De voordrachten, uitgesproken tijdens het symposium ‘Biomembranen
50 jaar na Gorter en Grendel’ leverden het materiagl voor deze uit-
gave.

Het symposium vond plaats op 12 december 1975 in Leiden, en
werd georganiseerd door de Biologische Raad van de Koninklijke
Nederlandse Akademie van Wetenschappen.
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Vijftig jaar modellen van biomembranen

H. L. Boon

Toen in 1925 Gorter en Grendel hun experimenten over de bouw van
de wand van rode bloedlichaampjes publiceerden, ontging de funda-
mentele betekenis van de door hen gegeven hypothese de toenmalige
biochemische wetenschap vrijwel geheel, Pas jaren later, toen vrij al-
gemeen aanvaard werd dat levende cellen door een barriére omgeven
zijn, is hun werk op de juiste wijze geschat. Zij waren de eersten die
het celmembraan zagen als een dubbellaag van lipiden, waarbij de
vetzuurstaarten naar clkaar toe gericht zijn en de polaire ¢n geladen
groepen in het water van het milieu of van de celinhoud steken.

Het symposium dat aan dit boek ten grondslag heeft gelegen, had
tot doel de eerste publikatie van de dubbellaag van lipiden te herden-
ken, omdat zij in de afgelopen vijftig jaar een grote invlged gehad
heeft op het onderzock van de permeabiliteit van de levende cel. Het
lijkt bijzonder interessant na te gaan hoe de tegenwoordige ideeén
over de bouw van biomembranen zich uit het eenvoudige model van
Gorter er Grendel ontwikkeld hebben.

Vijftig jaar geleden

Om een wetenschappelijke vondst op zijn waarde te kunnen schatten
moet men proberen deze in zijn eigen tijd te plaatsen. Dat is een
moeilijke opgave omdat men zich nauwelijks realiseert dat allerlei
zaken die nu vanzelfsprekend lijken jaren geleden volstrekt onbekend
waren, Ben hypothese zoals deze door Gorter ¢en Grendel opgesteld
werd moet dus als het ware geprojecteerd worden op het wetenschap-
pelijke klimaat van vijftig jaar geleden. Vandaar eerst een korte schets
van de biochemie in het jaar 1925, gevolgd door een meer diepgaande
analyse van het probleem van de permeabiliteit zoals dat omstreeks
dat jaar gerien werd.

Voor ons is bijzonder belangwekkend dat - terwijl er reeds leer-
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boeken over enzymologie bestonden - Mathews (1925) schrijft: “These
enzymes, which are probably organic bodies, but of which the exact
composition is as yet unknown, ...’ Aangezien enzymen nog werk-
zaam zijn in zo lage concentraties dat de gewone eiwitreacties falen,
meenden velen dat enzymen geen eiwitten konden zijn. Zij zowden
van dezelfde natuur zijn als hun substraat, dus een koolhydraatsplit-
send enzym moest ook een koolhydraat zijn. Toen dan ook een jaar
later Sumner voor het eerst het enzym urease in kristallijne vorm
kreeg waren er velen die meenden dat dit een artefact was, waarin
het eigenlijke enzym als een ‘verontreiniging’ aanwezig was. Het is
interessant te bedenken dat reeds jaren eerder Michaelis & Menten
(1913) de basis gelegd hadden voor de enzymkinetica, terwijl over de
bouw en de samenstelling van enzymen nog letterlijk niets bekend
was.

In het volgende zullen wij zien dat gedurende lange jaren de rol
van de eiwitten in biomembranen 6f genegeerd &f in uiterst vage ter-
men beschreven werd. Dat is niet zo verwonderlijk als wij zien dat
de o-helix nog 25 jaar op zich zou laten wachten; ongeveer 5 jaar
daarna (1955) voor de eerste maal de volgorde van de aminozuren
in een eiwit bepaald zou worden en dat weer 5 jaar later de eerste
inzichten in de driedimensionale structuur van eiwitten verworven
werden.

De grote moeilijkheden die de vroege permeabiliteitstheoretici had-
den bij de interpretatie van de opname van stoifen, waarbij de cel op
de een of andere manier energie moet leveren, worden begrijpelijk als
wij bedenken dat er na 1925 ten opzichte van het probleem van de
biologische oxydatie nog jarenlang een felle strijd gestreden werd tus-
sen aanhangers van tenminste drie op het eerste gezicht onverzoen-
lijke voorstellingen er dat de stof die op dit moment centraal staat in
alle beschouwingen over biologische energie, het ATP, nog nict ¢cens
gevonden was, laat staan dat er iets over zijn rol vermoed zou worden.
Voeg daarbij de in onze ogen wuiterst gebrekkige technische uitrusting
van de toenmalige laboratoria (zonder chromatografie, elektroforese,
spectrofotometers, ultracentrifuges of elektronenmicroscopen) en het
wordt iets gemakkelijker om het unieke experiment van Gorter en
Grendel op zijn ware grootte te schatten.



Het permeabiliteitsprobleem tot 1925

Op de huidige lezer maakt de literatuur uit het eerste kwart van deze
eeuw over het vraagstuk van de biclogische permeabiliteit een zeer
chaotische indruk. Men krijgt de indruk dat er bijna evenveel theo-
rieén als auteurs zijn en dat het voor de meeste onderzoekers heel
moeilijk leek te zijn de grote lijnen fe onderscheiden. (Deze uitspraak
is natuurlijk in zoverre niet eerlijk omdat wij geneigd zijn te toetsen
aan de grote lijnen die wij op dit moment denken te zien. Waarschijn-
lijk wordt over vijftig jaar ten aanzien van ons wetenschappelijk on-
derzock eenzelfde soort oordeel geveld.)

Het celmembraan De situatie in 1925 wordt gekenmerkt door het
feit dat over het al of nict bestaan van een celmembraan (gezien als
afscheiding tussen protoplasma en milien) nog lang geen eenstemmig-
heid heerst. Bekend is weliswaar dat de inhoud van de cel grote ver-
schillen vertoont met de samenstelling van het milieu (zo is bijvoor-
beeld de kaliumconcentratie in de cel in het algemeen relatief hoog),
maar dit gegeven vond twee totaal verschiilende verklaringen De eer-
ste stelde dat het protoplasma een kolloidchemisch systeem is, in ther-
modynamisch evenwicht met het milieu, De samenstellende kolloiden
kunnen specifiek alle mogelijke stoffen die voor het leven van de cel
nodig zijn uit het milieu adsorberen, zoals kaliumionen, suikers en
aminozuren. In deze visie is een celmembraan een overbodige luxe.

De andere visie shuit aan bij de oude experimenten van Pfeffer,
De Vries en anderen over de osmotische eigenschappen van levende
cellen. Hieruit werd de conclusie getrokken dat de cellen omgeven
ziin door een semi-permeabel membraan, dat voor vele stoffen niet
doorgankelijk is. In deze theorie vormt het celmembraan een barritre,
die, met behulp van door de cel geleverde energie, een toestand kan
bestendigen die van ¢en thermodynamisch evenwicht afwijkt, Dit is
vergelijkbaar met een schip dat blijft drijven zolang de scheepshuid
geen grote gaten vertoont en waarbij men met behulp van pompen
kleine beetjes binnendringend water nog wel baas kan,

In de loop der jaren heeft de tweede zienswijze het pleit gewonnen.
Het aantal argumenten in het voordeel van de membraantheorie is
langzamerhand zo groot geworden, dat praktisch niemand meer twij-
felt aan de idee dat cellen omgeven zijn door een barridre die cel-
membraan genoemd wordt (welke problemen dat weer opwerpt zal
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later aan de orde komen). Fen paar argumenten ten gunsie van de
membraantheorie wil ik hier vermelden. Er is nog nooit een kolloid
gevonden met een uitgesproken affiniteit voor kalivmionen boven an-
dere jonen. Het metabolisme van de cel — in 1925 schijnbaar nog een
eenvoudige zaak — bestaat bij de gratic van de wisselwerking van tal-
loze stoffen met elkaar en met honderden enzymen. Voor dit samen-
spel is vrije diffusie binnen compartimenten van de cel een eerste
noodzaak en dit kan niet gerealiseerd worden zonder een membraan
dat verlies naar het milien verhindert.

Vroege theorieén Omstreeks het jaar 1900 was de toestand — voor-
zover wij ons bepalen tot de ideegn over de permeabiliteit van cel-
membranen — nog zeer overzichtelijk, Er waren twee theorieén waar-
van de oudste de molekuulzeef-theorie heet. Aan deze theorie lag het
model ten grondslag dat door Pfeffer en anderen gebruikt was voor
hun studie van het verschijnsel van de osimose, namelijk het neerslag-
membraan, bijvoorbeeld gemaakt van koperferrocyanide. In feite is
dit het eerste model van het celmembraan dat in deze voorstelling ge-
zien wordt als een barridre met porién. Deze theorie staat daarom ook
wel bekend als de poriéniheorie. Grote molekulen kunnen er niet
door; hoe kleiner het molekuul hoe vlotter de passage.

Hiertegenover stond de Iipoidtheorie, die wij danken aan Overton
(1895, 1899). Bij de osmotische studies was het al opgevallen dat
sommige stoffen in hypertonische oplossingen weliswaar krimpen van
cellen (plasmolyse} tevoorschijn roepen, maar dat die cellen langza-
merhand het oorspronkelijke volume weer terug krijgen. Als voor-
beelden kunnen glycerine en ureum genoemd worden. De veronder-
stelling lag voor de hand dat het celmembraan ten opzichte van deze
stoffen niet echt semi-permeabel is, maar dat zij langzaam maar zeker
in de cel doordringen, Op grond van deze waarnemingen heeft Over-
ton het penetratievermogen van een groot aantal verbindingen in
plani- en diercellen vergeleken. De inhoud van de door hem. opge-
stelde theorie kan als volgt samengevat worden. De levende cellen
gedragen zich ten opzichte van de permeabiliteit voor opgeloste stof-
fen alsof zij omgeven zijn door een vetachtig (lipoid) membraan;
stoffen die oplosbaar zijn in lipoiden dringen in de cel binnen, zijn
zij dat niet dan worden zij buiten de cef gehouden. De graad van op-
losbaarheid in lipoiden bepaalt de penectratiesnetheid door het cel-
membraan.
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Tabel 1. Enkele van de meest voorkomende hydrofiele
en hydrofobe atomen en gtoomgroepen.

Hydrofiel Hydrofoob

geladen groepen methyl-,

carboxyl- ethyl-,

hydroxyl- e.a. alkylgroepen
aldehyde- fenyl-,

carbonyl- e.a. aromatische ringen
amino- halogenen (Cl, Br, J)

Meestal gebruikt men als maat voor de oplosbaarheid in lipoiden
de verdelingscoéfficiént ‘olie’/water, waarbij het woord ‘olie’ zeer
roim geinterpreteerd moet worden (naast de corspronkelijk gebruikte
olijfolic worden ook gebruikt ether, benzeen, chloroform, octanol en
allerlei mengsels waarin lecithine en cholesterol opgelost ziju). In mo-
dernere taal zeggen wij dat de oplosbaarheid in lipiden (en de passage
door biomembranen) afhangt van de hydrofobie/hydrofilie-balans van
molekulen. Sommige atoomgroepen verhogen degze balans ~- en dus de
oplosbaarheid in lipiden en de penetratiesnelbeid —, andere {de hydro-
fiele) hebben een tegenovergestelde werking (tabel 1).

Het is wel goed hier reeds op te merken dat noch de porigntheorie
noch de lipoidtheorie raad weet met de grotere molekulen die voor
het leven beslist onmisbaar zijn zoals de suikers en de aminozuren.
In de eerste theorie zijn zij te groot om viot een celmembraan te kun-
nen passeren, in de tweede veel te weinig oplosbaar in de vetachtige
barriére.

Variaties op deze thema’s Na 1900 neemt de verwarring ziender-
ogen toe. Er worden talrifke theorieén geponeerd die wij achteraf
kunnen herkennen als variaties op de poriénthearie en de lipoidtheorie
of als pogingen om deze twee principes in een allesomvattende visie
te combineren. Enkele corzaken van het ontstaan van de onoverzich-
telijke sitnatie in het jaar 1925 moeten hier vermeld worden,

Uit alle osmotische proeven met cellen komt naar voren dat water
gemakkelijk celmembranen passcert. Alle auteurs uit die jaren waren
het er over eens dat dit voor de lipoidtheorie een onoverkomelitke
moeilijkheid betekent, immers water lost in olie niet op. Nathansohn
(1904) wees er op dat lecithine in water opzwelt en ‘dus’ water kan
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Haten passeren, terwijl dat met cholesterol niet het geval is. Hij komt
tot een mozalektheorie waarbij een deel van het membraan molekulen
laat passeren die in lipiden (van het cholesteroltype) oplossen, terwijl
een ander deel (van het lecithinetype) eer molekunlzeef zou zijn. Wat
betreft de samenstellende stoffen is dit nog een lipoidtheorie, maar er
is een nieuw idee ingebracht dat tot op de huidige dag opgeld doet.
QOok deze theorie komt in allerlei vormen voor; eerst denkt men aan
twee sporten lipiden met verschillende eigenschappen, fater aan een
combinatie van lipiden en eiwitten in een mozaiek, waarin de eiwitten
de rol van molekuulzeef spelen. Overigens zullen wij zien dat het oor-
spronkelijke probleem (de veronderstelling dat water een lipidenlaag
niet kan passeren) in feite helemaal geen probleem is, omdat deze
passage wel mogelijk wordt indien die lipidenlaag maar dun genoeg is.

Fen enkel woord nog over de adsorptictheorie, een theorie die ja-
ren lang naast de lipoidtheorie een onafhankelijk bestaan geleid heeft,
maar later als een vorm van lipeidtheorie herkend is. J. Traube (1904)
wees erop dat de penetratiesnelheid van stoffen in cellen niet alléen
met de oplosbaarheid in lipiden, maar ook met de verlaging van de
oppervlaktespanning water/lucht parallel gaat. Het verschijnsel zou
dus ook door adsorptie aan Hpiden van het celopperviak verklaard
kunnen worden. Dit is natuurlijk cen schijnverklaring omdat adsorptie
nog geen passage hoeft te betekenen.

Achteraf gezien is de theoretische verwarring, die tientallen jaren
geduurd heeft, vooral te wijten aan het feit dat de meeste studies zich
richtten op de penetratic van kleurstoffen. Dat lag inderdaad voor de
hand omdat de organische kleurstoffen vrijwel de enige stoffen waren
die met de toenmalige technieken viot en kwantitatief te bepalen wa-
ren. Toch was de keuze om verschillende redenen bijzonder slecht,
zoals wij op grond van onze huidige kennis kunnen vaststetlen. In de
ecrsie plaats speelt de lading van het celoppervlak een grote rol {nega-
tieve kleurstoffen penetreren veel slechter dan ‘positieve’). Kleurstof-
fen met een sterke lading — ook positieve ~ penetreren slecht of niet,
de ongeladen molekulen wel. Daarom hangt de penetratiesnelheid
mede af van de pH van het milieu en de dissociatieconstante van de
kleurstof, Positieve kleurstoffen kunnen als molekuul penetreren en
na dissociatie als ion gebonden worden aan de negatieve macromole-
kulen in de cel waardoor de concentratic in de cel een vertekend
beeld geeft van de penetratiesnelheid. Tenslotte zijn er vele kleutstof-
fen die een geringe tot zeer sterke destructie van het celmembraan
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veroorzaken.

Op grond van deze soort overwegingen kunnen wij het grootste
deel van de in het eerste kwart van deze eeuw verdedigde theorieén
vergeten en blijven er maar twee belangrijke principes over:

— Het membraan - of een deel daarvan — hestaat wit lipiden; moleku-
len die gemakkelijk in lipiden oplossen penetreren snel,

— Het membraan — of een deel ervan — is een molekuulzeef; hoe klei-
ner het molekuul, hoe sneller de penetratie.

Indertijd werd slechts door enkelen beseft dat geen van beide ziens-
wijzen een verklaring kon geven voor het feit dat stoffen als suikers
en aminozuren met grote snelheid opgenomen kunnen worden. Een
van de weinigen die de draagwijdte van dit vraagstuk wel overzag was
Hbtber (1924), die in zijn boek de volgende, zeer modern aandoende,
opmerkingen plaatste:

‘Die Zelle muss in ihrer Oberfliche Einrichtungen besitzen, um

den Import und Bxport ihrer Bedarfs- und Abfallstoffe von sich

aus zu regulieren., Daraus folgt wiederum, dass die Plasmahaut
auch mehr sein muss, als eine einfache Lipoidhaut.’

Voortbordurend op dit thema stelt Hober dat de lipoidtheorie een
aanvulling behoeft. Min of meer in de zin van de mozaiektheorie van
Nathanson ziet hij twee gedeeften in het celmembraan. Het eerste deel
is van lipoidnatuur em dat is voor de fysische permeabiliteit verant-
woordelijk. Daartussen bevinden zich stukken van het ‘levende proto-
plasma’ waar een reguleerbare of fysiologische permeabiliteit kenmer-
kend is en waar de noodzakelijke voedingsstoffen opgenomen worden.

Het is merkwaardig dat deze zienswijze, die in grote lijnen aardig
aansluit bij de huidige opvattingen, indertijd zo’n geweldige weerstand
ondervond. Speciaal Gellhorn (1929) bespreekt Hober’s visie zeer
laatdunkend. Wanneer wij ons herinneren dat in die dagen het vita-
iisme in bepaalde kringen hoogtij vierde, dan wordt deze aversie iets
begrijpelijker. Men vreesde namelijk dat door het opplakken van het
etiket ‘fysiologisch’ deze vorm van permeabiliteit tegelijk het odium
zou krijgen ‘met natuurwetenschappelijke methoden principieel onop-
losbaar’. Blijkbaar werd het vitalisme indertijd als een serieuze be-
dreiging van de biologische wetenschap gezien. Op ons, voor wie het
begrip vitalisme allang een dode letter geworden is, maakt deze con-
troverse een wonderlijke indruk. Wel moeten wij beseffen dat de na-
weedn ervan nog jaren merkbaar bleven.
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Structuurmodelien

Het experiment van Gorter en Grendel was een van de eerste pogin-
gen om inlichtingen ie krijgen over de bouw van cen membraan langs
directe weg, namelijk door een van de componenten uit een mem-
braan te isoleren em aan deze stoffen metingen te doen. De studie
was geinspireerd door het werk aan monomoleculaire lagen zoals dit
door Langmuir (1917) gestart was. Het werd waarschijnlifk gemaakt
dat lipidemolekulen zich aan het oppervlak water/lucht zullen orién-
teren met hun polaire (hydrofiele) atoomgroepen in het water en de
apolaire (hydrofobe) groepen naar de lucht, Bjj zijdelingse diuk zullen
de molekulen steeds dichter op elkaar gepakt worden. Zo kan een
opperviakte/druk-diagram worden opgesteld, dat inlichtingen kan ge-
ven over oriéntatic, vorm en afmetingen van de betrokken molekulen,

Gorter en Grendel gingen uit van het bloed van verschillende die-
ren (hond, schaap, koniju, cavia, geit em mens) en scheidden de
ervirocyten van het plasma door cemtrifugeren en wassen met een
fysiologische zoutoplossing, Daarna werd een bepaalde hoeveelheid
erytrocyten met een groot volume aceton lange tijd gegxtraheerd, het
extract drooggedampt en het residue opgenomen in benzeen. Een
kleine hoeveelheid werd op het wateropperviak van een Langmuir-
Adam-trog gebracht, waarna door samendrukking van de gevormde
monomoleculaire laag het totale oppervlak van de geisoleerde lipiden
bepaald werd (zie het hoofdstuk van De Gier).

Daarnaast kon in eea uitstrijkje het oppervlak per erytrocyt en
met een telkamer het aantal ervtrocyten gemeten worden, zodat ook
het totale oppervlak van de gebruikte erytrocyten bekend werd. Hoe-
wel er wat betreft de afmetingen van de erytrocyien van de onder-
zochte diersoorten grote verschillen bestaan, leverde de deling van
het opperviak van de uit de erytrocyt geisoleerde lipiden door het
oppervlak van de erytrocyt altijd een getal in de beurt van twee op.
Dit gegeven, gecombineerd met de vondst van Langmuir dat lipiden
altijd met hun polaire ‘koppen’ naar het water gericht zijn, leidde
tot de conclusie dat ervirocyten bedekt zijn met een dubbellaag
van lipiden, waarbij de apolaire ‘staarten’ naar elkaar toe en de kop-
pen’ naar het medium en naar de celinhoud gericht zijn (fig. 1).

Er is later op gewezen (Winkler & Bungenberg de Jong, 1940) dat
het door Gorter en Grendel aangenomen opperviak per erytrocyt on-
geveer 50% te laag is. Aan de andere kant hebben talrijke onder-
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Fig. 1. Schets naar de ideeén van Gorter en Grendel. In deze en de vol-
gende figuren worden de lipiden sterk vereenvoudigd weergegeven. Ook is
terwille van de duideliikheid de afsiand tussen de koolwaterstofketens te
2root weergegeve.

zoekingen over de extractie van lipiden laten zien dat aceton zeker
niet in staat is de lipiden kwantitatief te extraheren. Bar et al. (1966)
komen tot de conclusie dat deze twee fouten elkaar tendele opheffen
en dat het gezochte getal tussen twee en één moet liggen. De grootte
van het getal hangt sterk af van de interpretatie van de experimenten
met de monomolecualaire laag van de geisoleerde lipiden. Zoals wij
later zullen zien doen huidige inzichten in het membraan van erytro-
cyten veronderstellen dat het getal kleiner dan twee is. Dus moeten
wij zeggen dat de experimenten van Gorter en Grendel er op kunnen
wijzen dat de lipiden in cen groot deel van het membraan als dubbel-
laag aanwezig zija (zie verder het hoofdstuk van Zwaal).

Het werd hiervoor al vermeld; het model van Gorter en Grendel
werd voorlopig niet opgemerki. De aandachi bleef zich richten op
modellen van het molekuulzeef-type. Veel werd gewerki met mem-
branen vervaardigd met behulp van kollodinm of van gelatine. Vooral
de proeven met het eiwit gelatine trokken de belangstelling omdat
men hoopte een membraan te vinden dat enige voorkeur zou vertonen
voor oppervlakte-aciieve (of wel in lipiden oplosbare) stoffen. Maar
ook de uitvoerige proeven van Collander {1927) gaven te zien dat de
penetratiesnelheid uitslnitend afhankelijk is van de afmeting van de
molekulen. Pas wanneer dit scort membranen geimpregneerd worden
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met lipiden krijgen zij eigenschappen die meer lijken op die van cel-
membranen. Mede hierdoor wordt verklaard dat de belangstelling
voor membranen van het molekuulzeef-type langzaam wegebde en de
aandacht zich weer meer op de lipiden ging richten.

Het model van Danielli Omstrecks 1935 verschijnen er dan een
aantal artikelen die een nieuw tijdperk inluiden. Danielli & Harvey
{1935) bestudeerden de oorzaak van de zeer lage grensviakspanning
tussen oliedruppeltjes en protoplasma in eieren van de makreel. Aan-
gezien de grensvlakspanning tussem de olic en ¢en bufferoplossing
veel hoger is concludeerden de auteurs dat de olie in het protoplasma
bedekt wordt met eiwit, waardoor de grensvlakspanning sterk ver-
laagd wordt. In verband met de latere ontwikkeling in dit gebied is
| het interessant op te merken dat volgens hun proeven het eiwit aan
het olie-oppefvlak betrekkelijk snel denatureert, waarna de grensvlak-
spanning weer stijgt. In vivo zou deze denaturatie niet plaats vinden
omdat het contact tussen de olie- en de waterfase plaats zou hebben
via georiénieerde vetmolekulen waarvan de gehydrateerde koppen
naar buiten steken.

In de volgende publikatie (Danielli & Davson, 1935) worden de
consequenties hiervan voor het probleem van het celmembraan uit-
gewerkt. Zowel bij erytrocyten als bij gistcellen hadden Fricke {1925},
McClendon (1926) en Fricke & Curtis (1934) aannemelijk gemaakt
dat de cellen omgeven zijn door een dunne laag van materiaal dat ten
opzichte van wisselstroom een grote weerstand vertoont. Het lag voor
de hand aan lipiden te denken die volgens deze metingen in een uni-
tot trimoleculaire dikte aanwezig zouden zijn. Aangezien cellen, voor-
zZover toen gemeten, een lage grensvlakspanning hebben moet ook hier
de lipidenlaag bedekt zijn met eiwit (fig. 2). Merk op dat in het oor-
spronkelijke model de dikte van de lipidenlaag nog niet vastgelegd is
en dat met de bevindingen van Gorter en Grendel geen rekening ge-
houden werd. Verder blijkt later dat juist de lipiden die in celmem-
branen gevonden worden {de fosfolipiden) een lage grensvlakspanning
hebben en dat dit argument hier dus ten onrechte gebruikt is.

Een tweetal artikelen (Schmitt et al,, 1935; Schmidt, 1936) houdt
zich bezig met de bouw van de myelineschede van zenuwen, Uit stu-
dies met gepolariseerd licht was al bekend dat zenuwen een hoge
graad van moleculaire organisatie bezitten. In het eerste artikel wordt
verslag gedaan van een onderzoek van zenuwen met ronigen-diffrac-
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Fig. 2. Het eerste model van Danielli en Davson bevatte meer lipiden dan
volgens het dubbellaag-principe nodig was (ook de russenlaag bestaat wit
lipiden). De eiwitten zijn in deze versie nog globulair,

tie; het tweede vervolgt de studies met gepolariseerd licht. In beide
gevallen werd het onderzoek verricht met de intacte zenuw en met
uit de zenuw geéxtraheerde lipiden. De conclusie is in beide gevallen
dezelfde. De moleculaire organisatie moet toegeschreven worden aan
vigeibare kristallen bestaande uit Hpiden (met name fosfatiden en
cholesterol). De lipidemolekulen staan loodrecht gericht op het viak
van de myelineschede, Daartussen bevinden zich eiwitmolekulen die
juist in de lengterichting van de zenuwvezel gericht zijn. Deze opbouw
doet dus sterk denken aan de voorstellingen van Gorter en Danielli.
In hetzelfde jaar publiceren Bungenberg de Jong & Bonner (1935)
hun onderzoek over een kolloidsysteem opgebouwd uit fosfatiden.
Onder invloed van verschillende ‘sensitizers’ en na toevoeging van
neutrale zouten kan een fosfatide-coacervaat ontstaan. Bij schudden
van dit coacervaat met zijn evenwichtsvloeistof verschijnen hoogst
merkwaardige coacervaatdruppels die dikwijls platie kanten vertonen.
Aangetoond werd dat deze platte kanten de begrenzing vormen van
een soort vacuole, gevuld met evenwichtsvloeistof, maar door een
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(microscopisch onzichtbare) filtn gescheiden van de rest van de even-
wichtsvloeistof. Voor de eerste maal werden hier de ‘black films’, die
later op grote schaal bestudeerd zouden worden, ‘gezien’. De auteurs
veronderstellen dat de film bestaat uit een dubbellaag van fosfatiden
en ook zij wijzen op de overeenkomst met het celmembraan. Op
grond van de sterke attractic tussen de positieve en negaticve groepen
en de zwakke affiniteit tussen de koolwaterstofstaarten menen zij
evenwel dat in deze dubbellaag (en in het ceimembraan) de molekulen
juist andersom staan dan Gorter en Grendel verondersteld hadden.
Pas later besefte men dat weliswaar de affiniteit tussen koolwaterstof-
ketens en dergelijke apolaire atoomgroepen zwak is, maar dat zij uit
het water gedreven worden doordat zij niet in de structuur van het
water passen. Dit is de hydrofobe binding genoemd waarbij wel be-
dacht moet worden dat het woord ‘binding’ hier een andere achter-
grond heeft dan in de begrippen colavente binding, Coulomb-bin-
ding, e.d. Achteraf gezien is de intuitieve benadering van Gorter en
Grendel beter geweest dan de op de toenmalige fysische chemie ge-
baseerde hypothese van Bungenberg de Jong,

Het model van Danielli heeft jarenlang de gedachten over permea-
biliteit beheerst, ondanks het feit dat het zeer duidelijke tekortkomin-
gen had., Het meest op de voorgrond tredende bezwaar is natuurlijk
dat op geen enkele manier ingezien kan worden hoe de voor de cel
noodzakelijke voedingsstoffen opgenotmen kunnen worden. Daar staat
vanzelfsprekend tegenover dat het een zeer goed beeld geeft van de
barrigrefonctic van het celmembraan. Dat deze barriére gemakkelijk
gepasseerd zal worden door molekulen die in lipiden oplossen valt
direct uit het model af te lezen. De eerste opnamen van celmembra-
nen en daarmee verwante structuren met de elektronenmicroscoop
leken het gevormde beeld volledig te bevestigen. Met osmiumtetroxyde
‘gekleurde’ en gefixeerde preparaten gaven cen afbeelding van het
celmembraan als twee zwarte lijntjes met een ongekleurde zone er
tussen. De moleculaire afmetingen klopten met het model, indien men
aannam dat de koolwaterstofstaarten niet en de polaire groepen en de
eiwitten aan de buitenkant wel met osmiumtetroxyde gereageerd had-
den.

Deze fraaie overeenstemming kwam vooral te voorschijn bij het
onderzoek van de myelineschede (zie bijvoorbeeld Fernindez-Morsin
& Finean, 1957). Belangrijk is dat deze schede gevormd wordt door
de Schwann-cel en dat de zwarting door osmiumtetroxyde afwisselend

18



sterk en zwak is. Aangezien de myelineschede verkregen wordt door
afzetting van het celmembraan van de Schwann-cel in concentrische
lagen, verschijnt hier voor het eerst een aanwijzing dat het celmem-
braan een asymmetrische opbouw heeft. De binnenzijde van het mem-
braan is verschillend van de buitenkant.

De elektronenmicroscopie ontwikkelt zich intussen sinds de vijf-
tiger jaren met grote snelheid. Niet alleen de buitenkant van de cel
bleek een membraan te hebben dat in eerste instantie een structuur
had die bij het Gorter-Danielli-schema paste. Qok in talrijke celorga-
nellen werden membranen gevonden. Wij denken aan mitochondrign
(met een binnen- en buitenmembraan), het endoplasmatische reticu-
tam, het Golgi-apparaat, chloroplasten, e.d. Dit paste wonderwel bij
de ideeén dic op grond van biochemische studies over het metabolis-
me ontwikkeld waren. Het was namelijk bijna niet mogelijk zich in
te denken dat alle enzymen en substraten in de cel elkaar door vrije
diffusie bereiken konden. De regulering van het metabolisme in de
cel vroeg a.h.w. om compartimenten. En als barriére tussen die com-
partimenten kwam een dubbellaag van lipiden weer het meest in aan-
merking. Deze visie werd hartstochtelijk verdedigd door Robertson
{1959). Volgens hem waren alle membranen van het Gorter-Danielli-
type; in de cel onderling met elkaar verbonden en allemaal van de-
zelfde structuur. Dit idee is de historie ingegaan als de ‘unit mem-
brane’ hypothese. Alle kritick op zijn stelling werd door Robertson
afgedaan met opmerkingen over fouten in de techniek of verkeerde
interpretatie van de elekfronenoptische beelden bij zijn tegenstanders
(vergelijk het hoofdstuk van Daems).

De eiwitten komen in de aandacht Inderdaad bleef de kritiek hem
in de zestiger jaren niet bespaard. Met de verfijning van de elektro-
nenmicroscopie werd het steeds duidelijker dat de visie van Robertson
wel simplistisch was. De membranen van de celorganeilen vertoonden
onderling grote verschiilen. Aangezien niet verwacht kon worden dat
deze verschillen uitsluitend aan de lipiden toegeschreven konden wor-
den, richtte de belangstelling zich nu op een membraancomponent
die tot dan toe sterk veronachtzaamd was, namelijk de eiwitten. Dit
werd mede gestimuleerd doordat ook de eiwitchemie belangrijke vor-
deringen maakte. Met name over de driedimensionale structuur van
eiwitten werden na 1960 steeds meer gegevens bekend. Daarnaast
kreeg men de mogelijkheid om de volgorde van de aminozuren in
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eiwitten te bepalen.

Elcktronenmicroscopie van mitochondrién en van chloroplasten
doet dan het vermoeden rijzen dat de membranen van deze celorga-
nellen opgebouwd zijn uit kleine cenheden. Men begint zich af te
vragen of de betrekkingen tussen het eiwit en de lipiden in biomem-
branen niet veel inniger zijn dan vermoed zou worden uit het oor-
spronkelijke model van Danielli. Men denkt dan bijvoorbeeld aan de
lipoprotetfnen uit het bloedserum, die over eigenschappen beschikken
die men niet rechtstreeks uit die van de samenstellende delen kan af-
leiden.

Op grond van deze overwegingen komt o.a. Benson (1966) tot de
slotsom dat het membraan in chloroplasten opgebouwd is uit kleine
eenheden bestaande uit een lange peptideketen gecombineerd met
lipiden (fig. 3). Zonder veel argumenten wordt deze zienswijze toe-
passelijk verklaard op alle biomembranen.

Intussen speelt zich bij de studie van de mitochondrién icts derge-
lijks af. Na de isolering van mitochondrién bleek reeds spoedig dat
deze celonderdelen vele enzymen uit de citroenzuurcyclus bevatten,
Volgens de school van Green (1967) vormen deze enzymen een func-
tionele eenheid die op de een of andere manier aan mitochondrién als
structurele eenheden gebonden is. Werden de mitochondrién oor-
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Fig. 3. Volgens Benson is er cen intiem contact lussen een polypeptide-
keten en de lipiden. Het membraan is opgebouwd uit lipoproteine-eenheden.
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spronkelijk gezien als cen soort gelklompjes, later bleck dat zij een
ingewikkelde bouw hebben waarbij een tweetal membranen ondes-
scheiden kunnen worden. Aan de binnenkant van het biomembraan,
dat zich voortzet in de cristae van de mitochondrién bevinden zich
talloze bolvormige knoppen die met steeltjes aan het membraan vast-
zitten. Hierin bevinden zich volgens Green vele enzymen die voor het
functioneren van de mitochondrién van wezenlijk belang zijn (fig. 4).

Uitermate belangrijk is dat in dit concept georganiseerde enzym-
complexen op membranen als basis gebonden zijn. Hierdoor kan een
ingewikkeld biochemisch mechanisme op efficiénte wijze verlopen;
substraten en coénzymen hoever slechts een korte diffpsieweg af te
leggen om het volgende enzym in een keten te bereiken. Voor ons is
belangrijk dat het eigenlijke membraan in deze visie bestaat uit een
aancengesloten laag basisdeeltjes, waarin een eiwit (het zogenaamde
structurele eiwit) eep voorname rol speelt. In tegenstelling tot het
Gorter-Danielli-model is nu de rol van het lipide tot bijna nul geredu-
ceerd. Het mag de eventuele gaatjes opvullen die tussen de eiwitketens
wellicht nog aanwezig zijn,

In zijn enthousiasme heeft Green dit model als basis aangenomen
voor alle biomembranen. Uit de aard der zaak moet vooral het Gor-
ter-Danielli-model het ontgelden als hij schrijft: ‘The concept that
a membrane system is nothing more than the integration of the re-
peating units and of their pattern of organization has helped to sweep
aside the mumbo-jumbo of membrane lore.” Het spreckt vanzelf dat
deze krachtige taal niet door iedereen geapprecieerd werd en dat een

Fig. 4. Het binnenmembraan van mitochondrién bevat naar de ideeén van
Green een grote hoeveelheid in complexen verenigde enzymen. Ook dil
membraan is opgebouwd uit discrete eenheden, waarin de lipiden een on-
dergeschikte rol spelen. De aansluitende ‘Blokker’ zijn lipoproteinen (zie
fig. 3); de ‘bollen’ bevatien vele enzymen.
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licht gevoel van leedvermaak zich van enkelen meester maakte toen
later bleek dat het structurele eiwit (volgens Green essentieel in de
basis van het membraan) een artefact was, ontstaan door denaturatie
van andere eiwitten bij de pogingen tot isolatie. Desondanks moet niet
vergeten worden dat Green een witerst belangrijke bijdrage tot het
membraanprobleem geleverd heeft. Hij heeft immers de aandacht ge-
vestigd op de mogelijkheid dat de biomembranen de basis konden zijn
voor daarop of daarin aanwezige complexen van (samenwerkende)
enzymen,

Zo zien wij omstreeks 1965 weer eens twee ver uiteenlopende op-
vattingen over de bouw van biomembranen; Robertson gelooft on-
verkort in de dubbellaag van lipiden en bij Green is de dubbellaag
verdwenen en zijn eiwitten het enige wezenlijke bestanddeel van bio-
membranen.

Dan komt de elektronenmicroscopie met een nieuwe benadering
van het vraagstuk met behulp van de methode van het vries-etsen.
Tot nu toe werden alle objecten tot zeer dunne coupes gesneden. Bij
de vriesets-methode wordt het object snel bij zeer lage temperatuur
gebracht. Dan wordt het in bevroren toestand ‘gesneden’ wat in feite
meer breken dan snijden is. Voor ons probleern is nu belangrijk dat
ten aanzien van dit breken de zwakste plek van biomembranen het
midden is. Zij hebben de neiging overlangs te splijten, waarbij de
splijtvlakken dus bestaan uit de uviteinden van de koolwaterstofstaar-
ten. Nog steeds in bevroren toestand laat men wat ijs verdampen. Dat
gaat op sommige plekken goed (bijvoorbeeld als het brenkvlak door
de inhoud van een vacuole loopt), maar op andere plaatsen niet (spe-
ciaal wanneer het breukvlak midden door een dubbellaag van lipiden
[oopt, want dan is het oppervlak immers van koolwaterstofnatuur),
Het aldus ‘geétste’ opperviak wordt met metaal bestoven om zo een
afdruk ervan te krijgen.

Het zal duidelijk zijn dat, wanneer een biomembraan werkelijk op-
gebouwd zou zijn zoals het model van Gorter veronderstelt, het ver-
kregen elektronenoptische beeld van het breukviak een volkomen
vlakke structuur zou vertonen. Het tegendecl bleek het geval te zijn.
Alle onderzochte membranen bevatten in de lipidendubbellaag bol-
letjes (dikwijls met een diameter van ongeveer 8,5 nm) en alles wijst
er op dat wij hier met eiwitten te maken hebben. Het aantal van deze
bolletjes is nogal verschillend van membraan tot membraan en het
hangt samen met de verhouding lipide/eiwit in de membranen. Qok
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Tabel 2. Samenstelling van enkele biomembranen in %.

Lipiden Eiwit

myelineschede 80 20
erytrocytenmembraan 40 60
binnenmembrazan mitochondrién 25 75

wat dat betreft komt die individualiteit van biomembranen naar voren
Zoals uit tabel 2 blijkt.

Belangrijk voor ons is dat het er op lijkt dat de eiwitten als aparte
deeltjes in biomembranen aanwezig zijn. Voorstellingenr van biomem-
branen als integraties van eenheden op lipoproteinebasis (waarbij dus
een polypeptideketen innig verstrengeld is met lipiden) krijgen na deze
soort onderzoekingen een hoge mate van onwaarschijnlijkheid (fig. 3
en 4). Vandaar ook dat Green (1972) zijn corspronkelijke model ver-
laat en een nieuwe visie ontwikkelt waarin dubbellagen van lipiden
afgewisseld worden door paren eiwitmolekulen, waarvan het ene naar
buiten en het andere naar binnen uvitsteckt en die midden in het mem-
braan contact maken.

Hiermee zijn wij het heden zo dicht genaderd dat ik de bespreking
van de huidige inzichten in zowel het lipidengedeclte als in de plaats
van de eiwitten in biomembranen aan volgende sprekers moet over-
laten. Het spreekt vanzelf dat de vondst van eiwitten in het lipiden-
gedeelte van biomembranen de suggestie doet opkomen dat deze
eiwitten wellicht iets te maken hebben met de specifieke opname van
stoffen door de levende cel. Dat probleem komt in de volgende para-
graaf ter sprake.

Naast de door het werk van Gorter en Grendel geinspireerde ‘denk-
modellen’ heeft deze studie ook geleid tot enkele ‘werkmodellen’ die
in het hoofdstuk van De Gier bekeken zullen worden. In de eerste
plaats denken wij dan aan monomoleculaire lagen van lipiden, die
aan de wieg van het model gestaan hebben. Vele jaren later bleek het
mogelijk om dubbellagen van lipiden {met name fosfatiden) te maken
tussen twee oplossingen in water, zodat men in staat was om permea-
tie van water, elektrisch geleidingsvermogen, e.d. te bestuderen. Ten-
slotte wordt nog gewezen op de ‘liposomen’, kunstmatig gemaakte
deeltjes van concentrische dubbellagen die kieine volumina vloeistof
insluiten,
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Transportmodelien

Intussen waren er sinds 1925 natuurlijk velen die zich niet stoorden
aan de modellenbouwers. Het was wel interessant dat er modellen
bedacht konden worden die zich gedroegen zoals volgens de lipoid-
theorie verwacht kon worden, maar deze droegen toch weinig bij tot
het wezenlijke probleem. En dat is natuurlijk: hoe neemt de levende
cel dic stoffen op die voor het leven van die cel noodzakelijk zijn?
Met daaraan gekoppeld de vraag hoe de cel in staat is bij verschil-
lende stoffen de dikwijls grote verschillen in concentratie tussen in-
houd en milieu te handhaven. Dat bijvoorbeeld de kaliumconcentratie
in de cel vrijwel altijd relatief hoog is ten opzichte van natrium be-
tekent niet alleen dat de cel kaliumionen kan concentreren (wat ener-
gie moet kosten), maar ook dat de cel tussen kalium- en natriumionen
onderscheid kan maken. Chemisch gesproken is dat geen eenvoudige
opgave.

Het ligt voor de hand dat de omvang van deze problemen de krach-
ten van de onderzoekers van 1925 ver te boven ging. Men bescfte dat
de cel sommige stoffen kan concentreren en dat daarvoor energie
nodig is. Dat verschillende hydrofiele molekulen door de cel opgeno-
men kunnen worden was voor velen aanleiding om de lipoidtheorie
te verwerpen, Het zou nog tientallen jaren duren voor er serieus over
gedacht kon worden om verband te leggen tussen de structuur van
biomembranen en de door deze membranen verrichte functies. In
feite staan deze pogingen nog altijd in de kinderschoenen. Natuurlfijk
zijn er wel ideeén geopperd om enig licht op de geschetste vraagstuk-
ken te werpen,

Transport door porién Deze pogingen richten zich in eerste instan-
tie op het probleem van de specificiteit van de opname. Zo werd het
model van Danjelli aangepast door te veronderstellen dat in de dub-
bellaag van lipiden eiwitketens een porie zouden vormen (Stein &
Danielli, 1956, fig. 5). Een dergelijke porie zou, op basis van de af-
meting, een bepaald molekuul of ion door kunnen laten. (Het spreekt
van zelf dat met dit mechanisme van een opname tegen een concen-
tratiegradiént in geen sprake is.)

Het is, tussen haakjes, wel interessant om te wijzen op de verschil-
len tussen dit model en het gorspronkelijke voorste! van Danielli en
Davson (fig. 2). Al in 1943 was een verandering in het model aan-
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Fig. 5. In een later model van Danielli zijn de eiwitten ontrold en kunwnen
met eiwitten bedekle porién voor transport van bepaalde hydrofiele stoffen
zorgen.

gebracht. Onder invloed van réntgenstudies van eiwitten, die toenter-
tijd uitsiuitend aan fibrillaire eiwitten verricht werden, besloot men
de oorspronkelijke globulaire eiwitten in het model te vervangen door
ontrolde eiwitten. Deze lange ketens zouden, in tegenstelling tot de
globulaire eiwitten, aan het membraan een zekere stevigheid verlenen
(Davson & Danielli, 1943). Een ander opvallend verschii, afgezien
van de porién, is dat het centrum van het model nu een echte dubbel-
laag is.

Langs een heel andere weg is het probleem benaderd door Lucy en
Glauert (1964), De kolloidchemische studies van lipide-achtig mate-
riaal (zepen, fosfatiden, e.d.) hadden laten zien dat lpiden met gela-
den koppen in tenminste twee vormen in water kunnen voorkomen,
namelijk als bolvormige micellen en als grote platte dubbellagen. Ver-
ondersteld werd nu dat in biomembranen cen fase-overgang van platte
naar globulaire micellen kan plaatsvinden (fig. 6). De auteurs wijzen
er op dat bij een dichte pakking van deze bollen porién met een dia-
meter van ongeveer 0,5 nm aanwezig zijn. Deze zouden voor de pene-
tratie van bijvoorbeeld ionen van belang kunnen zijn.

Tegen het concept van de porién zijn vele bezwaren ingebracht (zie
bijvoorbeeld Booij, 1962). Tenslotte is een porie ¢en gat in een bio-
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Fig. 6. Een heel ander principe is geintroduceerd door Lucy. Hif veron-
derstelt een fase-overgang binnen het membraan van cen platte dubbellaag
in globulaire micellen.

membraan, waardoor molekulen en ionen net zo goed naar buiten als
naar binnen kunnen gaan. De veronderstelling dat een biomembraan
aanzienlijke aantallen porién van verschillende diameter zou bevatten,
waardoor molekulen van diverse aflmetingen kunnen passeren, doet in
ernstige mate afbreuk aan de waarneming dat deze membranen in
eerste instantie als barriére moeten fungeren.

Wannecer al aan porién gedacht wordt dan zouden deze in ieder
geval zeer selectief moeten zijn, vermoedelijk afsluitbaar zijn of in
samenwerking met een of ander energieleverend principe moeten zor-
gen voor een transport in één richting. In dat geval zou een porie als
het ware een onderdeel van cen pomp zijn. Voorwaarden van dit type
kunnen ontleend worden aan de vele studies over de opname van
suikers, aminozuren, ionen en andere stoffen, die op geen enkele wijze
in de lipoidtheorie of in de molekuulzeef-theorie passen.

De moeilijkheden liggen op een drietal gebieden: (1) de specificiteit,
(2) de wetmatigheden van de opname en (3) de mogelijkheid van ac-
cumulatie. Zeer in het kort kan hierover het volgende gezegd worden
(de problemen komen in het hoofdstuk van Van Steveninck uitvoeri-
ger aan de orde).
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Transport door ‘carriers’ Zowel studies met suikers (Le Fevre) als
met aminozuren {Christensen) hebben aangetoond dat de opname van
deze stoffen in zekere mate specifick is. Het meest markante verschijn-
sel is wellicht dat de cel onderscheid maakt tussen stereo-isomeren;
de L-vormen van aminozuren worden aanzienlijk sneller opgenomen
dan de p-vormen. Dat betekent reeds dat het eenvoudige pori€nidee
verlaten moet worden. Ook zien wij dat de specificiteit van celsoort
tot celsoort wisselt. In bepaalde gevallen is de specificiteit van een
opnamemechanisme zo groot dat slechts cen enkele stof opgenomen
wordt, in andere gevallen wordt aan een aantal op elkaar lijkende
molekulen doorgang verleend. De overeenkomst met de bevindingen
uit de enzymologie is frappant. Sommige enzymen zijn gericht op een
enkel substraat, andere kunnen een breed scala van molekulen af-
breken.

Die overeenkomst met enzymen wordt nog versterkt als wij de kine-
tica van deze opnameprocessen bekijken (zie bijvoorbeeld Wilbrandt
& Rosenberg, 1961). De snelheid van opname is bijzonder veel hoger
dan op grond van oplosbaarheid in lipiden en moleculair volume ver-
wacht zou worden (voor passage van glucose door het erytrocyten-
membraan is de schatting van het quotiént van waargenomen en ver-
wachte snelheid ongeveer 10 000). De snelheid van penetratie is niet
recht evenredig met de concentratie, maar bereikt een plateau. Struc-
tuuranalogen van de permeérende stof kunnen de opname competitief
rermmen (daarnaast bestaat ook de mogelijkheid van niet-competitieve
remming).

De suggestie ligt voor de hand: er moet zich in het membraan iets
bevinden dat in staat is om een bepaald molekuul min of meer speci-
fiek te binden, daarna tezamen met het molekuul het membraan te
passeren en tenslotte weer — hetzij leeg, hetzij beladen — terug te keren
naar het uitgangspunt. De stoffen waarvan verondersteld wordt dat
zij voor dit vervoer aansprakelijk zijn hebben de naam ‘carrier” gekre-
gen. In het eenvoudigste geval — wanneer er door de cel geen energie
geleverd wordt — zal tenslotte een evenwicht bereikt worden, waarbij
aan weerskanten van het membraan dezelfde concenfratie aanwezig
zal zijn. Gezien de overeenkomst met enzymen kan men natuurlijk
veronderstellen dat ook deze carriers wel eiwitten zullen zijn.

Wanneer er sprake is van accumulatie in de cel wordt het vraag-
stuk veel ingewikkelder. In het hoofdstuk van Van Steveninck zal dit
probleem nader bekeken worden. Voor ons is van belang dat ook in
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dat geval de aanwezigheid van carriers noodzakelijk is.

Het bestaan van carriers is dus afgeleid uit de karakteristieken van
de opnameprocessen van in lipiden niet of nauwelijks oplosbare, maar
voor de cel noodzakelijke sioffen. In zekere zin hebben zij nog een
hypothetisch karakter; een definitieve isolering is nog niet gelukt. Ook
ligt het voor de hand dat er op het gebied van het transport weinig
modellen bestaan. Enkele eenvoudige benaderingen van de problemen
kunnen hier niet onvermeld blijven.

Eenvoudige modellen van specifiek transport Het ecerste geval ont-
lenen wij aan Finkelstein & Cass (1968). Ecn dubbellaag van lipiden,
gebracht tussen twee compartimenten die water bevatten, laat ionen
niet passeren (en vertoont dus een hoge elektrische weerstand). Ook
het jodide-ion gedraagt zich op deze wijze; het penetreert bijna niet,
Toevoeging aan een KJ-oplossing van zeer kleine conceniraties mole-
culair jodium (Jg), dat zelf geen invloed op de weerstand van de dub-
bellaag heeft, doet de weerstand drastisch dalen.

Het jodide-ion kan met medewerking van moleculair jodium blijk-
baar wel passeren en de mate van passage is in hoge mate afhankelijk
van de toegevoegde hoeveeiheid moleculair jodium. De uitleg van dit
fenomeen is dat jodium zich als een soort carrier ten opzichte van het
jodide-ion gedraagt. Bij combinatie worden polyjodiden gevormd (een
jodide-ion plus één of meer molekulen jodium). Van deze polyjodiden
is de oplosbaarbeid in lipiden veel groter, mede omdat de lading over
een grotere massa verdeeld is. Zo kan dus een jodide-ion aan de ene
kant van het membraan gepakt worden door een of meer jodium-
molekulen; daarna wordt het door het membraan getransporteerd en
aan de andere zijde weer losgelaten. Als men met thiosulfaat het wei-~
nige moleculaire jodium wegvangt keert de hoge elektrische weerstand
van het membraan weer terug. Dit model vertoont een paar eigen-
schappen die de hypothetische carriers ook hebben: (1) het is een
selectief proces, uitsluitend gericht op het jodide-ion en (2) een kleine
hoeveelheid ‘carrier’ is in staat om een grote hoeveelheid jodide-ion
te transporteren,

In de laatste jaren is er veel belangstelling ontstaan voor bepaalde
antibiotica die in staat zijn om ionen te transporteren door biomem-
branen (zie ook het hoofdstuk van De Gier). Hun antibiotische wer-
king berust er op dat zij met name kaliurnionen uit de cel of uit cel-
organellen doen lekken. Hierdoor wordt de ionengradiént inhoud/
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milieu gestoord, wat voor de levensprocessen desastreus is. Gezien het
feit dat de opname van jonen nog altijd in raadselen gehuld is, was
het bijzonder interessant stoffen te leren kennen die in staat zijn ionen
- in vele gevallen selectief — te transporieren door het lipidengedeelte
van biomembranen. Tussen haakjes, er zijn cok kunstmatige ‘kation-
carriers’ ontwikkeld, die, hoewel zij een totaal andere chemische bouw
hebben, hetzelfde fenomeen vertonen.

Wat is het grote probleem bij de passage van ionen door een milieu
dat uit lipiden bestaat? En hoe is de cel in staat tussen natrium- en
kaliumionen onderscheid te maken? Fen kaliumion is in water vit-
stekend oplosbaar. De watermolekulen zijn dipolen met gen overschot
positieve lading aan de kant van de waterstofatomen, terwijl de zuur-
stofatomen een lichte negatieve lading dragen. Om het sterk geladen
kaliumion zal dus een gerichte binding van watermolekulen plaats-
vinden; het is omhuld door water, ofwel gehydrateerd. Het komt dus
in water nooit voor als het kale ion, maar als een deeltje van veel
grotere afmeting. Hoewel het natriumion kieiner is zal het toch in
water een groter deeltje vormen dan het gehydrateerde kaliumion.
Dat komt doordat het kleinere geladen ion een grotere veldsterkte
heeft en dus meer watermolekulen binden zal.

Om nu de permeatie van ionen door membranen te ‘verklaren’
waren er in principe twee mogelijkheden, Allereerst zou de passage
plaats kunner vinden door met water gevulde porién. De cel zou dan
tussen nafrium en kalium kunnen onderscheiden omdat het eerste ion
in gehydrateerde toestand groter is dan het tweede. Porién van een
bepaalde en zeer constante diameter kunnen dan €én van de iomen
doorlaten en het andere tegenhouden. Natuurlijk is de idee van met
water gevulde porién in verband met lekkageproblemen niet erg aan-
trekkelijk en ook is niet goed in te zien hoe dan een uitwisseling van
ionen plaats zou moeten vinden,

De andere mogelijkheid is natuurfijk dat de ionen niet in gehydra-
teerde toestand maar ‘kaal’ passeren. Dat betekent dat zij zich uit het
water als het ware moeten losrukken door verbreking van alle dipool-
ion bindingen. Ook op deze basis zou een selectie plaats kunnen vin-
den, omdat immers het natriumion sterker aan water gebonden is.
Het blijkt evenwel dat de energie die nodig zou zijn om deze fonen
aan hun omstrengeling met watermolekulen te onttrekken zo hoog is
dat ook deze mogelijkheid voor de cel afgesloten lijkt te zijn.

Zonder te willen suggereren dat alle cellen over ionenbindende
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antibiotica beschikken, kan gesteld worden dat deze stoffen werken
met een zeer bijzonder principe dat een uitweg biedt uit het hiervoor
geschetste dilemma. De antibiotica in kwestie, bijvoorbeeld valino-
mycine, zijn ringvormige molekulen opgebouwd vit aminozuren (zij
worden daarom wel macrocyclische antibiotica genoemd). Wanneer
valinomycine azn mitochondrién wordt toegevoegd resulteert dit in
cen aanzienlijke kaliumlekkage. Ook in modelsysternen van lipiden-
dubbellagen zien wij hetzelfde fenomeen, met dien verstande dat de
permeabiliteit voor kaliumionen ongeveer 300 maal zo hoog wordt
als voor natrivmionen, Deze selectiviteit hangt samen met de afme-
ting van de ring; bij andere macrocyclische antibiotica is de voorkeur
gericht op andere kationen. _

Het bijzondere van deze ringen is dat zij aan de buitenkant hydro-
foob zijn, terwijl naar binnen gericht een aantal zuurstofatomen
staan. Net als’in water dragen deze atomen een geringe negatieve
lading. Deze ring van zuurstofatomen vormt dus een milieu dat in
zekere zin vergelijkbaar is met het water waarin het kaliumion zich
bevindt, Het (kale) kaliumion kan dus zonder energieverlies ‘overstap-
pen’ van het water in de ring van zuurstofatomen. Het totale complex
(kalivmion in antibioticum) is dan aan de buitenkani zo hydrofoob
dat het biomembranen en modellen daarvan gemakkelijk passeert.
Qok hier is dus sprake van een model-carrier.

Een andere grocp antibiofica (de gramicidinen) onderscheidt zich
van de vorige groep doordat zij niet ringvormig zijn, zodat wij te ma-
ken hebben met lineaire polypeptiden (gramicidine A bijvoorbeeld is
opgebouwd uit 15 aminozuren), Experimenten wijzen er op dat twee
gramicidinemolekulen samen opgenomen worden in een dubbellaag
van lipiden. Daarbij worden zij zodanig in elkaar gerold dat alle hy-
drofobe groepen naar buiten steken en een kanaal ontstaat dat de
afstand van de dubbellaag overspant. Het kanaal heeft een vrije dia-
meter van ongeveer 0,4 nm en is omzoomd door de zuurstofatomen
van de aminozuren, Dat betekent dat voor een kaliumion de binnen-
wand van deze porie vergelijkbaar is met water en dat dit ion dit
kanaal vlot kan passeren, Uit dit onderzoek valt een belangrijke les
te trekken. Een dergelijk specifiek transport hoeft dus niet altijd ver-
zorgd te worden door een bewegelijke carrier; ook het bestaan van
specifieke porién die uitsluitend bepaalde ionen doorlaten is mogelijk.

Deze ionentransporterende antibiotica (cok wel ionoforen genaamd)
hebben ook nog een model opgeleverd, waarin de accumulatie van
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ionen gedemonstreerd wordt. Het betreft hier het monensine; weer
een lineair polypeptide, dat aan het ene einde van het molekuul een
carboxylgroep draagt. Stel dat dit molekuul zich in ¢en membraan
bevindt, waarbij dit membraan twee oplossingen scheidt. Links bevin-
den zich natriumionen, rechts daarentegen waterstofionen, Arriveert
het monensine (met ongeladen carboxylgroep) ter linkerzijde dan zal
de carboxylgroep dissociéren en een natriumion aantrekken. Het mo-
lekuul rolt zich om dit ion heen en het complex kan zich naar de
andere kant bewegen. Daar aangekomen wordt het natriumion door
de overmaat waterstofionen verdrongen en het monensine keert terug
met een waterstofion (dus met ongeladen carboxylgroep). Wanneer er
nu finks weinig natriumionen en rechts veel waterstofionen aanwezig
zijn kan dit proces zo lang doorgaan tot de natriumconcentratie rechts
veel hoger is dan links, m.a.w, er heeft een accumulatie van natrium-
ionen plaatsgehad. De energie voor deze accumulatie is uit de aard
der zaak geleverd door de waterstofionen-gradiént. Dit is een aardig
voorbeeld van gekoppeld transport, waarbij nog bedacht moet worden
dat het metabolisme in de levende cel altijd een produktie van water-
stofionen betekent,

VYormen van fransport Al met zl leren de waarnemingen over het
transport van suikers, aminozuren en ionen dat de cel over een aantal
specifieke mechanismen moet beschikken, die it de aard der zaak in
het celmembraan (of in andere biomembranen, bijvoorbeeld die van
mitechondrién) gelokaliseerd moeten zijn. Chemische en elektronen-
microscopische onderzoekingen doen veronderstellen dat zich in de
lipidendubbellaag vele eiwitten bevinden, waarvan sommige 7o groot
zijn dat zij aan beide kanten buiten deze laag uitsteken. Het ligt voor
de hand te veronderstellen (maar het is nog niet bewezen} dat wij
hier niet te maken hebben met uniforme eiwitdecltjes, maar met een
bevolking van macromolekulen die met verschillende functies belast
zijn. Zo worden biomembranen in de aan Wallach (1966) en Singer
(1966) ontleende modellen gezien als ‘vloeibare lipide/eiwit-mozaie-
ken’ (fig. 7). Al naar de opgave die aan een bepaald biomembraan
gesteld wordt zullen wij in de verhouding lipide/eiwit grote verschil-
len opmerken. Zo overheerst in de myelineschede van zenuwen, dic
een isolatorfunctie heeft, het lipide boven het eiwit. Aan de andere
kant zijn de eiwitten in het binnenmembraan van mitochondrién zo
talrijk dat zelfs de ‘anatomic® van dit membraan niet te gronde gaat
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Fig. 7. In het voornamelijk aan het werk van Singer en Wallach ontleen-
de model zijn in een vioeibare dubbellaag van lipiden eiwitten ingebouwd.
Verschillende van deze eiwitten overspannen de dikte van de dubbellong
en maken zodoende contact zowel met het milieu binnen als met dat buiten
het membraan.

als de lipiden ge&xtraheerd worden.

Het zal niemand verbazen dat op het gebied van het transport van
molekulen door biomembranen vele jaren een grote mate van verwar-
ring geheerst heeft. Dit ging gepaard met het gebruik van verschil-
lende slecht gedefinieerde begrippen. Dat werd mede veroorzaakt
door het hanteren van criteria die experimentee] slecht toetsbaar zijn.
Mede ter inleiding van de laatste twee hoofdstukken zal hier getracht
worden enige orde in de chaos aan te brengen.

Lange tijd werd onderscheid gemaakt. tussen passief en actief trans-
port, Bij het laatste is energie nodig die door de cel geleverd wordt,
bij het eerste niet. Volgens een primitieve redenering geldt dan: als
door blokkering van het metabolisme het transport geremd wordt
hebben wij te maken met actief transport, in het andere geval niet,
Een vergelijking met de spier Ieert dat dit een heel slecht criterium is.
Immers, wordt het metabolisme van de spier met monojoodacetaat ge-
remd, dan kan de spier nog enige tijd contraheren en daar is natuur-
lijk energie voor nodig die door de cel geleverd is. Het probleem is
dat deze energie in alle mogelijke vormen opgeslagen kan worden.
Ten aanzien van de permeabiliteit kan gezegd worden dat energie be-
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schikbaar is in vele vormen, bijvoorbeeld het door de cel gemaakte
energierijke fosfaat, een natriumgradiént of een waterstofionengra-
diént over een membraan en wellicht zelfs een conformatieverande-
ring in het membraan,

Ock de beweging tegen een concentratiegradiént in is geen goed
criterium voor actief transport. In de eerste plaats kan de concentratie
van sominige stoffen (wij denken aan kleurstoffen) in de cel hoog
oplopen door binding aan bepaalde macromolekulen zonder dat hier-
voor energie nodig is. Ook is het heel wel mogelijk-dat een stof onder
invloed van door de cel geleverde energie opgenomen wordt zonder
dat dit tot concentratieverhoging leidt. ,

Het komt ons voor dat de vormen van permeabiliteit volgens cen
heel ander criterium onderscheiden moeten worden. In de eerste
plaats is er een passieve penetratie (zie verder het hoofdstuk van
Ariéns). Dan is de cel als geheel en het celmembraan passief ten op-
zichte van de penetrerende stof. Een voorbeeld: amylalcohol zal in
alle mogelijke cellen binnendringen omdat deze stof in het celmem-
braan kan oplossen. In de tweede plaats is ¢r transport door het cel-
membraan heen met behulp van door de cel ontwikkelde mechanis-
men die een kleinere of grotere specificiteit vertonen. Dit willen wij
specifiek transport noemen (zie verder het hoofdstuk van Van Ste-
veninck). Daarvoor zijn transportmiddelen nodig die meestal als ‘car-
rier’ aangeduid worden. Dit woord carrier moet dan ruim geinterpre-
teerd worden; zoals wij gezien hebben kan ook aan specificke porién
gedacht worden. Sommigen prefereren dan ook het iets neutralere
woord ‘translocator’. In bepaalde gevallen zal dit specifieke transport
plaatsvinden zonder dat dit aan de cel energie kost. In andere geval-
ten spendeert de cel energie, hetzij direct doordat energierijk fosfaat
verbruikt wordt, hetzij dat deze energie eerst op de een of andere
manier opgeslagen wordt (bijvoorbeeld als ionengradiént).

Tenslotte mag niet onvermeld worden dat grotere deeltjes door de
cel opgenomen kunnen worden zonder dat van een passage door het
membraan sprake is. Wij doelen op de endocytose en daarmee ver-
wante verschijnselen waarbij het membraan als geheel betrokken is.
Zodat wij ten aanzien van de opname van stoffen door de cel tot de
volgende onderscheiding komen:
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