kan 
dus afgelei word dat oksidasie en proteolitiese ensieme 'n groot 
bydrae lewer tot die onstabiliteit van die hartspier SR deur die 
SR te beskadig wanneer die temperatuur verhoog word tydens die 
inkubasie proses by 37°c. Die onstabiliteit van hartspier SR kan 
dus nie voorkom word deur bloot die SR preparaat te beskenn tydens 
die stoorproses nie. Die SR moet dus ook beskenn word tydens die 
uitvoer van die eksperiment self. 

Die deel van die hartspier SR preparaat wat gestoor i s in teen= 
woordigheid van 0,01 mM PMSF en l mM BHT lewer op dag 4 'n ca2+­
opname wat 89% van die kontrolereeks se ca2+-opname op dag O is. 
Daar is geen verdere PMSF en BHT by die reaksiemedium gevoeg nie. 
Hieruit is dit duidelik dat oksidasie en in 'n mindere mate pro= 
teolitiese ensieme ook tydens die stoorproses die hartspier SR 
beskadig, selfs by 'n temperatuur van 2-4°c. Uit die resultate 
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is dit duidelik dat proteolitiese ensieme en veral oksidasie 'n 
groot bydrae lewer tot die onstabiliteit van hartspier SR prepa= 
rate. Hierdie skade wat deur oksidasie en proteolitiese ensieme 
veroorsaak word,vind plaas tydens die stoorproses van die hart= 
spier SR preparaat en ook tydens die inkubasie in die reaksie= 
medium. Indien 'n stabiele hartspier SR preparaat vereis word 
moet dit dus deur proteolitiese ensieminhibeerders en an t i­
oksidante beskerm word tydens die stoor- en inkubasieproses . 
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OPSOMMING 

In hierdie projek is gepoog om die probleme van onsuiwerheid en 
onstabiliteit van hartspier SR preparate op te los en om 'n 
vergelyking te tref tussen hartspier en skeletspier SR. 

Uit die literatuur is dit duidelik dat die hartspier SR preparaat 
onsuiwerder en onstabieler is as die skeletspier SR preparaat. 
Die ca2+-opnamevennoe van die hartspier SR neem binne 3 dae na 
bereiding af met tot 50% {Carsten, 1964; Scales & McIntosh, 1968; 
Pre tori us et a 1, 1969). Kontami nas i e van die harts pi er SR prep a= 
raat word deur selorganelle, veral mitochondria, veroorsaak 
(Katz & Repke, 1967; Fuchs et al, 1968). 

Verskeie bereidingsmetodes is in die literatuur beskryf in 'n 
poging om die probleme van onsuiwerheid en onstabiliteit van die 
hartspier SR preparaat te oorkom. In die eksperimentele werk is 
drie bereidingsmetodes gebruik om vas te stel watter metode die 
suiwerste en aktiefste hartspier SR preparaat lewer. 

Die bereidingsmetodes wat gebruik is, is die metodes van Harigaya 
en Schwartz (1969), Eletr en Inesi (1972) en Lighty en Bertrand 
{1979). Daar is gevind dat die metode van Eletr en Inesi die 
suiwerste en aktiefste hartspier SR preparaat lewer en verdere 
eksperimentele werk is met SR gedoen wat met behulp van hierdie 
metode be rei is. 

Die afwesigheid van aktiewe mitochondriale fraksies in die hart= 
spier SR preparaat is bevestig deurdat 5 mM NaN3 geen invloed op 
die ATPase-aktiwiteit en ca2+-opname getoon het nie. Dit is 

91 



bekend dat NaN3 'n inhiberende invloed op mitochondriale-aktiwi= 
teit uitoefen (Bielawski & Lehninger, 1966). 

Daar is gepoog om vas te stel watter bydrae proteolitiese ensieme 
en oksidasie tot die onstabiliteit van die hartspier SR preparaat 
lewer. Farney en Gold (1963) het gevind dat PMSF 'n inhiberende 
invloed het op proteolitiese ensieme. Die invloed van PMSF is 
eers op skeletspier SR getoets omdat dit 'n aktiewer en stabieler 
SR preparaat is en daama is dit op hartspier SR getoets. Daar 
is gevind dat PMSF in lae konsentrasies (0,01 mM - 1 mM) geen 
inhiberende invloed op die ca2+-opname van hartspier SR het nie. 
'n Anti-oksi dant BHT is ook by skeletspier SR en hartspier SR 
gevoeg en daar is gevind dat BHT 'n stimulerende invloed uitoefen 
op die ca2+-opname van hartspier SR. Die invloed van BHT en PMSF 
op die stabiliteit van hartspier SR is getoets deur elke dag na 
die bereiding van die SR 'n ca2+-opname te doen met 1 mM BHT en 
0,01 mM PMSF in die reaksiemedium. Daar is ook direk na bereiding 
'n deel van die ' hartspier SR preparaat in teenwoordigheid van 1 mM 
BHT en 0,01 mM PMSF verseel en gestoor by 2-4°c vir 4 dae. Die 
ca2+-opname van hierdie gestoorde SR is slegs op dag 4 bepaal 
sander dat enige verdere BHT en PMSF in die reaksiemedium gevoeg 
is. Die resultate verkry, toon dat die kontrole hartspier SR (waar 
geen BHT of PMSF bygevoeg is nie) se ca2+-opname na 4 dae slegs 
50% van die oorspronklike opname is. Die reeks waar BHT en PMSF 
in die reaksiemedium gevoeg is,se ca2+-opname was na 4 dae nog 
'70% ~an die kontrolereeks se oorspronklike ca2+-opname. Daar is 
ook gevind dat die hartspier SR preparaat wat gestoor is in teen= 
woordigheid van BHT en PMSF na 4 dae 'n Ca2+-opname lewer wat 

2+ steeds 89% is van die kontrole Ca - opname soos op dag 0 verkry. 
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Dit is dus duidelik dat die onstabiliteit van die hartspier SR 
preparaat veroorsaak word deur proteolitiese ensieme en veral 
oksidasie. Die nadelige invloed van die proteolitiese ensieme 
en oksidasie vind plaas wanneer die hartspier SR by die reaksie= 
medium gevoeg word en dit by 37°c geinkubeer word. Tydens die 
stoorproses by 2-4°c vind daar ook beskadiging van die hartspier 
SR plaas, veral deur oksidasie. 

'n Mee r stabiele hartspier SR preparaat kan dus verkry word indien 
' n anti -oksidant en 'n proteolitiese ensiem-inhibeerder by die 
SR preparaat en ook by die reaksiemedium gevoeg word . 

.. 
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A COMPARATIVE STUDY OF SOME STRUCTURAL AND FUNCTIONAt PROPERTIES 
OF THE SARCOPLASMIC RETICULUM OF SKELETAL AND CARDIAC MUSCLE 

SUMMA RY 

In this project an attempt was made to solve the problems of im= 
purity and instability of cardiac SR preparations, and to compare 
cardiac SR and skeletal SR. 

From the literature it is clear that cardiac SR preparations are 
not as pure and as stable as skeletal SR preparations. The ca2+ 
uptake of cardiac SR decreases by 50% within 3 days after prepa= 
ration {Carsten, 1964; Scales & McIntosh, 1968; Pretorius et 
al, 1969). Contamination of the cardiac SR preparation is caused 
by ce 11 organe 11 es, especially mitochondria ( Ka.tz & Repke, 196 7; 
Fuchs et al, 1968). 

Various methods of preparation are described in the literature 
which attempt to solve the problems of impurity and instability 
of the cardiac SR preparation. In the experimental work three 
methods were used to determine which method would yield the 
purest and most active cardiac SR preparation. 

The methods usedl'tere those of Harigaya & Schwartz (1969), Eletr & 

Inesi (1972) and Lighty & Bertrand (1979). It was found that the 
method of Eletr & Inesi yielded the purest and most active cardiac 
SR preparation and further experiments were done with SR prepared 
by this method. 

The absence of active mitochondria in the cardiac SR preparation 
is confirmed by the fact that 5 mM NaN3 had no effect on the 
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ATPase activity or on the ca2+ uptake. NaN3 is known to have an 
inhibiting influence on mitochondrial activity (Bielawski & 
Lehninger, 1966). 

An attempt was made to determine what role proteolytic enzymes 
and oxidation play in the instability of the cardiac SR prepara= 
tion. Farney & Gold (1963) found that PMSF hadl an inhibiting 
influence on proteolytic enzymes. The influence of PMSF was 
first tested on skeletal SR because it is a more active and 
stable SR preparation and thereafter is was tested on cardiac SR. 
It was found that low concentrations (0,01 mM - 1 mM)..9f PMSF had 
no inhibiting effect on the ca2+ uptake of cardliac SR. An anti= 
oxidant BHT was added to skeletal SR and cardiac SR and it was 
found that BHT stimulated the uptake of ca2+ by the cardiac SR. -

The influence of BHT and PMSF on the stability of the cardiac SR 
was tested by determining the ca2+ uptake daily after preparation 
of the SR with 1 mM BHT and 0,01 mM PMSF in the reaction medium. 
ll'llllediately after preparation a portion of the cardiac SR ~re= 
paration, with 1 mM BHT and 0,01 mM PMSF added, was sealed and 
stored at 2-4°c for 4 days . The ca2+ uptake of this portion was 
only determined on the 4th day without adding any further BHT or 
PMSF to the reaction medium. The results showed that after 4 days 
the control cardiac SR series (to which no BHT or PMSF was added) 
had only a 50% Ca2+uptake compared to the original uptake. After4 
days the ca2+ uptake of the series to which BHT and PMSF were 
added to the reaction medium, was 70% of the ori gi na 1 uptake of 
the control cardiac SR series. After 4 days it was also found 
that the cardiac SR preparation which had been stored in the 
presence of BHT and PMSF had a ca2+ uptake of 89% of the control 
cardiac SR series as determined on day o. 
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It is therefore clear that the instability of the cardiac SR 
preparation is caused by proteolytic enzymes and especially oxida= 
tion. This adverse effect of the proteolytic enzymes and oxida= 
tion takes place when the cardiac SR is added to the reaction 
medium and is incubated at 37°c. During the storage at 2-4°c 
damage to the cardiac SR also occurs, mainly by oxidation. 

A more stable cardiac SR preparation can thus be obtained by 
adding an antioxidant and a proteolytic enzyme inhibitor to both 
the SR preparation and the reaction medium. 
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AFKORTINGS 

ANSA: 
ATP: 
ATPase: 
BHT: 
c-AMP: 
DTT: 
EDTA: 
EGTA: 

MOPS: 
Pi: 
PMSF: 
SDS: 
SR: 
TCA: 
Terned: 
Tris: 
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l-Amino-2-hidroksienaftaleen-4-sulfoonsuur 
Adenosi entrifosfaat 
Adenosientrifosfatase 
Butileerde hidroksitolueen 
Sikliese Adenosienmonofosfaat 
1,4- Ditiotreitol 
Etileendiamientetra-asynsuur 
Etileenglikol-bis-(8-amino-etieleter) N,N'-tetra-asyn= 
suur 
Morfolinopropaansulfoonsuur 
Anorganiese fosfaat 
Fenielmetielsulfonielfluoried (C7H7Fo2s) 
Natriumdodesielsulfaat 
Sarkoplasmiese retikulum 
Trichloor-asynsuur 
N,N,N' ,N'-tetrametieleendiamien 
2 Amino-2-hidroksiemetiel-1,3-propaandiol 
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