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Op 19 okiober 1973 werd te Am‘stérdaf’ﬁ aoor de Vereniging voor Cel-
biologic en de Vereniging voor Hlstochemle en Cytochemie, in samen-
werking met de Biologische ‘Raad van de Konmkhjke Nederlandse
Akademie van Wetenschappen, het symposium ‘Ontwikkelingen in de
Celbiologie’ gehouden.

Het was mogelijk deze nitgave samen te stellen door gebruik te
maken van de teksten van de voordrachten die op dit symposium
werden unitgesproken,
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Yoorwoord

P. ). GAILLARD

Het is een boeiende opgave om een symposium te organiseren over cel-
biologie en daarbij bijzondere aandacht te vragen voor enkele gebieden
die zich in de laatste jaren enorm hebben verbreed en verdiept.

De voordrachten die in deze uitgave zijn gebundeld, behandelen
enerzijds problemen die betrekking hebben op de cel als informatie-
verwerkend systeem en anderzijds op de verhouding tussen de cel en
zijn milieu.

Hierdoor vestigt men vooral de aandacht op het dynamische karak-
ter van levende cellen. Anders uitgedrukt is het zo dat de gedragingen
van elke cel op elk moment van zijn bestaan het resultaat zijn van het-
geen erfelijk als mogelijkheden is medegegeven en hetgeen zijn milieu,
d.w.z. de micro-klimatologische omstandigheden, hem op dat moment
toestaan of dwingen te volbrengen!

Didactisch wordt vaak onderscheid gemaakt tussen de algemene en
de speciéle celbiologie. Daarbij bepaalt de algemene celbiologie zich
tot de vormen en functies die alle cellen gemeen hebben, terwijl de spe-
ciéle celbiologie zich richt op datgene waarin cellen van verschillende
organismen, van verschillende organen en van verschillende weefsels
zich onderscheiden. -

Duidelijk dient echter gesteld te worden dat er eigenlijk géén cel in'de
zin van de algemene celbiologie bestaat en het dus onjuist en'ﬁ:arhalve
misleidend kan zijn om te spreken van “de cel’ of van ‘de cel en zijn
milieu’.

Tegen deze achtergrond meen ik ons onderwerp het beste te kunnen
inleiden aan de hand van een drietal celtypen.

Ik wil dit doen met behulp van een filmische analyse, verricht door
onze lector in de celbiologie en histologie dr. J. P. Scherft uit de periode
waarin hij belangstelling had voor de bewegingspatronen van in lymfe-
klieren voorkomende celtypen. Voor dit doel werden stukjes lymfklier
ontnomen aan albinoratten en gebracht in een voedingsbodem. Korte
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tijd later zag hij dat vele cellen in of langs de voedingsbodem uitzwerm-
den.Hierbij bleek dat de lymfocyten zich kenmerken door een gepolari-
seerde beweging. Zij hebben een frontale pool waarmee zij zich met be-
trekkelijk grote snelheid over een vrij wijd gebied bewegen. Aan de
andere zijde van de cel bevindt zich een staartje dat in gewone prepa-
raten zelden of nooit wordt waargenomen en dat toch recentelijk
immunologisch van groot belang is gebleken. Lymfocyten delen zich
nooit, maar delingen worden, zoals te verwachten is, wel waargenomen
bij lymfoblasten.

De zogenaamde macrofagen gedragen zich heel anders. Ze zijn
groter, meestal trager en in beginsel muitipolair. Elk deel van het cel-
oppervlak kan bij wijze van spreken als motor functioneren. Daardoor
komen deze cellen in de regel niet erg ver van hun plaats. Ze zoeken
bovendien gaarne een grensviak waarop zij zich dan uitspreiden en tot
grote platte cellen worden met flagellerende membranen aan de zij-
kanten. Macrofagen delen zich niet. Onder bepaalde omstandigheden
tonen ze wel sterke pinocytose (het naar binnen slaan van vocht in
vacuoles). Onder andere omstandigheden blijken ze te fagocyteren.

Het derde celtype is de reticulaire bindweefselcel. Dit celtype bleek
bij voorkeur te migreren in georganiseerd verband. Dit komt omdat ze
op de plaatsen waar ze elkaar naderen geen bewegende celoppervlakte
bezitten. Ze kenmerken zich namelijk door wat men noemt het ver-
schijnsel van dq ‘contactremming’. Overigens lopen ze relatief lang-
zaam ¢n bezadigd en altijd iangs grensvlakken. Ze onderbreken echter
hun slakkengang vrij frequent voor het ondergaan van een mitotische
deling. '

Met deze voorbeelden meen ik te mogen voistaan, Ze waren bedoeld
om te laten zien dat de drie celtypen in dezelfde voedingsbodem in
staat waren hun eigen identiteit te bewagen cqnform de e’rfelﬂik bepaal-
de expressiemogelijkheden’ Het milicu Van de cel kan echter ook zo-
danig worden gewijzigd dat de ultdrgkkmgsmogehjkheden worden
beperkt of zelfs essentiegl worden gewgngd tengevolge van een inter-
actie met het genoom. !

Dit is maar één van de vele aspecten van de moderne celbiologie;
toch hoop met het voorgaande voldoende belangstelling te hebben ge-
wekt voor hetgeen volgt.



Kaarttekening van de moderne celbiologie

W. A. DE VOOGD VAN DER STRAATEN

Inleiding

Wie een gebied binnentrekt, kan behoefte aan een kaart/hebben. Daar-
bij staat reeds tevoren vast, dat een kaart niet hetzelfde kan zijn als een
geminiaturiseerde afbeelding; een kaart ontleent een groot deel van
haar bruikbaarheid aan wat is weggelaten. Ook zijn er kaarten in soor-
ten, afhankelijk van het doel van de kaart.

Het doel van dit hoofdstuk is vooral de manier van denken en de
fundamentele problematiek aan te stippen. Aan historische achter-
gronden en aan details zal daarbij weinig aandacht geschonken worden.

Het was de bedoeling van dit symposium om vooral de functies van
de cel in haar variaties op supra-moleculair niveau te belichten. Over de
moleculaire processen in cellen kwam in deze reeks reeds eerder een
symposiumverslag uit: Ontwikkelingen in de moleculaire biologie
(1966). Men kan dit boek als een aanvulling beschouwen.

Het is ongetwijfeld een hoofdtrek van het moderne celbiologische
denken, om in het moleculaire viak de laatste verklaringsgronden te
zoeken. Zelfs kan men een levende cel opvatten als een geordende
dynamische moleculaire samenleving, waarin samenspel en tegenspel
hun plaats hebben en regulaties zich voltrekken. Het moet echter duide-
lijk zijn, dat deze hoge waardering voor het moleculaire gebeﬁren niet
mag leiden tot een verslapping van de aandacht voor de hogere organi-
satieniveau’s in cellen. Integendeel, het is juist op deze hogere niveau’s,
dat het ‘spel der molekulen’ resulteert in functioneren in biclogische
zin. In dit verband mag een eenvoudige lijst van afmetingen zeker niet
ontbreken. Er is niet alleen verband tussen de afmeting en de middelen
(bijvoorbeeld lichtmicroscoop, elektronenmicroscoop, enz.) waarmee
een structuur van bepaalde afmetingen in onderzoek wordt genomen,
maar er is 66k een verband tussen afmeting en functionele mogelijk-
heid van een structuur. Een mitochondrion is 103-10* keer zo groot als
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Afmeting van verschillende objecten, respectievelijk niveaus.

domein blote cog z 100 ym
domein lichtmicroscoop 0,2-100 um
domein elektronenmicroscoop 1—200 nm
eukaryotische cellen 5-100 gm
prokaryotische ceilen 0,55 ym
chloroplasten 2-10 ym
mitochondrién 3,5-5 um
ribosomen 20 nm
dikte biomembranen 4 8§ nam
hemocyanine-molekuul 12 nm
mond- en klauwzeer virus 10 nm
ei-albumine 4 nm
aminozuur-molckuul 0,5 nm

lmm = 10° g = 10° pm = 10° nm = 10" A (zie ook glossarium)

een aminozuur-molekuul en bezit daardoor meer functionele mogelijk-
heden. .

Het supramoleculaire niveau laat zich naar afmeting en functie na-
der indelen: molekuul-aggregaten zoals biomembranen of spoeldra-
den — celorganellen zoals de celkern, chloroplasten, mitochondrién,
lysosomen, enz. — de cel in haar totaliteit — samenlevingsverbanden
van cellen. De laatste categorie omvat weer een klimmende reeks:
weefsels — organen— orgaansystemen—organisme. Men zou kun-
nen denken, dat de supracellulaire niveau’s irrelevant zijn voor ons
onderwerp. Echter een belangrijk stuk cefbiologischefinteresse is thans
juist gericht op de cellulaire interacties in de wijdste zin van het woord.

Men voelt thans ook de behoefte’ om prokaryoten en epkaryoten
{een zeer fundamentele tweedéling in de biclogie) in eeﬁ evolutionair
kader naast en tegenover elkaar te plaatsen. Zo is hét van betekenis, dat
het 20e symposium van de Society for Gé;leral Microbiology was pge-
wijd aan: Organization and control in prokaryotic and eukaryotic
cells. Met name Stanier (1970) geeft hier onder de verenigende titel
‘Aspects of the biology of cells’ een diepgravende uiteenzetting inzake
de evolutie van beide celtypen.

Onder cytologie verstaan wij nu de algemene ceileer, vooral met be-
trekking tot de eukarvoten. Hieronder valt stellig de cytogenetica ; 06k
horen beschouwingen inzake veroudering van cellen in dit gebied thuis.
De termen celbiologie en celfysiologie worden vaak door elkaar ge-
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bruikt. In beide gevallen gaat het om de verrichtingsleer tegen een struc-
turele achtergrond.

Reeds werd opgemerkt, dat de moderne celbioloog gaarne ook pro-
karyoten in zijn beschouwingen over de verrichtingen van de cel be-
trekt. Ook zal in concreto het moleculaire aspect zelden of nooit kun-
nen onthreken, in het bijzonder nict wanneer het gaat om de genetische
informatieverwerking of de bio&nergetische aspecten. Wel zal hem
voor ogen staan, dat wie do6r blijft vragen, zal eindigen bij de fysica
van de elementaire deeltjes.

De volgende ‘opsomming van facetten’ biedt een redelijk nitgangs-
punt voor ons betoog. Deze opsomming geeft aan, waar thans in de
celbiologie de aandacht ligt. Men zou kunnen spreken van een definitie
van ‘de’ cel, in het bijzonder de eukaryoot. Men kan een cel zien als een:
— geévolueerde,
gestructureerde, i.h.b. gecompartimentaliseerde,
geprogrammeerde en informatie-verwerkende, muteerbare,
gereguleerd stofwisselende en energie-iransformerende,

— aan milieu-invloeden onderworpen en het milieu-beinvloedende mo-
leculaire ‘machine’ met

— vaak, doch niet altijd, het vermogen tot deling (mitose respectievelijk
meiose).

Genoemde facetten zijn stuk voor stuk op te vatten als labels, ge-
hecht aan bepaalde velden van fundamentele kennis. Helaas is er nog
lang geen sprake van een keurig mozaiek, waarin deze velden aan el-
kaar passen. Per veld is de fundamentele kennis tot stand gekomen
mede dank zij de ontwikkeling van meer of minder geraffineerde me-
thoden van onderzoek. Het tekenen van de relatie tussen methode en
fundamentele kennis behoort in belangrijke mate tot de kaarttekening;
dit punt is didactisch zelfs zo belangrijk, dat wij hiermee zullen begm-
nen in de volgende paragraaf. i

Na een aantal algemene opmerkingen over de relatie tussen methode
en algemene kennis zal een en ander worden toegelicht aan een welom-
schreven voorbeeld: de betekenis van de spoeldraden voor de anafase
van de mitose. Vervolgens zal de gegeven opsomming van facetten
nader worden uitgewerkt, overigens zonder strikt op de volgorde te
letten.

Inzake de evolutie van cellen worden enige woorden gewijd aan de
vroegste ontwikkeling en aan het belang van dit inzicht voor het cel-
biologische denken.

|
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Hierna bespreken wij de functionele morfologie van de eukaryoti-
sche cel, waarbij de begrippen functionele ‘onderbouw’ en functionele
‘bovenbouw’ worden ontwikkeld. Een en ander brengt ons tot de
compartimentalisatie van de cel, waarbij uiteraard de rol van biomem-
branen ter sprake komt. Een bespreking van het ‘verkeer’ tussen de
cellulaire compartimenten voert ons tot het belangrijke verschijnsel
van de membraanfusie. Daarna zal worden uiteengezet hoe de gedach-
tengang over concrete levende cellen waarin zich gelijktijdig een veel-
heid aan gekoppelde processen afspeelt, zou kunnen vastlopen in het
beperkte integratievermogen van de denkende mens.

In een poging om in ruwe trekken een zeker totaalbeeld te geven, zal
worden uitgegaan van de wisselwerking tussen cel en celmilien, In dit
kader komt de werking van hormonen op cellen onder meer aan de’
orde,

Dit is tevens een inleiding tot de problematiek van de cellulaire in-
formatieverwerking en hiermede samenhangend tot de problematick
van de celdifferentiatie.

Cellulaire energietransformaties worden speciaal foegelicht aan de
spiercel. Hierbij wordt nogmaals gepoogd om duidelijk te maken hoe
belangrijk de rol van cellulaire eiwitten in het leven van de cel is: zjj
maken de dienst uit. Overigens houdt deze opmerking gevaar tot mis-
verstand in. Hierarchisch staan de nucleinezuren hoger; zonder nu-
cleinezuur géén elwmen Men denke aan de relatie tussen wetgevende
en uitvoerende macht.

Tenslotte wordt verduidelijkt wat in het bijzonder door een docent

in dit geval onder kaartlezen zou kunnen worden versttan.
'

t

Methode en verwerving van fundamentele kennis p
i
Wanneer gevraagd wordt naar het metltodologlscl‘l arsenaal’ van de
celbioloog, kan het antwoord uiterst eer}volbdlg zun alles wat kan bij-
dragen tot een verdieping van het inzicht 1p de functies van cellen,
Een geestig voorbeeld uit de oude doos is het aanbieden van lang-
werpige ijzerdeeltjes aan, fagotyterende cellen. Na opname van deze
ijzerdeeltjes kan men ‘spelen’ met magnetische velden, die wisselen in
intensiteit en/of richting. Op deze wijze krijgt men informatie, die
betrekking heeft op de colloidchemische constellatie van het cytoplas-
ma, Met name meent men te kunnen concluderen, dat het cytoplasma
als een elastische vloeistof beschouwd mag worden. Een ander voor-
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beeld betreft het observeren van de Brownse beweging van celinsluit-
sels; ook hier zijn conclusies mogelijk inzake de aggregaattoestand van
het cytoplasma.

Hoewel er géén afgesloten lijst van celbiologische methoden is te
maken — de celbioloog ontwikkelt of leent wat hij gebruiken kan —
staan uiteraard de ‘kijkinstrumenten’ centraal. Voor wat het licht-
microscoop betreft, moet daarbij in het bijzonder gedacht worden aan
de fasecontrastmicroscopie en de polarisatiemicroscopie. De fasecon-
trastmicroscoop stelt ons in staat om aan levende cellen veel details
waar te nemen. Dit biedt niet slechts de mogelijkheid om cellulaire ver-
richtingen haarscherp op de filmband vast te leggen, maar het fase-
confrastbeeld kan ook te hulp geroepen worden als “arbiter’, Niet zel-
den komt namelijk de vraag naar voren of een bepaalde microscopische
structuur tijdens het leven existeert, respectievelijk in die vorm bestaat.

Een voorbeeld, dat ons in de volgende paragraaf nog bezig zal hou-
den betreft de delingsspoel. Het is lang een strijdpunt geweest of de
delingsspoel als zodanig bestaat, danwel als een door de fixatie ont-
staan kunstprodukt opgevat zou moeten worden. (Ook de elektronen-
microscopische beelden kunnen ons niet van deze twijfel verlossen,
gegeven de veelheid aan technische véorbewerkingen.) Het fasecon-
trastbeeld toont ons echter wel degelijk een spoelvormige structuur,
Een soortgelijk argument kan (historisch gezien zelfs gerder) ontleend
worden aan de polarisatiemicroscopie. Hier leert het beeld ons boven-
dien, dat er in de spoeldraden een bepaalde ordening bestaat. Het is
juist deze ordening die dubbelbreking veroorzaakt.

Op basis van het verlangen om te komen tot een inzicht hoe stoffen
in de cel zijn gelokaliseerd, zijn methoden ontwikkeld zoals de (enzym)
cytochemie en de autoradiografie. Bij de (enzym)cytochemie stuurt
men aan op de vorming van gekleurde, ter plaatse vastgelegde verbin-
dingen; bij de autoradiografie lokaliseert men tevoren gei‘ncoéoreerde
radionucliden door middel van een fotografische emulsie, die is aan-
gebracht op het preparaat. Na fotografische ontwikkeling van deze
emulsie vinden wij een verzameling zilverkorrels boven de radioactieve
loci.

Bij de genoemde methoden spelen twee fundamentele problemen:
I hoe exact kan men een bepaalde molekuulsoort lokaliseren en
2 met welke graad van precisie kunnen wij kwantitatieve uitspraken
doen?

Punt 2 is tevens weer het vertrekpunt voor een nieuwe reeks van
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methoden van onderzoek, waaronder zelfs computeranalyse. Hierbij
wordt het beeld in een door een computer gestuurde microscoop syste-
matisch afgetast. De aldus verkregen kwanlitatieve gegevens worden
weer door een computer verwerkt en tenslotte uitgetypt op zodanige
wijze, dat men hoeveelheid en plaats gelijktijdig kan aflezen.

Onder de lokaliserende microscopische technieken hoort zeker ook
de fluorescentiemicroscopie thuis. Onder invloed van bepaalde inge-
stuurde lichtsoorten gaan bepaalde objecten fluoresceren, d.w.z, licht
van een lager trillingsgetal emitteren. Deze opzet kan bijzonder vrucht-
baar zijnn bij het gebruik van fluorescerende antilichamen, gericht tegen
bepaalde cellulaire eiwitten. Na hechting van het antilichaam aan het
in de cel aanwezige antigeen — een uiterst specifick gebeuren — kan men
geringe hoeveelheden van het eiwit lokaliseren. De moeilijkheid is hier
om voldoende van het betrokken eiwit, bijvoorbeeld eiwit uit de de-
lingsspoel in zuivere vorm, in handen te krijgen om vervolgens in een
tussengeschakeld proefdier de vorming van het benodigde antilichaam
op gang te brengen. V&or het gebruik zal dit antilichaam van een
fluorescerende label voorzien moeten worden, zonder daarbij geinacti-
veerd te worden.

De elektronenmicroscopie, oorspronkelijk primair gericht op een
groter oplossend vermogen bij zuiver structuuronderzoek, kent thans
een aantal technieken met eveneens als doel (enzymjcytochemische en
autoradiografische lokalisatie.

Een geheel andere benadering komt uit de biochemische hoek : cellen
worden gefragmenteerd, de bestanddelen vervolgens gesepareerd,
meestal door (ultra)centrifugatie. Tenslotte volgt een kwantitatieve
analyse. . !

Het is nodig ook enige woorden te wijden aan wat men samenvat
onder de naam ‘weefselkweek’, waarhij 'onperséheid empakt moet
worden tussen celkweek, weefselkweek en orgaankweek; beter organo-
typische kweek. Het bijzondere ligt hie‘r zeker niet'peimair in het tech-
nische, maar in het fundamentele uitgangspunt, hoewel de technische
problematiek zeker nief onderschat mag werden. Het fundamentele
uitgangspunt is als volgt : een‘geisoleerd biologisch systeem (cel, stukje
weefsel of stukje orgaan), onttrokken als het is aan allerhande regel-
systemen, komt, juist dank zij dit isolement, beter in aanmerking voor
een analyse van de eigen potenties.

Een misplaatste vraag is daarbij of de kweeksituatie wel geheel ver-
gelijkbaar is met de situatie in vivo. Het antwoord is zonder meer ont-
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kennend. Meestal zal de milieuconditie slechts een povere afschaduwing
zijn van de oorspronkelijke situatie: vaat- en zenuwvoorziening zijn
uitgevallen, Dit is echter niet het punt. Het gaat om de vraag wat deze
cel, dit weefsel, respectievelijk dit stukje orgaan in isolement aan ver-
richtingen kan opbrengen, onder zorgvuldig gekozen experimentele
condities.

Voorbeeld van het verband tussen methode en kennisverwerving

Een goede wijze om het verband tussen methode en verwerving van
fundamentele kennis in kaart te brengen is de beschrijving van een con-
creet stuk onderzoek. Wij kiezen daartoc de bestudering van de be-
tekenis van de spoeldraden voor de anafase van de mitose.

Zoals bekend gaan in de anafase de chromatiden uviteen, startend
vannit de metafaseplaat (equatorvlak). In de voorafgaande metafase
hebben de chromosomen, elk bestaande uit twee chromatiden, hun
plaats gevonden in het equatorvlak en aanhechting verkregen met een
aantal microtubuli van de delingsspoel.

Door de elektronenmicroscoop ziet men deze microtubuli als holle
buizen met een diameter van 15-22 nm ¢n een wanddikte van 4—6 nm;
de maten variéren enigszins, athankelijk van het gebruikte fixatief en
het inbedmiddel. Nadere studie leert, dat de wand is opgebouwd uit 13
in de lengterichting lopende filamenten, Afkoeling of confrontatie met
colchicine tijdens de deling blijkt een reversibele desorganisatie van de
spoel te veroorzaken, d.w.z. herstel treedt snel op nadat de desorgani-
serende invloed is weggenomen. Op grond van dit effect laat colchicine
zich ondermeer gebruiken als ‘metafase-stopper’, met de bedoeling om
(onder kweekcondities} een groot aantal cellen vast te leggen in de
metafase. Een dergelijke behandeling is een noodzakelijke voorwaarde
tot chromosoomonderzoek (vorm, grootte en aantal). A i

Juist bij de bespreking van het verband tussen methode en kennis krijgt
dit verschijnsel een bijzondere betekenis: het colchicine-effect is uiter-
aard een sterk argument ten gunste van de realiteit van de delingsspoel
en van de betekenis van de spoel voor de kerndeling. Nog een ander
argument komt it de hoek van de centrifugatietechniek : als men de
cel plaatst in een centrifugaalveld, kan de spoel worden verplaatst. Dit
kan leiden tot een verandering van het vlak van deling.

Wegen tot nader onderzoek kwamen in zicht door de mogelijkheid
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om de spoel te isoleren zonder voorafgaande [ixatie, d.w.z. zonder een
ingreep die geacht kan worden artefacten op te roepen. Mazia (1961)
toonde aan, op basis van de veronderstelling dat de bouweenheden
van de microtubuli bijeen gehouden worden ondermeer door zwavel-
bruggen, dat dithiodiglycol (HOCH2CH,S-SCHCH,OH) voortreffe-
lijk werkt als een ‘stabilisator’ bij de isolatie van het mitotische appa-
raat. Hiermee was de weg geopend tot een verdere analyse, met name
tot een karakterisering, van de spoelmaterie.

Onderzoek van Borisy & Taylor (1967) en Stephens (1967) leert, dat
de spoel is opgebouwd uit eiwitten, waarin ondermeer fracties bestaan-
de uit deeltjes van 6 respectievelijk 22 Svedberg-eenheden onderschei-
den kunnen worden. Deze getallen slaan op de sedimenteerbaarheid in
een centrifugaal veld. De sedimenteerbaarheid wordt bepaald door de
soortelijke massa en de vorm van de deeltjes. Werkend met radio-actief
(met tritium gemerkt) colchicine blijken voorts de 6-S-deeltjes een op-
vallend colchicine-bindend vermogen te bezitten. Een en ander heeft
geleid tot de veronderstelling, dat deze macromolekulen opgevat
mogen worden als fundamentele bouweenheden van de microtubuli.
De betekenis van de 22-5-deeltjes is niet geheel duidelijk. Mogelijk gaat
het om aggregalen van 6-S-deeltjes. Het is echter 66k mogelijk dat zij
afkomstig zijn uit de materie die de tubuli omgeeft. Opvallend is, dat
zij géén colchic¢ine binden.

Door Mazia'tn Went (zie Wolfe, 1972) is nu de mogelijkheid uit-
gebuit om tegen spoeleiwit gericht antilichaam bij het onderzoek in te
schakelen. Daartoe werd geisoleerd spoelmateriaal, safkomstig van
zeeégel-embryo’s, ingespoten bij een konijn. Een novdzakelijke voor-
waarde tot het slagen van een dergelijke onderneming is uiteraard, dat
men uvitgaat van gezuiverd ongederiatureerd eiwit. Confrgutatie van
een extract van niet-delende zecegelcellen met antlhchaefm leert, dat in
de interfase, d.w.z. in de cel die niet in deling vérlceert reeds spoel-
materiaal aanwezig is: het extract bindt antlhchaam

Samenvattend kunnen we stellen, dat et inshet cytoplasma een voor-
raad bouwstenen aanwezig is. De micrétubuli ontstaan door poly-
merisatie van macromolekulen vanuit deze voorraad.

Deze opvatting roept vragen op omtrent de regulatie van dit proces
en de ordenende factoren die nodig zijn voor de opbouw van een
‘welgerichte’ spoel. Wij laten deze vragen rusten om over te gaan op de
betekenis van de spoel voor de anafase van de mitose,

Van oudsher onderscheidt men twee soorten spoeldraden ; chromo-
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somale draden, lopend van een der polen naar hel centromeer en conti-
nue draden, gaande van pool tot pool. Tijdens de anafase treedt ver-
korting van de chromosomale draden op; hierdoor worden de
chromatiden uiteen getrokken. Meestal treedt daarnaast een verlen-
ging op van de continue draden, waardoor de polen zelf niteengaan.
Dit is slechts een algemeen schema, waarop vele variaties voorkomen.
In sommige plantecellen blijft de spoelverlenging achterwege. Qok zijn
gevallen bekend waarbij juist de verkerting van de chromosomale dra-
den ontbreekt en de verlenging van de continue draden geheel aan-
sprakelijk lijkt voor het uiteengaan van de chromatiden. Ook kent men
variaties in de mate van synchronie. Tenslotte kan men zelfs kunst-
matig een ontkoppeling oproepen door confrontatie met chloraal-
hydraat (0,08 7%) tijdens de anafase; hierdoor wordt de spoelverlenging
verlamd, de verkorting van de chromosomale draden gaat echter door.
Belangrijker nog dan alle voorafgaande gegevens is het gegeven dat de
spoeldraden tijdens de anafase niet van dikte veranderen. Bij contrac-
tie van de chromosomale draden en rek van de continue draden zou
men stellig anders moeten verwachten.

Een belangrijke poging om deze verschijnselen te verkiaren is gedaan
Inoué & Sato (1967). In het kader van hun zogenaamde desassemblage-
reassemblage hypothese berust de verkorting van de chromosomale
microtubuli op een depolymerisatie, beter gezegd, desassemblage nabij
de polen. De vrijkomende macromolekulen zouden kunnen verdwijnen
in de algemene voorraad; zij zouden echter ook toegevoegd kunnen
worden aan de continue microtubuli, met als gevolg een spoelverlen-
ging; hier is dus sprake van reassemblage ter hoogte van de polen. Men
zou dan kunnen zeggen: wat van de chromosomale tubuli wordi _eif—
gebroken, wordt toegevoegd aan de continue tubuli. A

Een tweetal gegevens kan deze hypothese ondersteunen. In de eerste
plaats blijkt colchicine in viterst lage concentratie de anafase-beweging
te bevorderen. Men zou kunnen aannemen, dat het proces nu gesmeerd
verloopt, doordat de 6-S-deeltjes in losser verband zitten (bij een hogere
colchicine-congentratie immers vallen de microtubuli zelfs uiteen). In
de tweede plaats stellen Inoué en Sato (zie Wolfe, 1972), dat juist in het
gebied van de polen een verhoogde ATPase-activiteit bestaat. Overi-
gens wordt de aard van deze activiteit door hen niet duidelijk ge-
karakteriseerd en ook niet voldoende ingepast in de energetica van
het totale gebeuren.
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Voorbijgaand aan enkele uiterst belangrijke kwesties, zoals de or-
ganisatie van de polen, de aanhechting van de microtubuli aan de
centromeren en de energetica van de anafase laat het voorgaande zich
in het volgende hypothetische schema samenvalten:

desassemblage
assemblage :
van chromosomale |
<% microtubuli

biosynthese voorraad van 9
van macromolekulen— macromolekulen < macromolekulen
aan het ruwe (6-S-decltjcs)
endoplasmatische 11
reticulum Xy assemblage

van continue < reassemblage

microtubuli

Deze paragraaf was bedoeld om, in het kader van onze kaarttekening,
opgehangen aan een willekeurig stuk celbiologische problematick, de
relatie tussen methode en ‘conceptuele worsteling” duidelijk te maken.
Slechts de celbioloog in actie kan ons leren wat celbiologie is. De aan-
dacht zij gevestigd op een tweetal leerboeken, Wolfe (1972} en Yost
(1972), die geheel vanuit deze overtuiging zijn geschreven.

¥

Cellulzire evolwtie

Reeds eerder werd opgemerkt dat de verdeling van cellen in prokaryo-
ten en eukaryoten een der meest fundamentele is nit descelbiologie ; het
hoofdstuk van James zal ondermeer gewijd zijn aan deze materie, Het
is de bedoeling om in deze paragraaf enige'fundamentele problemen
aan te stippen, die letterlijk en, ﬁguur'!ijl; hiergan v‘éoraf aap. Voor uit-
gebreide gegevens wordt verwezen naar Fox & Dose -1972), Kaplan
(1972) en Ruiten (1971). ;

In verhandelingen over het gmtstaah o, de evolutie van het leven
worden chronologisch de volgende fasen anderscheiden: chemische
evolutie van organische, molekulen, vormmg van precellulaire aggre-
gaten, protobionten, eobionten, en prokaryoten en eukaryoten (bij
eukaryoten is ondermeer sprake van een kern in de zin van cen circum-

script compartiment). Daarbij komt als belangrijkste vraag aan de

orde of (respectievelijk hoe) de eukaryoten zich ontwikkeld hebben uit
de prokaryoten. In dit verband komen de volgende mogelijkheden
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naar voren: (1) prokaryoten en eukaryoten hebben zich geheel on-
afhankelijk van elkaar ontwikkeld; (2) er is sprake van een gemeen-
schappelijke stamvader; (3) eukaryoten hebben zich ontwikkeld uit
prokaryoten. Theoretisch, maar ongeloofwaardig, is er nog de moge-
lijkheid, dat prokaryoten zouden zijn op te vatten als ‘onttakelde’
eukaryoten, Uitkomsten van sedimentologisch onderzoek alsmede ge-
zond verstand schakelen deze mogelijkheid uit.

Wij kunnen ons nu afvragen in hoeverre dergelijke bespiegelingen
van belang zijn voor het moderne celbiologische denken. Voor wat be-
treft de prokaryoten en eukaryoten huidt het antwoord als volgt: de
eukaryoot is nauwelijks te begrijpen, zonder een of andere evolutio-
naire relatie met de prokaryoot aan te nemen. Dit betfeft vooral het
genetisch apparaat van de eukaryotische cel, dat verdeeld is over een
aantal betrekkelijk onafhankelijk van elkaar opererende organellen,
zoals mitochondrieén, chloroplasten, cilién en natuurlijk de kern. Elk
van deze organellen bevat informatiedragend DNA ; de replicatie ge-
schiedt per organel.

Een opvatting die thans meer en meer veld wint, houdt in dat de
eukaryoot ontstaan zou zijn uit prokaryoten in die zin, dat een grotere
predatoire (prooi-jagende) anaerobe prokaryotische cel een kleinere
prokaryotische cel als symbiont geincorporeerd zou hebben. Stanier
(1970) veronderstelt dan ook, dat de ontwikkeling van het vermogen
tot fagocytose bij prokaryoten een belangrijke stap is geweest op weg
naar de eukaryoot,

Het belang van biogenetische bespiegelingen kan echter nog alge-
mener gesteld worden; het evoluerende primitieve leven kon onistaan
bij de gratie van een aantal circumscripte condities van het aardopper-
vlak en de primitieve atmosfeer. Bij voortbestaan zouden deze condi-
ties het ‘ontwaakte’ leven in deze vorm vermoedelijk op den duur weer
vernietigd hebben, respectievelijk een geheel andere richting-hebben
doen inslaan. De ontwikkeling van de organismen zelf echter induceer-
de veranderingen in de uitgangscondities. Deze veranderingen van
aardoppervlak en atmosfeer hadden omgekeerd een ingrijpendeinvloed
op de verdere evolutie,

In het bijzonder geldt dit met betrekking tot de samenstelling van de
atmosfeer, die veranderde van reducerend in oxyderend, zoals af te
lezen valt uit onderzoek van de gesteenten. Zo verschijnen sulfaten,
ontstaan door atmosferische oxydatie van sulfiden, in afzettingen die
circa 107 jaar geleden gevormd zijn. Ook de verhouding FeO:Fe:03
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in bepaalde gesteenten geeft aanwijzingen in dezelfde richting.

Samenvattend geeft het volgende overzicht een opsomming van en-
kele belangrijke punten, waaronder de opkomst van de moderne at-
mosfeer als gevolg van fotosynthetische activiteit. Het verschijiien van
zuurstof in de atmosfeer, aldus de veronderstelling, maakte een evolu-
tionaire ‘explosie’ mogelijk.

Tijd vanalf  Atmosfeer Biologische organisatie en activiteit
heden
in 10® jaar
0 21 :/u 02
2740, metazoa

t

0;2%5 02 cukaryoten
2
; COz + N: . aerobe ademhaling

prokaryoten

H;0 -+ CH, -~ NH; + H, aerobe fotosynthese

4 anaerobe fotosynthese

precellulaire  CO; assimilatie
aggregaten

Functionele moi}fologie van de eukaryotische cel

Functionele morfologie houdt zich bezig met het verband tussen strue-
tuur en functie. In principe is dit begrip van toepassipg over het gehele
traject van de macroscopische andtomie tot en met het moleculaire
niveau. De volgende alinea’s behandelen vooral het ultragtructurele
niveau van de cel, met hier en'daar een’pltstdpje pgar het moleculaire.

De figuren 1 en 2 zijn ontleend aan Lentz (19719, gen htlas die op te
vatten is als een complembent van FaWcétf (1966). Lentz presenteert
tekeningen van functioreel zeer u1teen10pex;1de celtypen, waarbij het
accent ligt op het karakteristieke van de-ultrastructurele organisatie.
Hiermee wordt bereikt, dat de lezef zowel oog krijgt voor de “functio-
nele onderbouw’, d.w.z. de basale organisatie principes, alsook leert
zien, wat het functioneel morfologische eigen ‘gezicht’ is van een be-
paald celtype; men zou kunnen spreken van de ‘functionele boven-
bouw’, d.w.z, de specificke organisatie-principes.

Figuur 1 betreft een cel die gericht is op de aanmaak en afgifte van
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Fig. 1. Een plasmacel, { Uit Lentz, 1971.}

antilichaam (tegen antigeen gerichte eiwitten). In het bijzondeg/yalt op
het uvitgebreide ruwe endoplasmatische reticulum, wijzend op een in
tensieve biosynthese van eiwit. In figuur 2 is daarentegen een cel weer-
gegeven met een sterk ontwikkeld glad endoplasmatisch reticulum;
deze interstitiéle cel is vooral belast met de biosynthese en afgifte van
steroid hormoon (testosteron). Beide cellen exporteren; de aard van
het produkt is echter geheel verschillend.

De kern van de plasmace! toont een duidelijke nucleolus, bestaande
uit een nucleclonema {opengewerkt) en een amorf gedeelte. Het chro-
matine is vooral randstandig geplaatst, als het ware tegen het binnen-
blad van de dubbelbladige, met porién doorschoten kernmembraan.
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Het buitenblad is aan de buitenzijde bezet met ribosomen en past als
zodanig geheel in het beeld van het ruwe endoplasmatische reticulum.

Direct boven de kern ziet men twee loodrecht op elkaarstaande
centriolen met enige aanduiding van een substructuur. Hieromheen
liggen .enkele blaasjes. Vervolgens stuilen wij op een tweetal dictyo-
somen, tesamen vormend het Golgi-apparaat : een systeem van opeen-
gestapelde, platte, door membraan omgeven ruimten met vele kleine
blaasjes langs de flanken. Het meest opvallende is het ruwe endoplas-
matische reticulum. Qok hier gaat het om deor een membraan omgeven
ruimten ; aan de cytoplasmatische zijde zijn de membranen bezet met
ribosomen. In feite is hieraan het woord ruw ontleend. Ook een respec-
tabel aantal vrije ribosomen is ingetekend. De tekening laat tenslotte
nog enkele mitochondrién zien met hun cristae, d.w.z. naar het interi-
eur geplooide binnenmembraan.

Het ruwe endoplasmatische reticulum is bij sterk secretoire cellen bij
uifstek een plaats van eiwitsynthese. Hier wordt het betreffende anti-
lichaam gemaakt, zij het ook in incomplete vorm. Ogenblikkelijk na de
biosynthese van een nog niet geheel compleet eiwitmolekuul ‘ver-
dwijnt’ dit molekuul in de cisternen van het reticulum; met behulp van
immunocytochemische technieken gelukt het om de eiwitmolekulen
hier te betrappen, Een verdere bewerking vindt plaats in het Golgi-
apparaat. Het complete antilichaam wordt niet opgeslagen maar direct
afgegeven aan het celmilien. Met name bij de exocriene pancreascel is
er &ak sprake van eiwitsynthese en afgifte; hier echter is er duidelijk
sprake van tussentijdse opslag (zymogeenkorrels),

De interstitigle cellen van de testis (cellen van Leydig) zijn uiteraard
ook in het bezit van een complete basisorganisatie. be tekening laat in
dit opzicht echter ernstig verstek gaan, bijvoorbeeld nucleoli en cen-
triolen zijn niet ingetekend. Wat wij vooralizien is dat,de Kerhouding
ruw/glad endoplasmatisch reticulum volledig i omgedraaid in het
voordeel van het laatste.. Uit de wijie_; wgarop de’aansnijding heeft
plaatsgevonden, blijkt voorts dat bij het gladde endoplasmatische reti-
culum niet zozeer sprake is van een systqeni’ van ‘platte zakken’, maar
veel meer van een tubuleus [abyrint. In de tekening zijn lipiddruppels
aangegeven; voorts is het aantal mitochondrién in de cel groot. Men
neemt aan, dat een voorprodukt van het testosteron (pregnenolon) in
de mitochondrién gevormd wordt uit cholesterol. Hier vervullen de
mitochondrién dus (tenminste) twee rollen: de aanmaak van ATP en
de vorming van pregnenolon.
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Enzymeytochemisch onderzoek kan enig antwoord op de vraagJ
geven waar en hoe (via welke tussenstappen) testosteron in deze cellen
wordt gesynthetiseerd. Hierbij moet worden aangetekend, dat het
gladde endoplasmatische reticulum in het algemeen meerdere func-
tionele aangezichten heeft, Zo is bekend, dat levercellen na toediening
van barbituraat een uitbreiding ondergaan van het gladde endoplasma-
tische reticulum. Een en ander heeft te maken met het vermogen van de
levercel om vergiften te neutraliseren. Qok is er een functionele betrek-

king tussen dit membraansysteem en de koolhydraatstofwisseling.
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Cellulaire compartimentalisatie

In het kader van onze kaarttekening wil ik nu enkele fundamentele
zaken nader belichten. Allereerst is er sprake van een verregaande cel-
lulaire compartimentalisatie; een aantal fasenscheidingen, waardoor
de cel verdeeld wordt in een aantal ‘apparaten’. Hiervoor verantwoor-
delijk zijn biomembranen, waaronder de plasmamembraan, de dubbel-
bladige kernmembraan, de membranen van het endoplasmatisch reti-
culum, het Golgi-apparaat, de mitochondrién, de lysosomen, enz. Ook
de membranen van de chloroplasten mogen niet ongenoemd blijven.
Het gaat niet slechts om een zekere huishoudelijke ordening, waarin
men keuken en toilet nu eenmaal bij voorkeur niet combineert, maar
om een noodzakelijke voorwaarde, waarmee het functioneren staat of
valt. Dit geldt voor de cel als geheel, maar 66k voor de organellen als
zodanig, bijvoorbeeld de chloroplasten of de mitochondrién. Het func-
tioneren wordt eerst mogelijk, dank zij de fasenscheiding en dank zij de
bijzondere eigenschappen van die scheidende biomembranen. Een oud
beeld, dat het overigens nog altijd doet, betreft de accu: het gaat niet
slechts om loodplaten in zwavelzuur. Essentieel voor de oplaadbaar-
heid en het stroomleverend vermogen is de compartimentalisatic. Met
betrekking tot deze problematick verwijs ik naar Linskens (1966). et
verband tussen ordening en functie wordt hier tot op het moleculaire
niveau breed behandeld.

Tegen deze athtergrond laat zich voorzien, dat men het begrip bio-
membraan niet generaliserend mag gebruiken, Het is zelfs zeer de vraag
of men van ‘de’ membraanstructuur mag spreken (Wallach, 1972).
Niet alleen zijn-er variaties in samenstelling van duldelijk functionele
betekenis, maar de wijze en de aard van de ordening der componenten
is aan variaties onderhevig. In het kager van de membraqnfusms zal
nader op een en ander worden ingegaan. Lettendiop bl,omembranen
opgevat als compartimentsgrenzen, moeten wij vOoral denken aan de
volgende aspecten (zie gok Poljcard, f970} :
— mechanische clgenschappen £ '
— gereguleerde pa,smeve rcspecgevehjk ‘actieve doorlaatbaarheid
voor molekulen en ionen, hiermee samenhangend de elektrische eigen-
schappen,
— directe betrokkenheid bij stofwisselingsprocessen,
-~ vermogen tot specifieke fusie.

Op het derde en vierde punt willen wij allereerst nader ingaan. Van
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de directe betrokkenheid van biomembranen bij specificke stofwisse-
lingsprocessen hebben wij twee voorbeelden gezien; het ruwe en het
gladde endoplasmatische reticulum. Ook zijn terloops aangestipt de
chloroplasten (fotosynthese) en de mitochondrién (0.a. ATP-genera-
tie). In al deze gevallen gaat het om cen stuk functionele morfologie
waarbij de betrokken biomembranen een rol spelen die veel méér in-
houdt dan die van begrenzer.

Nu komt de vraag naar voren of bepaalde processen volstrekt on-
denkbaar zijn buiten de structuren zoals wij die zojuist hebben leren
kennen. Het antwoord is beslist ontkennend. De prokaryoot bijvoor-
beeld is niet in het bezit van een ruw endoplasmatisch reticulum, maar
synthetiseert uiteraard wel eiwitten. Sterker nog: mitochondrién en
chloroplasten hebben een stuk eigen eiwitsynthese. Een deel van de
hiertoe benodigde genetische informatie resideert in deze organellen
zelf, maar van een endoplasmatisch reticulum is natuurlijk geen sprake.

Een en ander laat de volgende belangrijke conclusie toe: bepaalde
afgebakende moleculaire processen kunnen zich voltrekken binnen
uiteenlopende structurele opstellingen. Natuurlijk blijft dan toch de
vraag over, wat voor gemeenschappelijks aan die verschillende opstel-
lingen ten grondslag ligt.

Membraanfusie

Het vermogen tot specificke membraanfusie mag in deze kaarttekening
beslist niet gemist worden. Daarbij ligt het accent op het woord speci-
fiek. Membraanfusie in algemene zin is een allesbehalve zeldzame ge-
beurtenis. Bij fagocytose en pinocytose (‘eten en drinken’ van cellen)
sluit bijvoorbeeld de plasmamembraan zich in zichzelf; hierdoor wordt
een vacuole met eett stuk omhulde buitenwereld naar het Celijl}te'r'ieilr
afgesnoerd. Omgekeerd kan een cel de inhoud van een vacuole naat
buiten werken, zonder ook maar een seconde lek te zijn, door versmel-
ting van deze vacuole met de plasmamembraan. Een en ander zou de
gedachte kunnen doen ontstaan, dat hier niet méér aan de hand is dan
wat zich afspeelt bij het afsnoeren, respectievelijk samenvloeien van
zeepbellen. In een bepaald opzicht is deze vergelijking zelfs verhelde-
rend. Ze gaat echter niet op, wanneer wij het verschijnsel fusie van bio-
membranen nader bestuderen (zie De Voogd van der Straaten, 1972).
Wij onderscheiden;

— lokale fusie van de plasrnamembraan met zichzelf,
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- fusie van de plasmamembraan van twee of meer cellen,
— fusie binnen de cel, ‘intercompartimentaal verkeer’.

De eerste categorie werd reeds aangeduid. Het is van belang om te
vermelden, dat onder meer vetzuren en alcoholen met korte ketens be-
vorderend kunnen werken. Men kan dit verklaren, door aan te nemen,
dat dergelijke moleknlen in de plasmamembraan worden ingevoegd en
de samenhang binnen de membraan verzwakken. Hierdoor zouden
molecuiaire herschikkingen gemakkelijker verlopen.

Fusies waarbij het komt tot de versmelting van cellen zijn althans in
de natuur relatief zeldzaam. Het is waarschijnlijk, dat de zogenaamde
glycocalix, een laag van glucoproteiden die het buitenoppervlak van
veel cellen bedekt en een rol speelt bij het stoftranspert door het cel-
oppervlak, beperkend werkt op de mogelijkheid tot fusie.

Onder celkweek-condities wordt nogal eens spontane fusie waar-
genomen. Door kunstgrepen, zoals de toevoeging van (geinactiveerd)
Sendai-virus en in mindere mate door toevoeging van membraan-labili-
serende agentia, kan men celfusie forceren, Op deze mogelijkheid is een
nieuwe richting van cytogenetisch onderzoek opgebouwd (zie Hartis,
1970 en Ephrussi, 1973). Verwezen zij ook naar het hoofdstuk van
Bootsma.

Het belangrijkste punt vormen de specifieke membraanfusies binnen
de cel. Deze fusies vormen o.a. de basis van een stuk verkeer tussen
sommige compartimenten van de cel. Door Kramer zal hierop dieper
worden ingegaan. Het is ook juist hier, dat de vergelijking met een-
voudige grensvlakverschijnselen, zoals de samenvloeijng van zeepbel-
len, niet opgaat, Wij denken bijvoorbeeld aan de secyeetkorrels in pan-
creascellen. Dit secreet is verpakt it membrpan en zal in het celmilieu
worden uitgestort via een fusie vark de secreetkorrel met de plasma-
membraan. De secreetkorreld zijn zelffontsfaan door afsroering van
het Golgi-apparaat. Secreetkorrels zelf kunnen sam‘eyvldei’eh maar van
een fusie met bijvoorbeeld het e;ﬁdopla,sdldtisch reticulum, het Golgi-
apparaat of met [ysosorhen is in het algefneen geen sprake. De enige
weg is de weg naar buiten. Blijkbaar bestaan er herkenningsrelaties,
waardoor het verkeer duidelijk hel karakter van éénrichtingsverkeer
krijgt. Hierdoor wordt als het ware een dimensie toegevoegd aan de
intracellulaire ordening.

Over het wezen van de membraanfusie is nog niet veel met zekerheid
bekend, vooral niet met betrekking tot de specificiteit. Het meeste wat
zich zeggen laat, komt neer op een wederkerige doordringing van ge-
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labiliseerde membranen, waarvan de bestanddelen losjes samenhangen
in een wellicht veranderde structurele relatie. Na deze penetratie is het
niet langer mogelijk de bestanddelen (eiwitten en lipiden) aan een be-
paalde membraan toe te wijzen. Op de een of andere wijze vindt ver-
volgens een herordening plaats, resulterend in een herstel van continui-
teit, Inmiddels echter zijn de grenzen verlegd, d.w,z. fusie heeft plaats
gevonden. Omtrent dit buitengewoon belangwekkende onderwerp uit
de celbiologie blijven de volgende fundamentele vragen vooralsnog

open:
— Wat zijn de labiliserende omstandigheden die aan de natuurlijke
fusies ten grondslag liggen? Hoe grijpen ze aan? .

—  Welke factoren bepalen de specificiteit?
—  Waardoor en hoe komt de reorganisatie na wederkerige penetratie

op gang?

De levende cel

In de inleiding hebben wij een aantal facetten opgesomd, die men in
hun onderlinge samenhang, zou kunnen houden voor de hoofdbestand-
delen van het celbiologische denken van vandaag. Wij willen nu enige
inleidende opmerkingen maken met betrekking tot de cel als een

— gereguleerde stofwisselende en energie transformerende,

— geprogrammeerde en informatie verwerkende, muteerbare,

— aan milien invloeden onderworpen en het milieu beinvloedende
moleculaire ‘machine’,

— met (niet altijd) het vermogen tot deling.

Het gaat hier dus juist om de dynamische aspecten, d.w.z. om de
levende cel, die in een voortdurend veranderende toestand verkeert.
Bestudering van een dergelijk complex dynamisch systeem gaat ge-
paard met een fundamentele moeciljjkheid. (1) In de levende cel lopen
op geordende wijze een niet gering aantal processen naast en door el-
kaar. Van causaal analytisch standpunt kan men zeggen, dat vele cau-
sale ketens via vertakkingen onderling samenhangen en ook in zichzelf
terugbuigen. Juist hierdoor ontstaat een gereguleerde eenheid met een
grote mate van zelfbestuur. Tegen deze achtergrond heeft de onder-
scheiding van facetten iets geforceerds en kunstmatigs, (2) Deze kunst-
matigheid betekent echter niet, dat het aanwijzen van facetten een zin-
loze onderneming is; deze facetten hebben zichzelf aangediend in het
proces van kennisverwerving, afhankelijk van de richting waar de
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aandacht al of niet toevallig heenging. (3) Dit neemt niet weg, dat
deze facetering vroeg of laat weggewerkt moet worden in het kader van
een ‘totaliteitsbeschouwing’.

De vraag komt nu op of een term als ‘totaliteitsbeschouwing’ niet
thuis hoort it het arsenaal van een filosoof, die ons toch niet leren kan
hoe een cel werkt. Zelfs, met alle gegevens op talel, kunnen wij een
voorlopige limiet vinden in het beperkie integratie-vermogen van het
menselijk denken : hoe alle gegevens te combineren? Wat hebben wij in
deze te verstaan onder ‘begrijpen’?

Het laat zich nu voorzien, dat wij in toenemende mate steun moeten
paan zoeken bij de computer. In samenharig hiermee zullen de termen
inzicht en begrip dan wellicht een accentverschuiving ondergaan. Ont-
daan van alle praktische problematiek komt deze mogelijkheid tot be-
nadering hierop neer: een complex van op observatie gebaseerde ver-
onderstellingen kan worden getoetst op de simuleerbaarheid per com-
puter. Aan de computer wordt gevraagd of het veronderstelde netwerk
van betrekkingen zou kunnen kloppen met wat de natuur te zien geeft.
Zo ja, dan krijgt het veronderstelde netwerk de kracht van begrip. In-
dien niet, dan zullen de veronderstellingen gewijzigd moeten worden
op basis van de computeruitkomsten.

Cel en celmilie:us

Na deze voorbeschouwing zal het duidelijk zijn, dat zoiets als een
totaliteitsheschouwing voorlopig nog ver achter de hogizon ligt. In een
voornamelijk didactische poging om het ‘onmogelijke’ toch enigszins
mogelijk te maken gaan wij nu in algemene zin uit van het celmilieu.
In dit milieu treffen wij stoffen aan,.dic . ¢ P

—  van elders zijn aangevoerd, Lot '

— door de cel als afval zijn afgegeven:aan het miﬁe;u, A

- door de cel zijn afgegeven als sécreel. (b1fvoorbeeld een hormoon) of
- door de cel zijn afgeéeven en Vastgeleéd ,(bljvoorbeeld kraakbeen-
matrix, ook de glycocalix). . .

Het gaat in eerste Instantle om dé eerst genoemde categorie, en wel in
het bijzonder om zuurstof, water, ionen, ‘brandstof” {bijjvoorbeeld glu-
cose), ‘bouwstol” (bijvoorbeeld aminozuren) en een aantal ‘co-fac-
toren’, benodigd voor de functic van het cellulaire enzymapparaat.
Bovendien kunnen wij van elders aangevoerde stoffen aantreffen, die
met betrekking tot die cel een bepaalde ‘signaalwaarde’ bezitten, zoals
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hormonen. Een eerste vraagis nu: hoe passeren deze stoffen de plasma-
membraan om in de stofwisselingsmachine te kunnen worden opge-
nomen? Daarbij moet overigens direct worden opgemerkt dat een aan-
tal signaal-stoffen de membraan in het geheel niet passeert maar aan-
grijpt op receptoren die in het celopperviak zetelen,

Afgezien nu van hormonen (waarvan sommige wel degelijk het cel-
oppervlak passeren en in het celinterieur aangrijpen) passeren stoffen
de plasmamembraan:
door vrije diffusie,
door vergemakkelijkte diffusie,

— door vitwisselingsdiffusie of ’

door actief transport.

Belangrijker dan een gedetailleerde explicatie van deze termen is de
aanduiding van een tweetal kernvragen: (1) is er bij de passage van een
bepaalde stof een transportsysteem in het geding en zo ja, (2) wie be-
taalt de transportenergie? Het denkbeeld van transportsystemen, on-
geacht de moleculaire voorstelling die men zich hiervan maakt, is nauw
verbonden met zogenaamde competitieverschijnselen: stof S, die lijkt
op stof S, werkt de passage van S’ tegen en omgekeerd. De meest voor
de hand liggende verklaring is wel deze: het transportsysteem, in ge-
dachie gereduceerd tot een soort draaideur, maakt het begrijpelijk dat
ruimtes bezet met § niet in staat zij om §” door te sluizen. Met andere
woorden, S loopt het ‘carrier-mediated’ transport van 8’ voor de voe-
ten.

De reductie van een dergelijk transportsysteem tot een draaideur
lijkt een wetenschappelijke (moleculair-biologische) euveldaad, de ex-
plicatieve betekenis wordt er echter nauwelijks door verminderd. Nog
anders gezegd: andere soorten verklaringen geven tot heden weinig
méér inzicht. - © ‘

De tweede kernvraag luidt: door welke processen wordt de tran-
sportenergie gedekt? In principe zijn hier twee mogelijkheden: (1) de
energie is afkomstig van de kinetische energie van het doortredende
molekuul zelf (model: draaideur café zonder portier}); (2) het transport-
systeem draait op een, door de cel zelf gegenereerde, energierijke fos-
faatester zoals ATP (adenosinetrifosfaat). Indicatief voor dit zoge-
naamde actieve transport is de stagnatie die optreedt onder omstandig-
heden, die de vorming van ATP hinderen, zoals vergiftiging met CO,
KCN of dinitrophenol. Bij de vrije diffusie is in het geheel geen carrier-
systeem in het spel, in tegenstelling tot de situatie bij de vergemakke-
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lijkte diffusie en het actieve transport. Alleen in het laatste geval wordt
de carrier door de cel zelf gedreven; het benodigde ATP wordt voor-
namelijk gevormd door de mitochondrién. De uitwisselingsdiffusie
laten wij onbesproken.

Deze summiere beschouwing biedt de gelegenheid om nogmaals in
te gaan op het netwerk-karakter van levensprocessen: bepaalde
‘brandstoffen’ en bepaalde ‘bouwstoffen’ kunnen de cel slechts binnen
komen via carriersystemen, d.w.z. via afgebakende, tot de membraan
behorende moleculaire structuren. Opbouw en onderhoud van deze
structuren vooronderstellen reeds de permeatie van bouwmateriaal ;
terwijl actief transport van ‘brandstof’, d.w.z. energie leverende mole-
kulen, ATP kan vergen, Dit védronderstelt reeds de aanwezigheid van
‘brandstof’. ‘

Veel duidelijker nog komt het ‘netwerk-karakter’ naar voren bij een
overigens uiterst oppervlakkige beschouwing van de intermediaire
stofwisseling. Opbouw- en afbraakprocessen zijn op vele punten ge-
koppeld. Katabole processen (afbraak) leveren niet alleen energie
(ATP) maar ook intermediairen, benodigd voor anabole processen
(opbouw). Omgekeerd zijn de katabolisch en anabolisch werkende en-
zymen het resultaat van een stuk anabolisme, Uiteraard bevinden wij
ons op het gebied van de biochemie, waar thans bovenal de nadruk
wordt gelegd .op de regulatie van die processen (zie bijvoorbeeld
Lehninger, 197)). Die reguleerbaarheid vooronderstelt nu juist een
dergelijke samenhang van processen tot een netwerk.

Een bijzondere vorm van ‘milien’ vinden wij in de ‘tight junctions’,
dat zijn welomschreven contactplaatsen tussen de p'Ia'smamembranen
van epitheelcellen. In eerste instantie heeft men wel gedacht aan een
afzegelende hechtfunctie, die de epitheelcellen zpu helpen bijeenhou-
den tot een gesloten weefqelVerband. De tight junctiogs Jormen een
onderdeel van een groter geheel: het ‘junctional cq‘m le'x’f’Gaandewcg
echter blijken deze structuren ook bepélgédis te hebben voor stoffelijk
transport (vooral ionen) tussen buurcellen, Men spreekt thans zelfs
van cel-communicatie en bedoelt daarmees‘te zeggen, dat buurcellen
via tight junctions een zgkere"maté"van (mectbaar) ‘elektrisch’ contact
kunnen onderhouden. Uiteraard zijn ook synapsen op te vatten als
een bijzondere vorm van milien; zie hiervoor het hoofdstuk van
Jongkind.
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Hormonen en cellen

Reeds werd melding gemaakt van signaalstoffen, zoals hormonen of
impuls-overdragende stoffen dic aangrijpen vanuit het celmilieu op
receptoren van de plasmamembraan. In een aantal gevallen is het voor-
stelbaar, dat de werking op moleculair niveau primair bestaat uit een
verandering van de doorgankelijkheid van de membraan voor bepaal-
de stoffen, zoals ionen. Het fysiologisch effect zou dan een gevolg kun-
nen zijn van de secundaire veranderingen in het inwendig milieu van de
cel.

Binnen het kader van deze simpele causale keten doemen reeds enige
fundamentele vragen op: (1) wat maaki deze cel gevoelig voor dat hor-
moon? (2) Gegeven de gevoeligheid, wat is de oorzaak dat deze doelwit-
cel op zodanige wijze reageert op de confrontatie met die signaalstof?

Een bijzonder geval van deze problematiek vinden wij daar, waar
cyclisch 3,5-AMP (kortweg cAMP) de rol speelt van tweede bood-
schapper. Van een aantal hormonen, zoals adrenaline, glucagon,
ACTH, huteiniserend hormoon, enz, is bekend, dat zij in hun doelwit-
cellen een concentratieverhoging van cAMP induceren. Er is althans in
een aantal gevallen aanleiding om dit cAMP verantwoordelijk te stellen
voor het viteindelijke hormooneffect: het ‘binnensmckkelen’ van
cAMP (in de vorm van de di-boterzure ester) respectievelijk het aan-
bieden van stoffen die de afbraak van cAMP in de cel remmen (bijvoor-
beeld coffeine), kan leiden tot een imitatie van de fysiologische hor-
moonwerking respectievelijk het hormoon-effect versterken,

De lijst van fundamentele vragen krijgt nu deze gedaante:

(1) wat maakt deze cel gevoelig voor dat hormoon? (2) hoe kunnen ver-
schillende soorten cellen eenzelfde boodschapper tussenschakelen en
dan toch komen tot een celspecifick antwoord?

Hoewel wij moeten veronderstellen, dat in deze Verschlllenﬂe doel
witcellen cAMP op eenzelfde wijze wordt gegenereerd (het betreffende
hormoon activeert het enzym adenylcyclase; adenyleyclase katalyseert
de vorming van cAMP uit ATP), hoeft dit nog niet te betekenen dat de
hormoonreceptoren van verschillende celtypen identiek zijn. Er kan
zeer wel een sleutei-slot-relatie bestaan tussen hormoon en receptor.

Wat betreft het tweede probleem, gaat weer het begrip ‘functionele
bovenbouw’ spelen: de verschillende soorten doelwitcellen verschillen
juist op het stuk van die functionele bovenbouw. Daardoor reageren ze
dan ook totaal verschillend op een stijgende intracellulaire concentra-
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tie van cAMP in hun cytoplasma (dit wordt uitvoerig behandeld in het
hoofdstuk van Konijn).

Ook met betrekking tot de signaalstoffen die de celmembraan wel
passeren om vervolgens in het celinierieur aan te grijpen, bestaan niter-
aard fundamentele problemen. Men kan bijvoorbeeld denken aan de
geslachtshormonen die op de celkern zouden aangrijpen. Aangaande
het aangrijpingspunt van oestrogene hormonen op subcellulair niveau
werd o.a. door De Voogd van der Straaten (1971) in kritische zin nader
ingegaan. Een behandeling van het totale probleemveld is 0.a. gegeven
door Clegg (1969).

Bij de overweging of een hormoon op processen in de kern aangrijpt,
wijzen de volgende punten in een bepaalde richting, maar missen be-
wijskracht: (1) een snel optredende, sterke lokalisatie van toegediend,
gelabeld hormoon in de kern. (2) Een snel optredende toename van de
ribonucleinezuursynthese in de kern. (3} Toename van specificke
boodschapper-nucleinezuren in het cytoplasma. (4) Het verschijnen
van nieuwe soorten eiwit in het cytoplasma. (5) Achterwege blijven van
het hormooneffect bij aanwezigheid van stoffen, die indirect de eiwit-
synthese remmen, bijvoorbeeld actinomycine D. Van actinomycine D
is bekend, dat het de RNA-synthese, dat wil zeggen de transcriptie,
remt. Helaas echter behoeft het aangrijpingspunt van het hormoon
niet samen te vallen met de plaats van hoogste concentratie. Voorts
kan de toepassing van remmende stoffen de cellulaire organisatie een-
voudig totaad ontwrichten. Zo blijft een bewijsvoering vaak een moei-
lijke zaak, waaruit men zich het beste redden kan door het begrip aan-
grijpingspunt ruimer te stellen, te weten: dat gedeelfe van de cellulaire
organisatie waar, in de loop van de tijd, de eerster karakteristieke ver-
anderingen merkbaar worden. ;

: N

¢ ¥ L § . ] '
Informatieverwerking ! hd ) ME
De voorgaande beschouwingen heblets dns eigenlijk al ongemerkt ge-
bracht tot het facet vaid de infi ormatievefWQrking en de programmering,
respectiefelijk differentiatie van de cel. Mén kan een hormoonwerking
opvatten als een stuk informatieverwerking: specifiek signaal - ont-
vangst door een specificke organisatie —- specifiek antwoord. Hierbij
wordt zogezegd het signaal ‘gedecodeerd” door de ontvanger en om-
gezet in een passende reactie. De verleiding bestaat nu om twee soorten
informatieverwerking scherp tescheiden: genetische en niet-genetische,
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De cerste twijfel aan de scherpte van deze tweedeling komt al op bij
de overweging, dat sommige hormonen waarschijnlijk direct op het
genoom aangrijpen {zoals reeds werd behandeld). Belangrijker is echter
een overweging die ons tot in het hart van de moleculaire genetica
brengt: de genetische informatie, neergelegd in het DNA, slaat op de
assemblage van bepaalde aminozuren tot bepaalde eiwitten, al of niet
van enzymkarakter, via boodschapper-ribonucleinezuren. Het gaat
hier ot het bekende bifasische proces: transcriptie — translatie. Voor-
bijgaand aan de details van dit proces (zie Ontwikkelingen in de mole-
culaire biologie, 1966) is voor het verdere betoog slechis het volgende
van belang: de genetische code slaat principieel op de cellulaire eiwit-
ten; deze zijn het die (hoewel hierarchisch onder de nucleinezuren ge-
plaatst) de gang van de lopende zaken bepalen. Dit wil niet zeggen, dat
aan het cellulaire bedrijf geen stoffen van andere geaardheid te pas
komen, maar het wil onderstrepen, dat een bepaalde cel is, wat haar
eiwitten haar ‘toestaan’ te doen, dank zij haar enzymeiwitten en haar
structuureiwitten.

Tegen deze achtergrond verliest de tweedeling genetische en niet-
genetische informatieverwerking veel aan scherpte, immers elke vorm
van niet-genetische informatieverwerking vodronderstelt een organi-
satie, die opgezet is conform bepaalde ‘directieven’, vervat in het ge-
noom. Hoogstens blijft in het woordgebruik een zekere praktische
betekenis over: niet-genetische informatieverwerking betekent dan,
dat het genoom er niet op dirécte wijze aan te pas komt, Indirect komt
het er altijd aan te pas.

Het meercellige organisme, ontwikkeld uit een zygote, bevat cellen
van een uiteenlopende functionele bovenbouw. De diversificatie
(differentiatie) die hieraan ten grondslag ligt, heeft stellig direct met het
genoom te maken. De vraag echter is: hoe? C

Van oudsher heeft het delingsmechanisme, vooral de zorgvuldlgq
distributic van chromatiden over dochtercellen, waarschijnlijk ge-
maakt, dat bij elke mitose de informatie die in de kern ligt opgeslagen
compleet wordt doorgegeven aan de volgende celgeneratie. Experi-
mentele kerntransplantatie, d.w.z. het transplanteren van kernen af-
komstig it reeds gedifferentieerde cellen in ontkernde eicellen (padden
en kikkers), geeft sterke steun aan deze opvatting. In een aantal gevallen
blifkt de geimplanteerde kern in staat te zijn om de ontwikkeling tot een
compleet organisme te dirigeren; zelfs indien deze kern afkomstig is
van een zenuweel, een cel die normaliter niet meer deelt (‘post-mitoti-
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sche’ cel).

Laten wij ons verder beperken tot de informatie in de kern, Naar het
model van de denkbeelden van Jacob en Monod met betrekking tot de
repressie- en inductieverschijnselen bij prokaryoten (zoals Escherichia
coli) zou men althans in eerste instantie bij de differentiatie van euka-
ryoten in een analoge richting kunnen denken. De nazaten van de zy-
gote hebben welliswaar alle een identiek genoom, maar zij maken een
verschiliend ‘gebruik’ van dit genoom. Indien differentiatie berust op
een verschillend gebruik van bet genoom zou men zuiver formeel
kunnen onderscheiden:

— ‘genen, die in alle cellen actief zijn (‘onderbouw’),

— genen, die in sommige cellen actief zijn, athankelijk van het celtype
{"bovenbouw"),

— genen, die in geen enkele cel actief zijn (*silent genes); zij komen
nergens aan het werk.,

Recente onderzoekingen hebben nu aan het licht gebracht, dat be-
paalde genen in veelvoud voorkomen; er is dus sprake van genetische
redundantie, d.w.z. herhaling. Maar wat is hun functie? Het zou het
eenvoudigste zijn, om bij de redundante genen te denken aan de ‘klaar-
blijkelijke’ noodzaak om, indien nodig, acuut grote hoeveelheden
boodschapper-ribonucleinezuur (mRINA) te kunnen afleveren. De be-
tekenis kan echter ook een andere zijn! Hierop gaan wij thans nader in.

Zoals uit het tweede hoofdstuk zal blijken, doen wij er goed aan pro-
karyoten en epkaryoten niet te vlot onder één noemer te brengen. Dit
geldt reeds voor de leeftrant: de prokarvoot is primair ingesteld op ver-
menigvuldiging, De genetische regulaties zijn hiergp gericht; onder
wisselende milieu-omstandigheden moet de vermgnigvuldiging door-
gang kunnen vinden. Dit geldt slechts ten dele voor de eukaryotische
cel; althans voor zover deze deel uitmaakt van een meerc llig organis-
me (met een stabie] intern milieu) spee,lt nu‘stabdisatle'va de differen-
tiatie-toestand een mmsten_s even belangrijke r (yrsprung, 1968).

Voorts zijn de chromosomen {het stwk’ genofoor dat resideert in de
kern) aanzienlijk gecompliceefder dan de enkelvoudige naakte DNA-
draad van de prokaryoot en in de mitochondri¢n en chloroplasten. Zjj
zijn niet alleen gecomphceerder %an bouw, maar hierdoor ook rijker
aan functionele mogelijkheden. Te denken valt bijvoorbeeld aan het
vermogen tot gedeeltelijke of zelfs algehele heterochromatisatie, d.w.z.
inrolling en verdichting tot een sterk gecondenseerd lichaam. Wat wij
bijvoorbeeld in de metafase zien, zijn gecondenseerde chromosomen,
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die op dat moment dan ook praktisch inactief zijn als bron van geneti-
sche informatie. In de kernen van vrouwelijke zoogdieren is voorts één
der X-chromosomen geheel heterochromatisch ; van cel tot cel kan dit
het ene ofwel het andere X-chromosoom zijn. Wat wij tenslotte met de
lichtmicroscoop zien in een interfase-kern zijn voornamelijk gehetero-
chromatiseerde gedeelten van chromosomen. De uitgespreide (euchro-
matische) stukken blijven onzichtbaar (meer hier over in het hoofd-
stuk van James).

De reversibele wisselingen in condensatiegraad zouden beschouwd
kunnen worden als een stuk cytogenetische ‘grofregeling’. Reeds tegen
deze achtergrond rijst serieuze twijfel aan de onverkorte toepasbaar-
heid van de regulatie-schema’s van Jacob en Monod. Die twijfel neemt
nog toe, wanneer wij bedenken, dat de diploide eukaryoot een menigte
genen bevat, die verdeeld zijn over vele chromoesomen. In deze situatie
betekent regulatie het synchroon ‘aanzetten’ respectievelijk ‘uitschake-
len’ van een aantal verspreide genen. Zo kwamen bijvoorbeeld Britten
en Davidson in 1969 (zie Wolfe, 1972) tot een concept waarin een zo-
genaamd ‘sensor-gen’ door een signaal kan worden bespeeld. Dit sen-
sor-gen zou dan weer aanzettend of remmend werken op een zoge-
naamd ‘intergrator-gen’. Volgens Britten en Davidson zouden nu
vooral de integrator-genen thuishoren in de klasse van redundante
genen. Tenslotte zouden de integrator-genen door middel van ribonu-
cleinezuur als activator in kunnen werken op ‘receptor-genen’. Vanaf
dit punt gaat hun concept sterk lijken op het beeld van Jacob-Monod.

Uiteraard gaat het niet om naamgeving, voorlopig zelfs niet om de
opbouw en de geloofwaardigheid van deze voorstelling, Bovenal is aan
de orde het inzicht, dat de genetische informatieverwerking bij de euka-
ryoot qua complexiteil van een andere orde is dan de informatiever-
werking bij de prokaryoot. Qua ‘bediening’ dringt zich de vergelijking
op tussen een Boeing en een Fokker Spin. Beide kunnen vheggn, maar
let op het dashbord en op de functionele mogelijkheden. -~

Samenvattend kan men in de cytogenetische sfeer de volgende pro-
bleemvelden aanwijzen:

— de implicaties van het bezit van meerdere chromosomen in paren

homologen,

— betekenis en consequenties van haploidi, diploidie en polyploidie,

— de chromosomale functionele morfologie,

- deimplicaties van de verdeling van het genofoor over meerdere cellu-
laire organellen zoals kern, mitochondrién en chloroplasten,
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— nucleocytoplasmatische relaties,

Het laatste punt vraag om enkele afzonderlijke opmerkingen. Met
name brengt dit punt ons terug naar wat in een eerdere paragraaf werd
opgemerkt aangaande het verband tussen fusietechniek en de ver-
werving van fundamentele cytogenetische kennis: somatische hybridi-
satie: Daarbij leggen wij het accent op de genetische informatie in de
celkern, onder volledige veronachtzaming van de informatie, neer-
gelegd in de mitochondrién en eventuee! de chloroplasten,

Al of niet conform de voorstellingen van Britten en Davidson te
spreken van het ‘aanzetten’ respectievelijk “uitschakelen’ van genen is
één zaak. Het is echter een andere zaak om zinvolle dingen te zeggen
over de signaalwisseling tussen cytoplasma en kern. Ons beperkend tot
de eerste experimenten van Harris (1970) blijkt, dat de genetisch in-
actieve kernen van vogelerythrocyten (kip) kunnen ‘ontwaken’ na
fusie van de erythrocyt met bijvoorbeeld een Hela-cel. De erythrocy-
tenkern verliest haar gecondenseerde viterlijk, 0.a. door wateropname
Na enige tijd blijkt ze toegevoegd ‘gelabeld’ uridine te kunnen incorpo-
reren ten bewijze van een op gang komende syathese van ribonucleine-
zuur. Nog later worden kippe-antigenen aangetroffen aan het opper-
vlak van het fusieprodukt; de kern heeft dus de biosynthese van be-
paalde specificke kippe-eiwitten gedirigeerd. Dit gebeuren kan gezien
worden als een extreem voorbeeld van genetische regulatie: cen geheet
inactief genoom wordt {(althans ten dele) gereactiveerd door een cyto-
plasmatisch signaal, waarvan aard en werkingswijze overigens nauwe-
lijks bekend zijn. Voor zover dit soort experimenten rijp zijn voor gene-
ralisaties, blijkt hier dat de kern wél alle benodigde jnformatie bevat,
maar daarom nog niet baas in eigen ¢cytoplasma is. Men kan dit ook zo
omschrijven: de kern bepaalt wat kan, het cytoplasma echter bepaalt
wat gebeurt, binnen de grenzen vandei 1[1 het genéom vervajte mogelijk-
heden. . . . 1 " ‘",

Lol v T ¢
L " :‘ R i
De cel als energietransformator Ty «I
Schijnbaar vergeten resteert ons het facet? de cel als ‘energietransfor-
mator’, Aliereerst zij et nadruk’ vastgesteld dat de meeste cellulaire
processen gepaard gaan met een energietransformatie of zelfs als zo-
danig als een energietransformatie moeten worden gezien, Wij nemen
tot voorbeeld de contractie van de skeletspiervezel, waarbij ter hoogte
van de A-schijven, actinedraden tussen de myosinedraden worden in-
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geschoven, Hierdoor versmallen de H-zones en de I-schijven. De op-
heldering van dit gebeuren is nog steeds een historisch hoogtepunt van
ultrastructureel onderzoek, Het contractieproces kan men energetisch
omschrijven als een transformatie van chemische (ATP) in mechani-
sche energie. Aangezien het rendement van deze transformatie aan-
zienlijk beneden de 10075 ligt, komt ook warmte vrij. Bij het rillen bij
afkoeling is deze transformatie zelfs van primaire betekenis.

De prikkeloverdracht door middel van een signaalstof aan de mo-
torische eindplaat induceert een depolarisatie van het sarcolemma, die
tenslotte doorgrijpt tot in de membraan van het zogenaamde longitudi-
nale sarcoplasmatische (endoplasmatische) reticulum, Hierdoor komen
acuut Ca-ionen vrij in het sarcoplasma tussen de actiné- en myosine-
draden. Deze instroming is een noodzakelijke voorwaarde tot het
contractiegebeuren. Bij de verslapping zullen deze Ca-ionen weer in
hun compartiment teruggepompt moeten worden, met andere woor-
den, ook hier is weer sprake van een energietransformatie.

Wanneer we de spiervezel opvatten als een energietransformator bij
nitstek is het goed nogmaals te bedenken, dat een bepaalde cel is, wat
haar eiwitten haar toestaan te doen. In dit geval gaat het om actine,
myosine, myoglobine, de specifieke membraaneiwitten, de componen-
ten van de calciumpomp en niet te vergeten alle enzymen die betrokken
zijn bij de ATP-generatie, die hier zo centraal staat.

Kaartlezen

Het voorafgaande betoog pretendeerde niet méér te zijn, dan een hulp-
middel ter algemene orientatic; de kaart wordt dan overbodig zodra
de gezochte doelen in concreto zijn gevonden. Daarnaast kan men
echter ook aan anderen doelen aanwijzen, die men zelf zeer wel kent.
Kaartlezen in deze tweede betekenis is uiteraard van speciaal’ belang
voor docenten. Het gaat hier om een complex van vragen: waarom,
wanneer, vanuit welk vertrekpunt, hoe en hoe diepgaand kan en moet
celbiologie gedoceerd worden. Het is stellig een gelukkige greep van de
organisatoren van dit symposium geweest om deze problematiek in
handen van een afzonderlijke spreker (Van den Broek) te leggen.
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Prokaryoten en eukaryoten, structuur en organisatie

J. JAMES

Histerische inleiding

Ontdekking van de cel

De visie, die men thans heeft op het begrip cel heeft een lange voor-
geschiedenis; het is uiteraard niet mogelijk om in deze publikatie over
nieuwe ontwikkelingen in de celbiologie deze gehele ontwikkelings-
gang, uilstekend samengeval door Hughes (1959), te vervolgen. Enkele
ruwe hoofdlijnen zijn in zoverre van belang dat juist hierdoor het mo-
derne celbegrip iets meer reliéf krijgt tegen de achtergrond van inmid-
dels verouderde opvattingen.

Het lijdt geen twijfel, dat het woord cel teruggaat naar een zeer be-
paalde ontdekking van de ‘curator of experiments’ van de Royal
Society te Londen, Robert Hooke. De ‘ceilulae’ (een term, mogelijk
geinspireerd door de rijen celien in kloostergangen) die hij beschreef in
zijn boek ‘Micragraphia’ wit 1665 had hij waargenomen in verschillen-
de vormen van plantaardige weefsels, zoals stengelsen kurk, waarvan
hij dunne plakjes had onderzocht. Wat hij met zijif betrekkelijk primi-
tief, maar wel samengesteld (dus uit objectief en oculair opgebouwde)
MICroscoop Waarnam, was naar cle"huidigg vaafpting niet gaeer dan het
skelet van de tussen de plantecellen gefegen regelmatig geprdende cellu-
lose-wanden. Onze landgerioot Van. Lepuwenlicek had in dezelfde

e v i
periode eigenlijk al veel geayanceer%lél;e,(ontdekkingen gedaan over
dierlijke cellen, hun vofm, beweging, en., waarbij hij (zoals bij de rode
bloedeellen van de zalm) cok zelfs eed kem had waargenomen. Hij
noemde zijn ‘diertjens” en ‘globulen’ echier geen cellen, en het ‘viekjen’
in de bloedcel van de zalm geen kern; dat hij een rechistreeks verband
met de bevindingen van Hooke zon hebben gezien, blijkt niet uit enig
dokument. Veel van zijn waarnemingen bleven tot ver in de 19¢ ecuw
als geisoleerde curiosa geboekstaafd, zonder dat de ‘officiéle’ weten-
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schap (immers Van Leeuwenhoek was een geheel op zichzelf werkende
autodidact) deze vermocht in te passen in de verspreide gegevens die
over de bouw van levende organismen bekend waren. Zijn ontdekkin-
gen van groene wieren in de Berkelse plassen en bacterién in putwater
en de mondholte zijn eigenlijk pas in deze eeuw logisch ingevoegd in
het geheel van de wereld van de cellen; het ware zeker niet overdreven
— los van nationaal chauvinisme — om Van Leeuwenhoek alsnog uit te
roepen tot de ontdekker van de cel in zijn twee voornaamste ver-
schijningsvormen {prokaryoten en eukaryoten). Hooke, die vele van
de brieven van Van Leeuwenhoek aan de Royal Society kende en hem
zeer bewonderde, zou de laatste geweest zijn om hiertegen bezwaren
aan te tekenen, daar hij zich vooral zag als experimentator met mecha-
nische apparaten en de microscopie maar een van zijn vele bezigheden
was. :

Het vinden van het gemeenschappelijke moment in Hooke’s en
Van Lecuwenhoek’s ontdekkingen, en de geleidelijke groei van het
besef van de alomtegenwoordigheid van de cellulaire organisatie in de
levende natuur zijn inmiddels processen geweest die meer dan 150 jaar
hebben geduurd. Een eerste ruwe kristallisatie van deze denkbeelden
ontstond rond de periode 1830-1840. De in die periode als ‘celleer’ of
‘celtheorie’ gegroeide opvattingen worden doorgaans, slechts ten dele
terecht (vergelijk Hughes, 1959), gekoppeld aan de namen van de bota-
nicus Schleiden en de zodloog-fysioloog Theodor Schwann, In het
bijzonder het werk van de laatste auteur, culminerend in een in 1839
verschenen boek over gemeenschappelijke elementen in de bouw van
dieren en planten maakte veel indruk, vooral daar het hier ging cm op
experimenteel werk gegronde opvattingen, hetgeen in die tijd geenszms
vanzelf sprak.

Van een enigermate scherpe omgrenzing van het celbegrip k}n in d1e
periode nog geen sprake zijn en de vreemdste opvattingen deden op-
gang — ook bij Schwann — omtrent de vorming van cellen. Zo zou in een
‘cytoblasteem’ (een soort celvrije grondsubstantie die door elke micros-
copist in die tijd vlot als zodanig kon worden herkend) door een proces
dat exogenie werd genoemd, eerst een kern ontstaan, die dan weer een
cytoplasma om zich heen zou vormen. Hiernaast zou door een evenzeer
bizar proces dat endogenie werd genoemd, een cel in een andere cel
kunnen ontstaan, uitgroeien en vervolgens vrijkomen. Men moet zich
bij deze curieuze theorieEn wel realiseren dat in diezelfde periode
Pasteur nog felle strijd had te voeren — ondanks onomstotelijk feiten-
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materiaal — tegen de aanhangers van de spontane generatie, een voor-
stelling die enige verwantschap vertoont met de gedachtenwereld van
vrije celvorming door exogenie. Het is vooral Rudolf Virchow geweest
die— overigens pas in een latere periode van zijn leven, hij geloofde eerst
heilig in vrije celvorming — de consequentie heeft aanvaard van de in-
zichten die in de tweede helft van de 19¢ eeuw begonnen ie groeien, o.a.
over cellulaire aspecten van de embryonale ontwikkeling. Zijn kemn-
achtig motto ‘omnis cellula e cellula’ in 1855 voor het eerst geuit in een
artikel over cellulaire pathologie int het door hem opgerichie ‘Archiv
fur pathologische Anatomie und Physiologie’, gaf duidelijk de richting
aan voor een vrochibare verdere ontwikkeling van de denkbeelden
over de vorming van cellen. Ook al had Virchow — vooral door zijn
grote wetenschappelijke gezag dat toen van meer betekenis was dan
controleerbaar feitenmateriaal — een nieuwe ontwikkeling weten te
forceren, gen grote kloof scheidt de inzichten uit de tweede helft van de
vorige esuw -van het moderne celbegrip. Verschillende onderzoekers
uit die periode verdiepten zich steeds meer in cellen, doch verloren
daarbij het organisme als een door cellen georganiseerd geheel uit het
oog. Haeckel vergeleek in de jaren 1870-1880 het meercellige organis-
me met een maatschappij waarin de burgers hun taken onderling had-
den verdeeld — hier en daar duiken in dit verband analogieén van de
denkbeelden van Karl Marx op — terwifl andere auteurs uit die periode
zelfs zo ver gingen dat zij Darwin’s “survival of the fittest’ — een andere
nieuwigheid - ook van toepassing verklaarden voor de cellen in een
organisme. De voorstelling van een dergelijke extreme individualiteit
van de cellen bleek echter niet met de fejten in overeenstemming en
bracht onderzoekers als de protozodloog Dobell er fin het begin van
deze eecuw zelfs toe, de celtheorie in zijn geheel af te wijzen. Het is
typerend dat deze kritick kwam vap de kant van een onderzoeker die
zich juist met de eencelligen: bezighield ; immers. door, el meercellig
en een eencellig organismie te vergelijken, blijkt}de onhoudbaarheid
van het beschouwen van een meé'rcellié organisme als een complex van
afzonderlijke eencellige prganigmen. Dezg Iaatste uiterste consequentie
van de klassicke celleer, zoals o.a. door Weissmann rond de eeuw-
wisseling wel is aangehangert, werd een keerpunt, waarbij het organis-
me geleidelijk meer centraal kwam te staan. Van de cel als ‘bouwsteen
van het organisme’ — de standaard-uvitdrukking van een vorige genera-
tie — werd de cel tot een eenheid van organisatie, een eenheid van stabi-
liteit, doch daarmee niet de eenheid van leven. Een omschrijving van
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het celbegrip kan derhalve een beschrijvend karakter dragen en behoeft
zich niet in een definitie van het leven te verliezen, waaraan zoveel cel-
theorieén zijn ondergegaan.

Celbegrip

De oudste definitie van een cel, gegeven door de botanicus Schultze in
1861, luidt: ‘Eine Zelle ist ein Klumpchen Protoplasma i dessen
lanern ein Kern liegt’. Aan deze basisdefinitie en alle hiervan in de
honderd jaren er na gemaakte geperfectioneerde versies, kleeft echter
het bezwaar dat begrippen als ‘protoplasma’ of *kern’ op hunt beurt ook
weer gedefinieerd zouden moeten worden. Daarbij is het begrip kern,
ook als men dit meer algemeen tracht te beschrijven als kernmaterie,
om redenen die verderop nog ter sprake zullen komen, niet eenvoudig
in algemene zin te omschrijven, terwijl als men het kernbegrip meer
moleculair-biologisch tracht te benaderen en de nucleinezuren in het
geding brengt, de moeilijkheden bij de definiéring van de cel eerder toe-
dan afnemen.

Er is veel voor te zeggen om de benadering van het celbegrip van
Paul (1965) te volgen, waarbij de cel meer vanuit functioneel cogpunt
wordt gedefinieerd. Men zou in deze zin een cel dan kunnen omschrij-
ven als ‘de kleinste organisatic-eenheid van enig levend organisme die
in staat is tot meer langdurig onafhankelijk bestaan en vervanging van
zijn eigen substantie, mits in een geschikte omgeving’. Er is bij alle cel-
len een membraan aanwezig; deze in de definitie opnemen heeft geen
zin, daar de aanwezigheid van een membraan een structuur niet tot cel
maakt, indien deze niet reeds beantwoordde aan de zojuist genoemde
functionele criteria. Daarbij zijn er in de nieuwere tijd waarnemingen
gepubliceerd die er op wijzen dat bepaalde, niet onder deze definitie
vallende structuren (bacteriofagen) door membraan-achtige vormsels
kunnen worden omgeven. e

Het is al geruime tijd bekend dat er onmiskenbare cellen zijn (rode
bloedcellen bij zoogdieren, lensvezels bij vele vertebraten, zeefcellen bij
planten) die geen kern, volgens welke omschrijving dan ook, bezitten;
het is evenzecr al lang bekend dat al deze cellen een dergelijke structuur
in een vroegere fase van hun ontwikkeling hebben bezeten. Het is met
de opkomst van de moleculaire biologie, moleculaire cytologie of hoe
men deze nieuwe onderzoeksrichtingen ook wil aanduiden, duidelijk
geworden dat deze cellen na verlies van hun kern het vermogen om ei-
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witsynthese in hun cytoplasma in gang te zetten, zijn kwijtgeraakt.
Anderzijds is komen vast te staan dat de tot circa 1950 als kernloos te
boek staande bacteria en andere kleine elementen die volgens de in het
voorafgaande gegeven definitie duidelijk als cellen zijn aan te merken,
dit belangrijke vermogen tot zelfstandige synthese van eiwitten {en
daarmee van enzymen) wél bezitten. De verschillen en overeenkomsten,
die aan deze feiten ten grondslag liggen, zullen in de volgende paragraaf
nader worden bezien.

Virus en cel

Een geheel aparte situatie doet zich voor ten aanrzien van het virus, een
element dat pas bij de opkomst van de elektronenmicroscopie als
waarneembaar object is ontstegen aan zijn welhaast middeleeuwse be-
naming (virus betekent smetstof). Een virusdeeltje of virion kan — al
naar gelang het type - een zeer verschillende vorm hebben: hexagonaal,
langgerekt, rond of meer hoekig. Ook de grote virusdeeltjes (zoals die
van het pokken-virus of van bepaalde bacteriofagen met een doorsnede
van een fractie van een ym) komen nooit in het domein van het licht-
microscoop. Essentieel bevat een virus steeds één van beide nucleine-
zuren, DNA o6f RNA, nooit beide, terwijl een eiwitmantel met een min
of meer gecompliceerde structunr het geheel omringt. De grootste virus-
deeltjes evenaren de kleinste cellen (bijvoorbeeld bepaalde mycoplas-
mata) in grootte; er behoeft zelfs geen wezenlijk verschil te zijn in de
hoeveelheden DNA waarin de erfelijke eigenschappen zijn gecodeerd
bij grote virussen en de kleinste cellen, De reden wadrom in de reeds
eerder verworpen klassieke definitie van de cel het! begrip ‘kern’ niet
zonder meer kan worden vervangen door ‘nucleinezuur’ of een andere
omschtijving, is nu juist gelegen in het feit dat ahn de hangl van func-
tionele criteria in dit tussengebied een scherp onddrscheid, kan worden
gemaakt tussen cel — groot .of klein —en viruspdrtikel. Het virion is
namelijk niet in staat tot zelfstandig bé‘staaq, daar het de enzymen niet
zelf maken kan die nooazakciijk zijn vo(‘ir giwit- en nucleinezuursyn-
these, alsmede de enzymen yoor de prdduktie van ATP of anderen
energie-rijke verbindingen. In het midden latend of men een virus
levend wil noemen (Kluyver sprak hier van “’s levens nevels”), het virus
is geen cel en als obligate parasiet is het voor zijn vermenigvuldiging
aangewezen op een levende cel: na er in te zijn binnengedrongen, indu-
ceert het virus de cel tot het produceren van de voor de vooriplanting
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van het virus noodzakelijke enzymen, die door inschakeling van het
eiwitsynthese-apparaat van de gastheer actief worden, In het hoofdstuk
van De Man wordt op de interrelatie virus-gastheer in detail ingegaan.
Het is echter thans voldoende duidelijk waarom het virus, dat geen cel
is in de betekenis die hier wordt gebruikt, verder niet wordt besproken
in dit hoofdstuk.

Prokaryoten en eukaryoten: eenheid en verscheidenheid

In figuur 1 en 2 zijn naast elkaar afgebeeld twee prototypen van cellen
met een sterk verschillende orde van grootte, doch (naar-vooral ook uit
de elektronenmicroscopische afbeeldingen blijkt) eveneens een geheel
ander organisatiepatroon. Het gaat hier om twee representanten van
de enige werkelijke fundamentele algemene indeling van cellen, die er
valt te maken: prokaryote en eukaryote cellen. De classificatie en be-
naming stamt van de bacterioloog Stanier (1941). De verschillen, die
bij deze afbeeldingen in het oog springen, kunnen worden aangevuld
met een recks van andere, niet direct aan dit ene voorbeeld af te lezen
verschillen, die in tabel | iets verderop in deze paragraaf zullen worden
samengevat.

De naam prokaryoot suggereerl dat het hier zou gaan om een voor-
stadium, een primitieve vorm van de eukaryote cel met zijn complexe
kem-apparaat. Er is in de laatste tijd echter van verschillende zijden
gewezen op het feit dat men de term primiiief hier met reserve moet
hanteren; de prokaryoten zijn uiterst gespecialiseerde organismen, die
tengevolge van hun kleine volume (en derhalve gunstige oppervlak-
inhoud-relatie) een zeer snel verlopende stofwisseling kunnen hebben
en zich via een enorme groeisnelheid aan allerlei omstandigheden kuh-
nen aanpassen. Wellicht is de term primair hier beter op zijn pl}ats dan
primitief. Anderzijds is in dit verband wel op te merken dat er argu-
menten van velerlei aard zijn die er voor pleiten dat in de evolutie de
prokaryoten zijn voorafgegaan aan de eukaryoten. Merkwaardig is
echter dat, waar in het algemeen allerlei aanwijzingen bestaan voor een
evolutie via mutaties die slechts discrete eenheden van het gencom be-
treffen (‘single-step mutations’), er weinig of geen tussentrappen zijn
aan te wijzen tussen de prokaryoten enerzijds en de eukaryoten ander-
zijds (Margulis, 1970). Deze kloof loopt dddr het klassicke taxonomi-
sche systeem heen; zo zijn er prokaryotische blauwgroene algen en
kernhoudende algen, waartussen geen overgangsstadia bestaan.
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Fig. 1. Elektronenmicroscopische opname van een lengiedoorsnede van een
exemplaar van Bacillos subtilis met nucleoid (n}, mesosoom {m) en celwand {w).
De bacterie toont de eerste tekenen van een doorsnoeringsproces, vergroting
35000 x. {Opname W. van Fterson.) Links-onder. lichtmicroscopische opname
van exemplaren van Bacillus subtilis wuit een culture; Gram-preparaat. Vergroting
1600 x.

' L4
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Fig. 2. Elekrronenmicroscopische opname van een coupe van een buikholtefago-
eyt bij de cavia met kern (k) ( de pijl wijst in het enchromatine ), mitochondria (m),
granulair endoplasmatisch reticulum (er), en talvijke andeve organellen in ket
cvtoplasma, 8500 x . Links-onder: lichtmicroscopische opname van een derge-
lijke cel. Vergroting 1600 .

N.B. Verhouding van de grootie van de bacterie (fig. 1) en de fagocyt (fig. 2) is
alleen af te leiden uit de lichtmicroscopische opnamen links-onder, die bif geljke
vergroting zijn afgedrukt.
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Tabel 1. Overzicht van de belangrijkcste verschillen tussen prokaryoten en euka-

ryoeten.

Prokaryoten

A Kleine, siceds als afzonderlijke
eenheden bestaande cellen, welke
na een deling onderling geen func-
tionele relatie blijven onderhouden.
Grootste doorsnede in de orde van

0,5-5 pm,

B Nucleoid = genofoor, als dra-
ger van de erfeljke informatie; dit
sterk gevouwen draadvormige ele-
ment (waarbij het in coupes geheel
onmogelijk is uit te maken of het
om meerdere dooreengekronkelde
filamenten gaat, of om &én zeer lang
element) bestaat uit *naakt’ DNA.
Het gaat hier steeds om een dubbel-
strengs DNA-molekuul dat, wan-
neer het vrijkornt bij lysis van de cel,
vrijwel steeds nit een cirkelvormig
molekuul blijkt ¢ bestaan. Het nu-
clecid wordt niet door een mem-
braan van het overige gedeelte van
de cel gescheiden.

C Continue synihese van DNA
gedurende de celeyclis. Deling van

het cellichaam door direkie door-. .
snoering; er treden geen centriolen -

of microtubuli op bij het verdelen
van het verdubbelde genetische ma-
teriaal over beide prospectieve
dochtercellen. '
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Eukaryoten

Grotere cellen (orde van grootte
5-50 um doorsnede) welke tot een
groter meercellig organisme kunnen
vitgroeien doordat de cellen van cen
zygote na de klieving bijeenbiijven
en functionele relaties onderhou-
den, dan wel na deling van de zygote
van elkaar loslaten en zo als afzon-
derlijke eenheden blijven bestaan
{bijzondere vorm van deze ‘eencelli-
gen’: kolonie-vormende soorten).

Nucleus of kern, bestaande uit een
aantal afzonderlijke eenheden als
dragers van de erfelijke informatie,
chromosomen, die naast DNA een
groter aandeel ciwitten bevatten.
Deze chromosomen worden ge-
vorrnd door draadvormige filamen-
ten, die geheel of gedeeltelijk in ge-
strekte (interfase), dan wel sterk ge-
tordeerde toestand (bij deling) kun-
nen verkeren. De kern wordt door
een dubbele lipoproteidmembraan
van het cytoplasma afgesloten. In
de kern verder als regel ontwikke-
ling van nucleoli, gespecialiseerde
chromosoomgebjeden, ter plaatse
waarvan de syfjthese van essentiéle
bestanddelen van de ribosomen is
geconcenireerd.

. ¢

PNA-tynthese geduref\de een cir-
cumscript detl vamde celcyclus (S-
fase); gecomplipeerd delingsproces,
mifoke, waarbij zich tijdeltjk uit
spegiale celeiwitten microtubuli
vormep welke, al dan nict uitgaande
van cdntriolen, de spoelfiguur vor-
men dik een rol speelt bij het delings-
proces. Deling van hef cellichaam
{= cytokinesis) door insnocring
(meeste dierlijke cellen), dan wel
schotvorming (meeste plantaardige
cellen),



D Strikt anaerobe (gedood door
zuurstof) vormen, naast facultatief
anaerabe, microaerofiel-aerobe (get
ringe behoefte aan 0,) en totaal
aerobe vormen.

E Enorme variatie in de metabole
patronen van de verschillende re-
presentanten van de groep; enzy-
men voor de oxydatie van organi-
sche molekulen vooral aan de cel-
membraan gebonden. Geen mito-
chondria, misschien ten dele als
zodanig op te vatten derivaten van
de opperviakte-membraan (meso-
somen).

F Eiwitsynthese vindt plaats op
ribosomen die sedimenteren bij 708
en geinactiveerd worden door de
antibiotica chloramfenicol, strepto-
mycine en tetracycline.

G Geringe ontwikkeling van in-
tracytoplasmatische organellen met
membraanstructuur ; extracellulaire
vertering en opname van klein-
moleculaire stoffen rechtstreeks uit
de omgeving.

H Indien voorzien van flageilen.
gaat het om zeer dunne (12-20 nm}
eenheden, die 3—12 nm lang kunnen
zijn, soms tot lichtmicroscopisch
waarneembare bundels verenigd.

1 Typische vertegenwoordigers
Alle eubacteria, blauwgroene algen
en ‘lagere” fungi (streptomyceten,
mycobacteria); alle vormen van
spirocheten, myxobacteria, myco-
plasmata en de rickettsiae.

In alle vormen acrobe stofwisseling;
waar anaeroob duidelijk secundaire
modificaties van oorspronkelijk
aeroob patroon.

Meer uniforme stofwissclingspa-
tronen, in het bijzonder bij de oxy-
datie van organische molekulen;
enzymen bij deze processen betrok-
ken voor cen belangrijk gedeelie in
mitochondria gelokaliseerd en wel
voornamelijk in de membranen van
deze organellen.

Eiwitsynthese op ribosomen die
sedimenteren bij 80 S en ongevoelig
zijn voor chloramfenicol, strepto-
mycine en tetracycline.

Sterke compartimentalisatic (zie het
hoofdstuk van De Voogd van der
Straaten) omvat al het volgende:
nitgebreide ontwikkeling van kern-
membraan, endoplasmatisch reti-
culum, Golgi-complex, enz. ; voorts
het verteringsapparaat, namelijk
het systeem van de lysosomen, dat
van buiten opgenomen macromole-
culaire stoffen kan afbreken even-
als delen van het eigen cytoplasma
en organellen (zie het hoofdstuk van
Daems).

Indien flagel(len) (zweepharen) -of
kinocilia (tritharen) aanwezig, zijn
dit vrij dikke (200-309 nm), com-
plex gebouwde organellén. met eén
gedrdende substructunr, uit micro-
tubuli bestaand (*9 4 2%) met wissel-
ende accessopire structuren.

Typische vertegenwoordigers

Alle metazoa (sponzen, coclentera-
ten, brachiopoden, anneliden, gas-
tropoden, echinodermen, vissen,
zoogdieren, enz); alle ‘hogere’ al-
gen (zeewier, diatomeén, dinofla-
gellaten, enz.), afle *hogere’ fungi
(paddestoelen, gisten, enz.); alle
groene planten, alle protozoa.
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De verschillen tussen prokaryoten en eukaryoten zijn zo fundamen-
teel, dat alle cellen zonder dat daarover veel discussie behoeft te be-
staan, bij én van beide categorieén kunnen worden ingedeeld. Deze
situatie is derhalve een andere dan bijvoorbeeld bij de indeling in dieren
en planten die (in het bijzonder voor wat de niet-cellig georganiseerde
organismen betreft) nogal eens tot verschillen van mening heeft geleid,
al is men hier althans op papier vitgekomen, Wat de bij dit laatste
onderscheid zo belangrijke eigenschap van de fotosynthese betreft,
deze speelt bij het onderscheid prokaryoten-eukaryoten geen rol, daar
fotosynthese zowel bij prokaryoten als eukaryoten kan voorkomen.
Bij prokaryoten die fotosynthetisch zijn, zijn de enzymen voor dit
proces aan de celmembraan gebonden; bij fotosynthetische eukaryoten
zijn deze enzymcomplexen ‘verpakt’ in door membraancomplexen op-
gebouwde en door een membraan omgeven gespecialiseerde organel-
len, plastiden.

Nucleoid en kern

Gezien de beperkte ruimte moet een verdere bespreking van alie in
tabel 1 genoemde systemen en mechanismen achterwege blijven. Afge-
zien van het feit dat een dergelijke bespreking, met de onmisbare mole-
culair-biologische en biochemische achtergronden, ver buiten het
kader van di'tlahoofdstuk zou vallen, komen verschillende van deze
principes nog elders in dit boek aan de orde. Hier zal thans alleen wor-
den ingepaan op nieuwe ontwikkelingen op het gebied van de celbiolo-
gische aspecten van het sturende apparaat bij nitstek, He celkern en zijn
tegenhanger bij de prokaryolen en hetgeen hiermee Hirekt samenhangt.
De genetische aspecten worden in het hoottstuk van Bootsma behan-
deld. : ' I} - { . i ’

. . ) A

Prokaryoten B .‘.; ! .
_ . .

Een kenmerkend verschil tussen cellen — pro:karyoten dan wel eukaryo-
ten —enerzijds en de niet-cellige virussen anderziids is, zoals reeds ver-
meld, dat virussen of DNA of RNA bevatten; cellen echier bevaiten
beide, waarbij het RNA door zogenaamde transcriptie uit het DNA is
gevormd, De genetische informatie in het DNA of RNA van ¢en virus
kan, zoals reeds eerder vermeld, niet door het virus zelf tot expressie
worden gebracht; dit is de corzaak van zijn obligaat parasitisme.
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Bij een bacterie ~ als typisch voorbeeld van een prokaryotisch orga-
nisme — is het genetische apparaat een langgerekte structuur, die als het
sterk gevouwen nucleoid in de cel higt. Uit een coupe, zoals in figuur 1 is
afgebeeld, valt over de ruimtelifke relatie van de dooreengedraaide
filamenteuze structuren die het nucleoid opbouwen, weinig op te
maken. Bij analyse na isolatie vit de bacteriéle cel, waarbij het nucleoid
zich ontplooit, blijkt het hier te gaan om &n langgerekt filament, dat
uit dubbelstrengs DNA bestaat, met hier en daar kleine hoeveelheden
eiwit. De lengte van dit filament, dat kan worden beschouwd als één
langgerekt molekuul, is bij het veel onderzochte nucleoid van Escheri-
chia colivan de orde van 1000 pm ( | mm), de dikte in de orde van enige
duizensten van een pm ; hierbij moet worden bedacht dat het cellichaam
van een exemplaar van E. cofi circa 3 bij 0,8 um meet. Van deze elemen-
ten zijn er vaak, gezien de continue replicatie, twee of drie in een cel
aanwezig, tot evenzovele nucleoiden samengebald (zie ook fig. 1). Enig
rekenwerk leert dat dif zeer lange molekuul enige miljoenen paren van
organische basen bevat, door de volgorde waarvan de code van de erfe-
lijke eigenschappen wordt bepaald (vergelijk: Ontwikkelingen in de
moleculaire biologie, 1966). De genetische informatie die potentizel
hierin besloten zou kunnen liggen is zo groot, dat algemeen wordt aan-
genomen dat alleen al hierom een grote mate van repetitieve informatie
in dit genoom moet bestaan ; de kans op het optreden van mutaties zou
anders te groot zijn. Zelfs de groep van de kleinste prokaryoten, de
pleuropneumonia-achtige organismen (meestal afgekort als PPLO),
waarvan de kleinste soorten op de grens liggen van hetgeen met het
lichtmicroscoop kan worden waargenomen (0,2-0,3 um) en die hier-
mee in de groatte-orde van de grootste virussen zijn gelegen, hebben
nog een DNA van 500.000 base-paren. 5

Bacteria, blauwgroene algen en PPLO-organismen zijn in staat-ei-
witten (en dus enzymen) te vormen, zoals die nodig zijn Voo(ll)ij'vooi’-
beeld de replicatie van het DNA, of voor de vorming van energie-rijke
verbindingen. Het is in principe mogelijk al deze organismen te kweken
op synthetische voedingsbodems, waarbij onder gunstige omstandig-
heden een zeer snelle groei kan optreden, in het geval van E. co/i met een
verdubbelingstijd van 15-30 minuten. Een uitstekend overzicht over
de cyclus van celvermeerdering bij verschillende prokaryoten wordt
gegeven door Mitchison {(1971). De eiwitien worden gesynthetisesrd op
ribosomen, die als regel vrij zijn gelegen in het cytoplasma ; een PPLO-
organisime bezit er enkele honderden, een bacterie tot tienduizenden.
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Deze ribosomen, die wellicht iets kleiner zijn dan die welke bij de
eukaryoten meestal worden gevonden, zijn met enige in wisselende mate
voorkomende membraanprofielen (zoals met de functie voor de foto-
synthese samenhangend), alsmede zogenaamde mesosomen (complexe
vormsels die door instulping van de plasmamembraan ontstaan en
mogélijk onder meer van betekenis zijn als een concentratieplaats voor
enzymen van de ademhalingsketen, zie fig, 1), representanten van de
zogenaamde organellen met gespecialiseerde functie, zoals deze bij alle
eukaryoten in grote aantallen en gevarieerdheid in het cytoplasma
voorkomen. Naast mesosomen kunnen in het cytoplasma van proka-
ryoten soms ook nog door membranen begrensde blaasjes of meer com-
plexe membraan-configuraties voorkomen die bijvoorbeeld met stik-
stofbinding of fotosynthese in verband zijn te brengen ; de situatie biijft
echter een andere dan bij de eukaryoten, waar de aanwezigheid van de
als afzonderlijke compartimenten te beschouwen karakteristiek ge-
bouwde organeltypen het celbeeld zozeer domineert. Lysosomen of
enig ander apparaat voor intracellulaire vertering onthreken geheel bij
de prokaryoten; opnameprocessen als fagocytose en pinocytose komen
niet voor. In de gehele fysiologie van de prokaryote cel speeit de plas-
mamembraan — vaak omgeven door een voor een belangrijk gedeelte
uit polysacchariden opgebouwde celwand in enigerlei vorm —een voor-
name rol, ook bij de deling en zelfs bij de replicatie van het DNA-
molekuul. Hét is mogelijk dat bij het laatstgenoemde proces het fila-
ment van het fucleoid zich beweegt langs een aan de celmembraan, of
het hiervan afgeleide mesosoom, gebonden enzymcomplex dat voor de
replicatie noodzakelijk is. Hoewel het mechanisme van de deling bij
prokaryoten in het algemeen, zelfs bij de in zoveel andere opzichten
goed bekende bacteria, nog allerminst opgehelderd i3, kan in het alge-
meen worden gesteld dat na gephcatle et npcleond zwl} dgelt, gevolgd
door een insnoering van het cellichaam die lijkt uit te gaan van de cel-
membraan (fig. 1).-Ribosomen en andere,celbesi’anddelen worden zo
min of meer passief over de dochtercellén verspreid.

]

Eukarvaten

Het opvallende van het delingsmechanisme par excetlence bij eukaryo-
ten, de mitose, is de grote complexiteit van dit proces, waarover Mazia
{1961) cens treffend heeft opgemerkt, dat een beschrijving meer weg
had van het libretto van een Italiaanse opera dan van een bladzijde uit
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Euclides. Het lijkt thans wel zeker, dat deze complexiteit samenhangt
met het feit dat hier een uiterst precieze splitsing en verdeling moet
plaatsvinden van een tevoren verdubbeld genoom, dat niet alleen een
omvang heeft van een andere orde van grootte dan bij prokaryoten
wordt gevonden (voorbeeld: DNA-hoeveelheid in E. coli 2 x 10°
Dalton-eenheden van massa, tegen bijvoorbeeld 5 x 102 bij zoog-
dieren), doch dat bovendien over een groot aantal afzonderlijke ele-
menten is verspreid. Deze elementen, de chromosomen zoals deze
tijdens de deling kunnen worden waargenomen, zijn al zeer lang bekend
(zij werden als zodanig ten doop gehouden door Waldeyer in 1888);
hierover zijn in de laatste 10 jaar echter aanzienlijk meer gegevens
bekend geworden dan in de voorafgaande 75 jaar.

Evenals dit bij prokaryoten het geval is, bestaat het eukaryote chro-
mosoom uit een langgerekt filament of elementaire fibril dat echter in
dit geval een doorsnede heeft van 15-20 nm en een lengte tot meer dan
500 nm (afhankelijk van de grootte van het individuele chromoscom).
De doorsnede is dus veel groter dan de enkele nm van het draadvormige
genofoor bij prokaryoten. Deze dikte-verschiilen zijn in het verleden
wel verklaard door aan te nemen dat bij eukaryoten meerdere dubbel-
strengs DNA-molekulen naast elkaar zouden verlopen in de elemen-
taire fibril tegen maar één bij de prokaryoten, waar inderdaad de dikte
van de genofoor-fibril en die van het DNA-molekuul in eenzelfde orde
van grootte liggen. In de laatste tijd zijn er echter steeds sterkere aan-
wijzingen dat elke chromosoomfibril bij de eukaryoten slechts één zeer
lang DNA-dubbelmolekuul bevat, in een superspiraal gelegen met een
doorsnede van omstreeks 10 nm en een afstand tussen de windingen
van 12 nm (fig. 3). Aanwijzingen voor een dergelijke ligging van het
DNA in de elementaire fibril zijn verzameld met behulp van de rént-
gendiffractie, dezelfde techniek als door Watson en Crick 20 'a}ir ‘ge-
leden succesvol werd toegepast om de wenteltrapstructuur van het
dubbelstrengs-DNA te ontrafelen (zie Watson, 1968). Voor het bestaan
van slechts één zeer lang DNA-molekuul per elementaire fibril en der-
halve per chromosoom pleiten allerlei indirecte argumenten, die hier
niet verder kunnen worden besproken (zie Callan, 1972 en Comings,
1972).

De elementaire fibril wordt verder voor een belangrijk gedeelte (om-
streeks 60-75%4) samengesteld uit eiwitten waarmee het DNA tot een
complex is verbonden en bevat voorts een wisselende hoeveelheid
RNA. De eiwitten kunnen worden onderscheiden in basische eiwitten,
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Fig. 3. Sterk vereenvoudigd schema van de waarschijnlijke positie van het dubbel-
strengs DNA-molekuul (de dubbele helix) in de chromosoomfibril van het evka-
ryoiische chromosoom.

die vrijwel steeds tot de groep van de Aistonen behoren en die in onge-
veer gelijke hoeveelheden als het DNA voorkomen, en een tweede
groep minder scherp te karakteriseren eiwitten met zure eigenschap-
pen, doorgaans als norhiston-eiwitien aangeduid, die in meer wisselen-
de hoeveelheden (doch zelden in ecn even grote kwantiteit als de his-
tonen) kunnen voorkomen. Beide eiwiiten spelen vrij zeker enigeriei
rol bij de regufatie van de activiteit van de genen, waarbij de histonen,
die niet gen-specifick of weefselspecifiek zijn, mogelijk een betekenis
hebben bij het onderhouden van de spiraaltoestand van het DNA. De
nonhiston-eiwitten tonen een zeer grote polymorfie fzij zijn mogelijker-
wijs niet gelijkinatig over de fibril verdeeld. Details van deze interactie
vormen een actuele problematiek in‘het molk culait-cytologgsche onder-
zock. Het model van figuur 3 geldt W’aarschijnli'_ vogrialle chromo-
somen van eukaryoten; bij’ de. prokaryoten, dierde chromosoom-
eiwitten missen, vervalt deze '.mbgelﬁkheiﬁd tot gen-regulatie d.m.v.
eiwit-‘afdekking’ zodat ok hier weer cerl scherpe scheidingslijn valt te
trekken tussen prokaryoten gn eukaryoten.,

Het chromatine (de term, die eigenlijk niet meer inhoudt dan
‘kleurbare substantie’, stamt van Flemming uit 1882) bestaat uit het
kluwen, gevormd door het totaal van alle temidden van de karyolymfe
onherkenbaar dooreengelegen chromoscomfibrillen in het kerncom-
partiment bij eukarvoten in de interfase-periode tussen de delingen
{fig. 4). Het kan worden onderscheiden in gebieden waar de fibrillen
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Fig. 4. Voorstelling van de vuimtelijke ligging van de elementaire fibril van één
chromascom met twee heterochromatische gebieden in een interfase-kern bif cen
eukaryotische cel. Let op de aanhechting bif de annuius van een kernporie.

vrij los dooréen zijn gelegen in het diffuse enchromatine, naast gebieden
waar de fibrillen (van een of meer chromosomen hijeen) dicht inesn
zijn getordeerd tot het compacte heterochromatine. Deze laatste toe-
stand kan tijdelifk van aard zijn, dan wel blijvend voor een bepaald
chromosoom of chromosoomdeel. Een bekend voorbeeld van” laatsti-
genoemde situatie is het lichaampje van Barr, ontdekt door de Cana-
dese histoloog Barr in 1949 in celkernen van zoogdieren, dat gevormd
wordt door één van beide X-chromosomen in totaal heterochromati-
sche toestand. Euchromatine en heterochromatine verschillen ook bio-
chemisch in enkele opzichten, zoals in de eiwitsamenstelling; men
neemt aan dat de genetische activiteit (de transcriptie van gedeelten uit
het DNA-molekuul in mRNA) zich vooral in het euchromatine af-
speelt, terwijl het heterochromatine zich juist door een geringe geneti-
sche activiteit kenmerkt. Hier ligt mogelijk een belangrijke factor bij de
de genetische regulatie in de eukaryotische cel (byjvoorbeeld bij het
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zojuist genoemde X-chromosoom bij zoogdieren waar steeds bij één
van beide de genetische activiteit wordt geblokkeerd). Het verschil
euchromatine - heterochromatine is kenmerkend voor de eukaryoten;
er is geen analogon van bekend in het genofoor bij prokaryoten.

Delingsmechanisme bif eukaryoten

Een mitose wordt steeds voorafgegaan door een bij de meeste meer-
cellige dieren en planten naar tijdsduur vrij constante synthesefase of
S-fase (meestal 6-9 wur) dic weer door een enige uren durende G,-fase
wordt gescheiden van de ten opzichte van de gehele generatiecyclus vrij
kort durende (1-14 uur) eigenlijke deling ; dit gehele verloop is specifiek
voor de eukaryoten (fig. 5). Tijdens de S-fase wordt het DNA-mole-
kuul verdubbeld volgens het principe van de semi-conservatieve repli-
catie (waarbij op etk van de beide helften van het dubbelstrengs DNA-
molekuul een nieuwe molekuulhelft wordt gesynthetiseerd; zie Ont-
wikkelingen in de moleculaire biologie (1966), Gelijktijdig worden
nieuwe histon-eiwitten aan de chromosoomfibril, die pas in de Gz-fase
zal worden gesplitst, toegevoegd. Deze G-fase, waarin de fibril als ge-
heel mét zijn eiwitmantel wordt gesplitst, is ook specifiek voor de
mitose bij eukaryoten; het naakte DNA bij prokaryoten is na de S-fase
immers al direct tot deling gereed. Het staat thans wel vast, dat de
synthese van' histonen, evenals van de andere chromosoom-eiwitten,
buiten de kernsplaatsvindt en dat deze eiwitten secundair naar de chro-
mosoomfibrillen worden vervoerd, overigens in een periode waarin de
[

Fig. 5. Schema van de generatie-cyclus van een ewkaryote cel.
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kernmembraan nog volledig intact is. Na de Gz-periode, waarin ook
verdubbeling van de centriolen plaatsvindt, kiezen de beide centriolen-
paren positie aan de tegengestelde polen van de cel met de celkern er
tussen. De spoelfiguur, uit bundels van microtubuli opgebouwd, komt
tussen beide centrioolparen tot stand en vindt in de chromosoomspoel-
vezels contact met chromosomen in het centromeergebied. Essentiee!
voor het ontstaan van de spoelvezels zijn de centriolen niet, want deze
lichaampjes ontbreken bij alle hogere planten. De koppeling tussen het
cyclisch verschijnen en verdwijnen van het spoelapparaat en de hiermee
gepaard gaande migratie van de centriolen is niet absoluut; het is
mogelijk om onder experimentele omstandigheden chromosomen tot
zogenaamde premature condensatie te brengen, waarmiee beide voor
de eukaryoten zo typische processen van elkaar zijn losgekoppeld
(vergelijk het hoofdstuk van Bootsma).

De veranderingen die de chromosomen in de profase van de mitose
ondergaan, kunnen worden samengevat als een progressief ineen-
strengelen en opeenpakken van de elementaire fibrillen, waarbij al
vroeg de transcriptie-activiteit geheel of tennaaste bij tot nul daalt. Er
zijn goede argumenten om aan te nemen dat deze vermindering van de
transcriptie-activiteit direct samenhangt met de condensatie-toestand
van de chromosoomfibrillen (vergelijk Mitchison, 1971}). Deze conden-
satie heeft cytologisch nog twee, gewichtige gevolgen; ten eerste mani-
festeren de chromosomen zich in de profase steeds duidelijker als af-
zonderlijk waarneembare elementen, de goed bekende chromosomen
van weleer, in tegenstelling tot de situatie bij het chromatine in de inter-
fase-kern, waarbij de afzonderlijke elementaire fibrillen onscheidbaar
dooreen zijn gelegen (fig. 4). Ten tweede verdwijnt het onderscheid
tussen euchromatine en heterochromatine en deelt nu het gehele ge-
noom de transcriptie-inactiviteit van het heterochromatine in de inter-
fase. Het lijdt geen twijfel meer dat de progressieve verdikkingén ver;
korting van de chromaosomen in de profase aan een steeds dichter ineen-
strengelen van de elementaire fibrillen moet worden toegeschreven,
vooral sedert men elektronenmicroscopisch totaalpreparaten van
chromosomen in de metalase is gaan onderzoeken waarbij dit duidelijk
kon worden aangetoond (fig. 6). Hiermee is ook verkiaard dat in de
slechts circa 30 nm dikke elektronenmicroscopische coupes chromo-
somen {of heterochromatische gebieden in de kern, zie fig. 2) door-
gaans als complexen van dicht bijeengelegen puntjes worden gezien en
het bestaan van het ‘bindende element’, de lange getordeerde fibril,
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Fig. 6. Elektronenmicroscopische opname van een lolaalpreparaai van een
menselijk X-chromosoom in de metafase, 38.500 x. Let op de uniforme dikie
van de stevk getordeerde fibrillaire elementen die het uit twee parailelie helften
{chromatiden) opgebowwde chromosoom vormen, dat alleen nog in het centro-
meergebied ongedeeld is. (Uit: DuPraw, 1970).
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niet kan worden vermoed. Het is theoretisch zeer aannemelijk dat dit
voor de eukaryoten zo karakteristicke ‘opvouwen’ van het genoom
tijdens de deling in de compacte chromosomen in verband moet wor-
den gebracht met de noodzaak iransportabele elementen in de anafase
na scheiding van de centromeren uiteen te doen gaan.

Amitose of directe deling, hetgeen neerkomt op een verdeling van
genetisch materiaal zonder dat de chromosomen condenseren en wat
in feite gelijkenis vertoont met het delingsmechanisnie bij bacteria en
andere prokaryoten, komt voor bij fungi en vele ciliaten, Veelal vindt
dit proces plaats in de grote macronuclens, waarin zich een multipel
aantal van het chromosomenbestek van de soort heeft ontwikkeld. Bjj
deze zogenaamde polyploide kernen zou een eventueel niet geheel ge-
lijkwaardige verdeling van het aanwezige genoom over dochterkernen
— bij dit delingsmechanisme eerder te verwachten dan bij de mitose —
een niet zo ernstig effect hebben als bij een kern die wat zijn genetische
opbouw betreft nog met een diploide zypote overeenkomt. Er zijn
bovendien aanwijzingen, dat bij het proces van de vorming van de
macronucleus het genoom in kleine DNA-fragmenten uiteenvalt
(Prescott etal., 1973), waardoor de situatie bij de macronucleus wel een
zeer bijzondere wordt.

Kerninhoud en kernbegrenzing bij eukaryoten:
extranucleaire erfelijke determinanten

De kernmembraan

Zoals reeds herhaalde malen is ter sprake gekomen, is de kernmaterie
(karyoplasma) bij eukaryoten in een afzonderlijk compartiment afge-
sloten van het cytoplasma. Dit is althans het geval byj cellen in de inter-
fase, die geen tekenen van deling vertonen; van de late profas€ tot d;e
telofase (een periode van meestal nog geen Uur per generatie-cyclus)
liggen de chromosomen, zij het met in genetisch opzicht verlamde
activiteit, vrij in het cytoplasma. In dezelfde periode zijn de andere
typische componenten van de eukaryotische kern, de karyolymfe of
het kernsap, de nucleoli of kernlichaampijes en de kernmembraan alle
tijdelijk als zodanig verdwenen. Bij verdwijnen en verschijnen van de
uit twee parallelle, ongeveer 7,5 nm dikke, lipoproteid-membranen be-
staande kernmembraan blijkt overigens vaak een zekere relatie met
intracytoplasmatische membraansystemen; de ruimte tussen beide
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bladen van hetgeen in het Engels treffend de ‘nuclear envelope’ wordi
genoemd, communiceert dan ook met het lumen van het endoplasma-
tisch reticulum,

Op gezette plaatsen blijken buiten- en binnenblad aan de rand van de
zogenaamde porién in elkaar over te gaan (fig. 7). Men moet zich deze
porién overigens niet voorstellen als openingen zonder meer in het
kernomhulsel. Afgezien van de diafragma’s die de porién soms geheel
schijnen af te sluiten (fig. 7), zijn er allerlei meer ingewikkeld gevormde
structuren binnen de poriewand of annulus beschreven, die men wel
met de verzamelnaam ‘nuclear pore complex’ aanduidt.

De porién, die meestal een grootste doorsnede van 40-60 nm hebben
(al komt door de structuren rond de annulus de effectieve opening
zelden boven de 10 nm uit) en in aantallen van 10-100 per um? opper-
vlak kernmembraan voorkomen, zijn de passage-plaatsen par excel-
lence voor de uitwisseling van stoffen tussen kern en cytoplasma (zie
fig. 5in het hoofdstuk van Daems). Het is komen vast te staan dat het
aantal porién per oppervlakte-cenheid kernmembraan aanzienlijk kan
verschillen bij eenzelfde celtype en in het aigemeen hoger is onder die
omstandigheden waarbij het bestaan van een intensieve uitwisseling
tussen kern en cytoplasma kan worden vermoed. Anderzijds is in die
sityaties waarbij de transcripiie-activiteit van een kern afneemt (zoals
bij het voortschrijden van de rijping van voorstadia van rode bloed-
cellen) een teruglopen van de porie-dichtheid geconstateerd. Ook de
diamneter van Bestaande porién blijkt wel aan wijzigingen onderhevig,
zodat zelfs van een contractie-dilatatiemechanisme kan worden ge-
sproken (DuPraw, 1971). '

Tussen het binnenblad van de kernmembraan en de buitenste laag
van het chromatine is vaak een dunne, it eiwitten bestaande steuniaag,

. - ' /

‘ . ’; : ) ‘, 1,
Fig. 7. Coupe uit de rand van een levercellern van de dmfibie Amphiuma mer
een door een membraan afgesloten porie, aok de rhnd waarvan de beide bladen van
het kernomhulsel in elkaar,overgaan. Let op de lamina densa (pijl) tussen het
binnenblad van de kernmembraan en het mndsmmﬁg heterochromatine, en verder

op het weinig elektronenstmmende “kangal déor dit heterochromatine, dat bij de
porie uitmondt, Vergroting 35.000 x . { Uit James, 1971.)

Fig. 8. Elektronenmicroscopische vries-ets-opname van de periferie van de cel-
kern van de lever van cen rat, waarbif een beeld wordt verkregen van een tangen-
tieel langs hel kernopperviak gaand breukvlak, zodat de kernporién ‘en face’ wor-
den waargenomen; met kool en platina opgedampte replica. Vergroting 75.000 x.
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de lamina densa, waar te nemen (pijl in fig. 7), die ter plaatse van de
porién is onderbroken. In dit gebied wijkt ook de dichte laag van het
perifere heterochromatine, die de buitenste laag van het chromatine
vormt, uiteen, zodat a.h.w. een kanaal vrijkomt, dat in verbinding
staat mef het euchromatine meer in het inwendige van de kern en uit-
mondt bij de porie (fig. 7). De porién, die niet steeds volkomen regel-
matig in het kernoppervlak verspreid liggen (fig. ) hebben verder nog
betekenis doordat aan de rand van een porie chromosoomfilamenten
verankerd kunnen zijn {fig. 4). Hier ontstaat een interessante parailel
met de situatie bij prokaryoten, waar het nucleoid contact maakt met
de plasmamembraan of het mesoscom. Het is verder van belang ter-
loops aan te tekenen dat bij sommige amitoseprocessen bij ééncellige
eukaryoten deze bevestiging aan de kernmembraan mogelijk van be-
lang zou zijn bij het delingsmechanisme, daar bij een meer langgerekt
worden van de kern (voorafgaande aan een insnoering) de aangehechte
chromosoomfibrillen zouden worden meegetrokken.

De uitwisseling van materiaal via de porién slaat ook op de produk-
ten van de voor de eukaryoten unieke nucleolus, waarvan is gebleken
dat het hier gaat om in bepaalde delen van het genoom gelokaliseerde
genen {veelal in repeterende eenheden gerepresenteerd) die de infor-
matie bevatten voor de synthese van het rRNA voor de ribosomen, dat
later naar het cytoplasma zal worden getransporteerd. De produkten
van deze synthese hopen zich met bepaalde eiwitten op in ribonucleo-
proteide partikels, die als voorstadia van ribosomen zijn op te vatten.
Het geheel heeft licht- en elektronenmicroscopisch zeer typische ken-
merken (Jordan, 1971). In figuur 2 is de nucleolus ald een sponsachtige
structuur temidden van het chromatine te herkennen. Nucleolus en
kernmembraan, te beschouwen als typische hulpapparaten van het
genoom bij eukaryoten, verd'wgnen tijdens et begin van dk mitose, om
in de telofase weer te versc'hunen Terl&ops zijin d}t verband opgemerkt
dat bij het weer verschijnen van nucleplysaen kernmembraan in de telo-
fase — welke processen geer snel verlopeqdhet zeker niet alleen om een
synthese gaat, doch mede qm een re-asgeriblage van tijdens het mid-
dengedeelte van de mitose verspreid matetiaal. Bij verschillende een-
cellige eukaryoten vindt de mitose plaats binnen een intact blijvende
kernmembraan, vaak met een intranucleaire spoelfiguur. Bij de dino-
flagellaten doet zich daarbij de merkwaardige omstandigheid voor dat
de elementajre fibrillen van de (zich overigens goed als afzonderlijke
eenheden in de mifose manifesterende) chromosomen geen histonen
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bevatten. Zij komen hierdoor, en verder door hun delingsmechanisme
dat gelijkenis met dat van bacteria vertoont, enigermate tussen de eu-
karyoten en prokaryoten te staan, reden waarom wel is voorgesteld
deze groep als ‘mesekaryoter’ een afzonderlijke plaats toe te kennen
(vergelijk John & Lewis, 1971). De reeds gesignaleerde kloof tussen
pro- en eukaryoten wordt overigens door deze bevinding beslist niet
voldoende overbrugd, daarvoor staan de dinoflagellaten toch nog in
veel andere opzichten te dicht bij de meeste eukaryoten.

Extranucleair DNA

Een geheel andere relatie tussen prokaryoten en euka;yoten betreft
eveneens een betrekkelijk recente ontwikkeling, namelijk de vondst
van het voorkomen van extranucleair DNA. Oorspronkelijk werd in
biochemische preparaten van door ullracentrifugatie verkregen mito-
chondria-fracties de aanwezigheid van DNA als een verontreiniging
beschouwd ; later is echter onomstotelijk komen vast te staan dat het
hier gaat om een extranucleaire lokalisatie van DNA, afgekort meestal
mtDNA genoemd. Het is een circulair molekuul, dat bij alle dieren
circa 5 ym lang is en in sterk gewonden toestand in de matrix van mito-
chondria wordt gevonden; het komt ook in plastiden voor bij planten
en in mitochondria van een groot aantal protisten, waaronder gisten
(vergelijk Borst, 1972). Het is geleidelijk duidelijk geworden dat dit
mtDNA een zekere genetische onafhankelijkheid van deze organellen
kan bewerkstelligen ; er komen bijvoorbeeld in mitochondria ook bij-
zondere (kleine!) ribosomen voor, die met de specifieke ribosomale
eiwitsynthese in verband moeten worden gebracht. Deze genetische
onafhankelijkheid met een “eigen’ eiwitsynthese is echter slechts zeer
partieel: voor een belangrijk gedeelte zijn deze organellen toch-weer
van het kern-DNA afhankelijk. Hoe de uiterst precieze codtdinatie
tussen beide genetische informatiebronnen tot stand komt {er zijn niet
alleen samenwerkende enzymen die door kern-DNA, respectievelijk
mtDNA worden gecodeerd, voor sommige enzymen is de codering
zelfs partieel nit beide afkomstig!), is nog totaal raadselachtig,

De treffende gelijkenis tussen enerzijds het mtDNA met zijn circu-
laire vorm, cntbreken van binding met eiwitten in combinatie met de
bijzondere, wat kleinere ribosomen, en anderzijds de zo sterk hiermee
verwante situatie bij prokaryoten heeft reeds velen aan het denken ge-
bracht. Hierbij werd een reeds in de jaren twintig ontstane en later weer
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verworpen hypothese omtrent de oorsprong van organellen als mito-
chendria en plastiden weer actueel ; zouden dan toch deze organellen
evolutionair moeten worden gezien als parasieten? De theorie dat
mitochondria en — mutatis mutandis — ook andere DNA-bevattende
organellen zouden moeten worden beschouwd als prokaryotische in-
dringers in de eukaryotische cel, de zogenaamde endosymbiont-hypo-
these, vindt niet alleen steun in de zojuist gesignaleerde verwantschap.
Ten gunste van een dergelijke theorie pleiten ook talrijke curieuze
endosymbiotische verhoudingen van prokaryoten in of op eukaryoten
(vergelijk Margulis, 1970).

De endosymbiose-theorie jn zijn meest uitgesproken vorm, die
eigenlijk inhoudt dat alleen die eukaryoten die een geslaagde symbiose
met binnengedrongen prokaryoten hebben weten tot stand te brengen
de natuurlijke selectie zouden hebben kunnen overleven, zou de in het
voorafgaande gesignaleerde evolutionaire kloof tussen pro- en eukary-
oten enigermate kunnen verklaren, Hoewel deze denkbeelden in eniger-
lei vorm wel een zeker gehoor hebben gevonden, ontbreckt het ook niet
aan kritische geluiden; zo vestigen Raff & Mahler (1972), die deze
voorstelling geheel afwijzen, er de aandacht op dat in feite vele pro-
karyoten toch ook over — zij het minder, en minder complexe - door
membranen begrensde organelien (mesosomen, gasblaasjes en thyla-
koiden) beschikken en hiernaast het DNA in plasmiden als een equiva-
lent van het m{DNA bij bacterién zou kunnen worden beschouwd. Met
een dergelijke voorstelling valt, evenzeer als met de endosymbiont-
theorie een aanduiding van een overgang tussen prokaryoten en euka-
ryoten te construeren. Zeker dienen de meer extreme c'onsequenties van
een dogmatisch aanhangen van de endosymbiose-theorie, zoals de
door de laatstgenoemde auteurs sterk aangévochten verklaring van het
ontstaan van de complexe tritharen bl_peukalfyoten uit cudo&ymblotlsch
in de cel opgenomen splrochaeten voorshands }mar het rijk van de
fabelen te worden verwezen. De' emgg g}otopmerkmg, die ten aanzicn
van de boeiende problematiek van de fylogenetische relatie eukaryoten-
prokaryoten valt te maken; is dat het probleem is gesignaleerd, van
vele zijden belicht, doch geehszing opgelost.
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Samenspel van gencom en cytoplasma

D. BooTsma

Inleiding

Samenspel tussen penoom en cytoplasma is de celbiologische om-
schrijving van het *dogma’ uit de moleculaire biologie. Dit zegt dat het
DNA een informatie-bevattend molekuul is, de chemische basis van
het genoom. Het cytoplasma bevat het machinepark, bestaande uit de
ribosomen waarop de genetische informatie wordt vertaald in gen-
produkten en: de eiwitten.

Vanuit gencom naar cytoplasma loopt een voertdurende stroom van
informatie in de vorm van RNA, afgeschreven op het DNA en vertaald
in het eiwit. Anderzijds kunnen signalen vanuit het cytoplasma het
genoom bereiken en daar bijdragen tot de regulatie van de genexpressie.
Dit samenspel op moleculair niveau tussen genoom en cytoplasma
wordt uitvoerig behandeld in Ontwikkelingen in de moleculaire biclo-
gie (1966) en zal daarom hier niet opnieuw worden uitgewerkt. In dit
hoofdstuk zal worden getracht de moleculaire verbanden te vertalen in
hoger georganiseerde niveau’s van de cel, waarbij het duidelijk zal zijn
dat een scherpe begrenzing tussen moleculaire biologie en celbiologie
niet meer aan te geven is. Beide benaderingswijzen lopen geleidelijk in
elkaar over. - o

Het celbiologisch onderzoek naar het samenspel tussen geioom en!
cytoplasma heeft het [aatste decennium belangrijke impulsen gekregen
door de ontwikkeling van methoden waarbij nieuwe combinaties van
kernen en ¢ytoplasma worden verkregen. Eén van deze technieken is de
fusie tussen in vitro gekweekte cellen van verschillende oorsprong,
waarbij meerkernige en éénkernige hybride cellen worden gevormd.
In deze cellen kunnen signalen vanuit genoom of vanuit cyfoplasma,
die in een normale cel niet direct waarneembaar zijn, duidelijk naar
voren komen. In dit hoofdstuk zal de nadruk worden gelegd op deze
nieuwe ontwikkelingen.
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Signalen vanuit genoom naar cytoplasma

De synthese van RNA en het transport van RNA van kern naar cyto-
plasma werd op cellulair niveau aangetoond met de autoradiografische
techniek, Wanneer een proefdier wordt ingespoten met een radioac-
tieve bouwsteen van RNA, bijvoorbeeld met tritium gemerkt uridine
of cytidine, wordt binnen enkele minuten de radioactiviteit teruggevon-
den in de kernen van cellen met een actieve synthese van RINA. Een
concentratie van radioactiviteit treedt op in de nucleolus, terwijl ook
het chromatine duidelijk radioactief gemarkeerd is. Wanneer het
proefdier op een later tijdstip, bijvoorbeeld na 15 minuten, 4, 1 of 2 nur,
wordt gedood, dan blijkt een toename van radioactiviteit op te treden
in het cytoplasma naarmate de tijdsduur tussen injectie en fixatie van
het weefsel langer is. Op analoge wijze kan de eiwitsynthese worden ge-
volgd door radioactief gemerkte aminozuren aan te bieden en de plaats
in de cel vast te stellen waar de radioactiviteit terecht komt. De synthese
van eiwitten in het RNA-rijke gedeelte van het cytoplasma kan hiermee
zichtbaar worden gemaakt. Dat deze synthese op de ribosomen plaats-
vindt, is aan celfracties aangetoond.

Een aantal aspecten met betrekking tot deze interactie tussen ge-
nooim en cytoplasma komt hier aan de orde.

De rangscht’!iking van de informatie in het gencom

In de eerste plaats gaan we na of er een relatie bestaat tussen de rang-
schikking van de genen in het genoom en de functiey waarop ze invloed
uitoefenen, In enkele microbiéle systemen heeft men gevonden, dat het
betrokken zijn van bepaalde genen bij degzelfde metabole reactieketen
tot uitdrukking komt in hun onderiinge rang'sohikking"n het DNA-
molekuul. Soms vormen 21_] een aafneengeslot?qn gr(?epj_e genen (een
operon), dat samenwerkt bij de vorming van hdt boodschapper-RNA
{‘messenger’ RNA of nRNA). Een Uek'eg'jd voorbeeld is het zogenaam-
de lac-operon it de badterie Escherichia'cofi. Dit operon bevat de genen
voor de enzymen transacetylase, permedse en f-galactosidase, allen
betrokken in het lactésemetabolisme.

Er bestaan aanwijzingen dat als regel een dergelijke ordening binnen
het genoom van de vertebraten inclusief de mens niet aanwezig is. Deze
informatie komt voort uit het onderzoek naar de lokalisatie van genen,
waarin de laatste jaren de celhybridisatie een grote rol heeft gespeeld.
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f In vitro gekweekte cellen van zoogdieren kunnen onder bepaalde
omstandigheden fuseren met cellen van de mens. Hieruit kunnen ver-
volgens cellijnen worden gekweekt met een hybride genetische infor-
matie. In de kernen van deze cellen bevinden zich chromosomen af-
komstig van beide oudercellen. Veel onderzoek is verricht met hybride
cellen van muis en mens, en Chinese hamster en mens. In beide combi-

naties blijkt verlies op te treden van menselijke chromosomen tijdens
de kweek. Het resultaat is dan een genoom bestaande uit een complete
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| Fig. I. Hei chromosomenpatroon in een hybride cel van Chinese hamster en mens.
De volledige chromosomenset van de hamster-ouderlijn (aneuploid) is aanwezig
plus enkele chromosomen van de mens. De chromosomen zijn zodanig gefixeerd en
gelkleurd dat een karakteristick bandempatroon zichtbaar wordt, (Opname
W. Burgerhout, Afd. Ceibiologic en Genetica, Erasmiss Universiteit, Rotterdam.)
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chromosomenset van de muis of de Chinese hamster plus een variérend
aantal chromosomen van de mens (fig. 1).

In dit hybride celtype blijkt genetische informatie van beide ouder-
cellen tot expressie te kunnen komen. Het transcriptie- en translatie-
mechanisme wordt blijkbaar door de fusie niet beinviced. Op zichzelf
is dit een sterke aanwijzing voor het universele karakter van deze
mechanismen. Van een groot aantal enzymen in deze hybride ceilen
kan het in een menselijke cel gevormde enzym onderscheiden worden
van het overeenkomstige enzym in cellen van muis of Chinese hamster,
Dit onderscheid berust op verschillen in de aminozuursamenstelling
van de menselijke en de knaagdiervorm van een bepzaald enzym, welke
op hun beurt kunnen worden teruggevoerd tot verschillen in de gene-
tische code (inutatie tijdens de evolutie). Met behulp van elektroforese
kan scheiding worden verkregen tussen de twee varianten van een be-
paald enzym als de elekirische lading van de twee typen molekulen ten
gevolge van het verschil in aminozuursamenstelling niet identick is
(fig. 2).

De produktie van het enzym fosfogiucomutase 1 (PGM,) is schema-
tisch weergegeven in figuur 2A. Dit enzym speelt een rol in één van de
basale functies in de cel: het koolhydraatmetabolisme. Hetzelfde geldt
voor een tweede enzym, het 6-fosfogluconaatdehydrogenase (6PGD),
waarvan de synthese is weergegeven in figuur 2B. Het werkelijke beeld
van de elektr nforese voor deze twee enzymen is te zien in figuur 3. Voor
beide enzymen blijkt de menselijke vorm een geringere loopsnelheid te
hebben dan die van de hamster. Fén extract van een populatie hybride
celien produceert het PGM, van hamster en mens, terwijl een extract
uit een andere populatie hybride cellen alleen activiteit van hamster-
PGM; bezit. Klaarblijkelijk heeft de latstgenoemde hybride het
menselijk locus voor PGMy verloreryen het cytoplaspa Bntvangt dan
alleen de hamster-mRNA voor PGM;. Door }een groot aantal cel-
populaties van verschillende hybridelijnan op dezé wijze te onderzoe-
ken, werd aangetoond,dat er een positigve correiatie bestaat tussen de
aan- of afwezigheid van menselifk PGM, eh de aan- of afwezigheid van
chromosoom 1 van de mens, Dezelfde correlatie werd gevonden voor
het enzym 6PGD. De conclusie uit dit onderzoek is, dat de genetische
code voor beide enzymen gelegen is op chromosoom 1 van de mens,
In de elektroforogrammen van hybride cellen, die het menselijk
6PGD nog bezitten vinden we 3 in plaats van 2 banden. Naast de
band veroorzaakt door het enzym uit menselijke cellen en die van de
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A. Synthese van het enzym fosfoglucomutase-1 {PGMy]
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B. Synthese van het enzym &-fosfogluconaatdehydrogenuse
{6PGD]
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Fig. 2. Schematische weergave van de synthese van {wee enzymen in hybride cel-
len van Chinese hamster en mens. In de kern zijn de chromosomen getekend waar-
op de genetische informatie voor deze enzymen gelegen is. Deze informatie Word:
via het mRNA overgedragen naar hei cytoplasma, waar op de riboso Dmen de
polypeptide ketens worden geproduceerd. Electroforese van extracten van deze
cellen en kleuring op de aanwezigheid van hel enzym leids 101 specifieke banden-
patronen op de elekiroforese strip. Identificatie van menselijke componenten en
die van de Chinese hamster is hiermee mogelijk.

A. De synthese van het enzym fosfoglucomutase-1 (PGM ). Dit enzym is opge-
bouwd uit 1 polypepiide keten (monomeer ). Bij elekiroforese van hybride cellen
ontstaan 2 banden.

B. De synthese van het enzym 6-fosfogliconaat dehydrogenase (6PGD). Dit
enzym is opgebouwd uit twee identieke polypepiide ketens (dimeer ). Elekirofo-
rese van hybride cellen leidt tot 3 banden: een menselijke, een hamster- en een
intermediaire band bestaande wit 6 PGD-molekiuden opgebouwd wit een polypep-
tide-keten van de mensiijke en van de hamster.
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Fig. 3. Elek!mfarese van exfracten van achrert?envolgens cellen van Chinese
hamster (1), menselijke cellen {2 ), cellen var! P haipster plus menselijke cellen (3 )
en twee verschillende hybride cel!ynen van hamster en mens (4 en5). De elektrofo-
resestrip werdgekleurdvoor het aantonenvan ket enzyim PGM | (onder) en6PGD
(boven). Voor de interpretatie van het bandenpatroon. zie figuur 2.

De genetische informatie voor beide enzymen van menselijke oorsprong is gan-
wezig in de finker hybride en is verloren gegaan in de rechter( (Opname H. van
Someren, Medisch Biologisch Lab., TNQ, Rijswijk.}
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hamster wordt er een intermediaire band aangetroffen. Hierop wordt
in een volgende paragraaf teruggekomen,

Men kent in menselijke cellen nog enkele andere vormen van het
enzym fosfoglucomutase (de isoenzymen PGMj en PGM3) die door
verschillende genen worden gecodeerd. Zo is het onlangs waarschijnlijk
gemaakt dat het gen voor PGMs op chromoscom 6 gelokaliseerd is,
de lokatie van PGM; is nog onbekend. Hieruit blijkt, dat genen be-
trokken bij de uitvoering van dezelfde functie bij de mens verspreid in
het genoom aanwezig kunnen zijn. Een bekend voorbeeld is ook de
genetische code voor het enzym melkzuurdehydrogenase (LDH). De
twee genen betrokken bij de synthese van dit enzym (LDH A en
LDH B) liggen op verschillende chromosomen (respectievelijk chro-
mosoom 11 en 12).

De enzymen 6PGD (op chromosoom 1) en glucose-6-fosfaat dehy-
drogenase (G6PD) katalyseren twee opeenvolgende stappen in de
pentose-fosfaatketen van het koolhydraatmetabolisme, Uit familie-
onderzoek en door celhybridisatie is vast komen te staan dat het gen
dat codeert voor G6PD op het X-chromoscom iigt. Ook hier is er dus
geen relatie tussen iokalisatie in het genoom en functie zoals deze wél
bij micro-organismen is vastgesteld.

Het hier beschreven onderzoek naar de genlokalisatie is van recente
datum. Tot voor kort was men bij het in kaart brengen van de chromo-
somen van de mens aangewezen op familie-onderzoek. Door het ont-
breken van de mogelijkheid om gerichte kruisingen uit te voeren zijn de
vitkomsten van dit {amilie-onderzoek in het algemeen zeer beperkt.
Genetische kaarten, gebaseerd op recombinatie tussen de homologe
chromosomen tijdens de reductiedeling, zoals deze bijvoorbeeld voor
het bananenvliegje Drosophila melanogaster zijn opgesteld, bestonden
voor de chromosomen van de mens niet of nauwelijks. Dank zij de

celfusiemethoden komt hierin thans snel verandering. A
o ;

De specificiteit van het machinepark

De ogenschijnlifk willekeurige rangschikking van de genetische infor-
matie maakt het waarschijnlijk dat de mRNA-molekulen die op nauw
met elkaar samenwerkende genen worden afgeschreven, onafhankelijk
van elkaar het cytoplasma bereiken en vertaald worden in eiwitketens.
Dat dit ook geldt voor genen die betrokken zijn in de synthese van het-
zelfde enzymmolekuul, blijkt uit het voorbeeld van de synthese van het
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enzym 6PGD in hybride cellen van hamster en mens (fig. 2B). Een
hybride cel met de informatie van hamster en mens voor het enzym
produceert 3 typen enzymmolekulen, die overigens allen dezelfde che-
mische reactie katalyseren. Vermoedelijk is het enzym opgebouwd uit
twee polypeptideketens; in een menselijke cel en een cel van de hamster
dimeriseren steeds twee eiwitketens, welke gecodeerd worden door het
gen van respectievelijk mens en hamster. In de hybride cel wordt
mRNA gemaakt op hamster-genen en de aanwezige menselijke genen
voor 6PGD, Dit RNA bereikt het cytoplasma en wordt vertaald in ei-
witketens. Vermoedelijk onafthankelijk van elkaar ontstaan hierbij
twee typen eiwitketens, de menselijke vorm en die van de hamster. Vei-
volgens vindt de dimerisatie plaats van steeds 2 ketens, waarbij naast de
ouderlijke combinaties cok een hamster-keten kan samengaan met een
menselijke keten, met als resultaat een heteropolymeer enzymmolekuul
(de derde, intermediaire band).

Onderzoek van hybride cellen van muis en mens heeft aangetoond,
dat het apparaat dat eiwit synthetiseert geen specificiteit vertoont met
betrekking tot de afkomst van het mRNA. Eliceiri & Green vonden in
1969 dat deze hybriden uitsluitend ribosomaal RNA (rRNA) maakten
gecodeerd door de rRNA-genen van de muis. De ocorzaak hiervan is
onbekend. Dit betekent echter dat de aanwezige menselijke enzymen
in de hybride cel geproduceerd worden in een machinepark dat van
muizenherkdmst is; het blijkt niet te zijn vereist voor de synthese van
de menselijke‘eiwitcomponenten dat de ribosomen zijn samengesteld

uit menselijk materiaal.
. L]

‘
De expressie van genen betrokken'in specificke functies

In de voorgaande paragraaf, werd ‘vde,exlqrqssie {beSChI;Ele van genen
die betrokken ziifh bij basale celfuntties. Ingelvikkalder wordt het
samenspel van genoom en cjtop,lasmfi aly we in de*fusie cellen betrek-
ken waarin een speciﬁf{'ke‘ functie tot ef!‘ipnessie komt. Een functie dus
die in andere cellen, hoéwel de genetische informatie aanwezig is, niet
wordt uitgeoefend. We raken dap aan het.probleem van de regulatie
van de gen-expressie en stellen de vraag door welke factoren een be-
paald gen in celtype A wel en in celtype B niet tot uiting komt.

De bekende Franse onderzoeker Boris Ephrussi was de eerste, die
inzag dat celfusie-experimenten konden bijdragen tot het beantwoor-
den van deze vraag (Ephrussi, 1972). Het experiment bestaat uit de

70




fusie van twee cellen, die in de expressic van tenminste één specificke
functie verschillen. Het effect van dit samenbrengen van twee genomen
in é&n cytoplasma op de expressie van de specifieke functie wordt ver-
volgens onderzocht. Deze experimenten kunnen een antwoord geven
op de vraag of in zoogdiercellen diffundeerbare ‘regulatiestoffen’ be-
trokken zijn in de controle van gedifferentieerde functies. Als dit het
geval is, kan tevens informatie worden verkregen over het werkings-
mechanisme van deze stoffen: induceren ze de specifieke functie of
wordt deze juist onderdrukt door de regulatie? In Ephrussi’s laborato-
rium werd gebruik gemaakt van cellen van de Syrische hamster, die
afkomstig waren van een melanoom, een tumor van sterk gepigmen-
teerde cellen. Het pigment melanine werd door deze cellen in kweek
ock geproduceerd en deze produktie kan dus worden opgevat als een
specifieke functie van dit celtype. De andere ouder-cellijn bestond uit
ongepigmenteerde cellen, die echter van een gepigmenteerde muis af-
komstig waren. De genetische informatie nodig voor de uitvoering van
de op zichzelf gecompliceerde synthese van het pigment was in deze
cellen dus aanwezig, maar kwam niet tot expressie. Dit bleek onder-
meer uit de afwezigheid in de cellijn van het enzym DOPA-oxidase, een
enzym dat betrokken is bij de vorming van het pigment.

Het essentiéle van Ephrussi’s experiment was nu, dat de hybride
cellen, die na de fusie werden geisoleerd, niet in staat waren pigment
te maken en evenmin DPOPA-oxydase bevatten. De specifieke funktie
van éen der ouders, t.w. de pigmentvorming, wordt dus in de hybride
onderdrukt en de veronderstelling ligt dus voor de hand, dat de onder-
drukkende factor, die in de niet gepigmenteerde ouder-cellijn, ondanks
herkomst uit een gepigmenteerde muis, de pigmentvorming verhinder-
de, ook in de hybride werkzaam was. Het enzym DOPA-oxidase, dat
als resultaat van difterentiatic in de ene oudercel wel en in d/e,ai:)déra
niet aanwezig is, onderscheidt zich hiermee van enzymen, di€ in beidé
oudercellen wél voorkomen (bijvoorbeeld LDH, zie p. 69). LDH van
Syrische hamster en van muis zijn beide in de hybride aanwezig, Boven-
dien onderscheidt DOPA-oxidase zich van enzymen die in de ene ouder
wél maar in de andere, ten gevolge van een mutatie, niet aanwezig zijn,
In de hier beschreven celfusie miste de cel van de Syrische hamster het
enzym hypoxanthine-guanine-fosforibosyl transferase (HGPRT) en
de muizecel het enzym thymidine-kinase, beide enzymen spelen een
rol in het nucleinezuurmetabolisme. Beide enzymdeficiénties werden
veroorzaakt door mutaties in de betrokken genen (fig. 4). In de hybride
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Genexpressie in hamster-muis hybride

© W

D-cxidase

Pigment

HGPRT
Th.-kinase

HAMSTER FUSIE MUIS

geen ,@ TK+

pigment

thymidine -

kinase OPRT

HYBRIDE

Fig. 4. Schema van de fusie tussen een pigment-producerende hamstercel (D + )
en een muizen-ffroblost die geen pigment kan maken (D). Ten gevolge van
mutatie maakt de hamstercel geen HGPRT ( H ™) en de muiscel geen thymidine
kinase (T~). De hybride cel voert de 2 basale fumcties, HGPRT- en thymidine-
kinase-synthese, wel uil, maar de specifieke functie, pigmeytsynthese, niet.

f

cellen zijn beide enzymen aanwemg, l}et HGPRT van ,de fouis en het
thymidine-kinase van de Syrische hanister. Als §r dus geen reden is,
verlies van genen bij deze hybr.ldlsa ie gan te neknen, kan gedacht
worden aan de mogelijkheid dat in de dugercellen van de muis de vor-
ming van het DOPA-oxidase wordt ond¢rdrukt en dat de van de
muizenouder afkomstige oﬁderdrukkmgsfactor ook in de hybride
werkzaam is. Deze en ahdere experimenten van Ephrussi en Davidson
{Ephrussi, 1972) maken het waarschijnlijk dat het genoom van de
muizecel codeert voor een regulatiestof die in de muizecel de pigment-
synthese en hierbij eveneens de synthese van DOPA-oxidase onder-
drukt en dit eveneens in de hybride cel bewerkstelligt (fig. 5). Het is niet
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REGULATIE PIGMENT SYNTHESE

geen pigment

HYBRIDE

Fig. 5. Schemartisch weergegeven hypothese, waarmee het verdwijnen van een
specifieke functie in een hybride cel, in dit geval de synthese van pigment, wordt
verklaard. De produktie van een regulatorstof die de pigmenisynihese onderdrukr,
is hierbij het uitgangspunt.

bekend in welke stap van de pigmentsynthese de regulator ingrijpt; d1t
hoeft niet bij het DOPA-oxidase te zijn. A

Het verdwijnen van een specificke functie na hybridisatie is ook voor
een aantal andere eigenschappen aangetoond. In een enkel geval zijn
bovendien aanwijzingen verkregen voor de genetische achtergrond van
de regulatorstof, die de expressie van de functie onderdrukt. Een voor-
beeld hiervan is de regulatie van de synthese van een enzym dat speci-
fiek is voor nierweefsel, het enzym esterase-2 (Es-2). Wanneer gekweek-
te niercellen afkomstig van de muis met Es-2-activiteit worden gefu-
seerd met fibroblasten van de mens, waarin het Es-2-gen niet tot ex-
pressie komt, verdwijnt de Es-2-activiteit in de hybride cellen. De aan-
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wezigheid van cen menselijk gen dat codeert voor een regulatorstof
die de Es-2-synthese onderdrukt, werd aannemelifk gemaakt toen
bleek, dat bij verlies van menselijke chromosomen uit deze hybride
cellen weer hybriden naar voren kwamen met Es-2-activiteit. De aan-
of afwezigheid van de activiteit bleek samen te gaan met de aan- of af-
wezigheid van chromosoorm 10 van de mens. Hieruit werd de conclusie
getrokken dat chromosoom 10 een gen bevai dat codeert voor een
regulatorstof, betrokken bij de expressic van het Es-2-gen.

Deze ceifusie-experimenten suggereren het bestaan van een in prin-
cipe negatieve vorm van regulatie in zoogdiercellen, waarbij de expres-
sie van een gen wordt onderdrukt door de voortdurende aanwezigheid
van een vermoedelijk specifiek werkende regulatorstof, Het aantal
specifieke functies dat op deze wijze is onderzocht, is echter nog be-
trekkelifk gering. Andere regulatie-mechantsmen, onder meer bekend
uit de genetica van micro-organismen, kunnen zeker nu nog niet wor-
den uitgesloten.

Het is duidelijk, dat door de hier beschreven experimenten slechts
gen bescheiden begin is gemaakt met het verkrijgen van inzicht in de
problemen van genexpressie en regulatie. Zij roepen meer vragen op
dan zij thans beantwoorden. Zo hebben ze nog geen informatie gegeven
over het niveau waarop de regulatie plaatsvindt: treedt regulatie op ter
plaatse van het genoom, dus bijvoorbeeld bij de transcriptie, of treedt
regulatic op id het cytoplasma bij de translatie? Ook de logisch volgen-
de vraag: Welke omstandigheden bepalen het type regulatorstof dat
een cel produceert en waardoor wordt zijn functie vastgesteld? blijft
onbeantwoord. Men mag echter verwachten dat de delhybridisatie in
de tockomst zal bijdragen tot de beantwoording van deze centrale
vragen in het samenspel tussen geng:')om en ‘cytoglasma.

' ' p’ h f 1 r} '
Signalen vanuit cytopiasma naar genoom T

LIRS

]

De aanwezigheid van spec1ﬁt:ke's1gnajé'n glc de expressic van bepaalde
genen kunnen bemvloeden werd in het vootgaande reeds aangeduid.

Of deze signalen in het cytopfasma wordeh agngemaakt en dan de kern
bereiken is niet bekend, maar lijkt wel waarschijnlijk. Het staat nu wel
vast, dat naast deze specificke ook andere signalen met een algemene
werking op de genexpressie vanuit het cytoplasma de kern kunnen
bereiken, Deze signalen betreffen in de eersie plaats de inductie van de
RNA-synthese, gelijktijdig en op vele plaatsen in het genoom. Daar-
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naast staat vermoedelijk ook de inductie van de DNA-synthese en de
celdeling onder cytoplasmatische controle. Aanwijzingen hiervoor,
verkregen uit het celhybridisatie-onderzoek, zullen hier worden be-
sproken.

Activering van het genoom

Het modelsysteern voor de studie van interacties tussen gemoom en
cytoplasma met betrekking tot de inductie van de RNA-synthese is het
heterokaryon, een twee- of meerkernige cel die ontstaat door fusie van
kippe-erythrocyten met HelLa-cellen (fig. 6). De kippe-erythrocyten be-
zitten een kern waarin het chromatine sterk gecondenseerd is. RNA-en
DNA-synthese vindt in deze cellen, die een eindstadium bereikt heb-
ben, niet meer plaats. Tijdens het fusieproces haemolyseren de erythro-
cyten, zodat het cytoplasma van het heterokaryon aanvankelijk geheel
van HeLa-oorsprong zal zijn. In deze heterokaryons wordt het ge-

Fig, 6. Een binucleaire cel 1ot stantgekomen door fusie van een HelLa-cel (uit een
menselifke tumorliin) en een kippe-ervthrocyt. De kern van de kippe-eryihrocyt
is genetisch inactief. Deze cel werd gefixeerd enkele wren na de fusie. (Opname
E. A. de Weerd-Kastelein, Afd. Celbiologic en Genetica, Erasmus Universiteil,
Rotterdam).
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Fig. 7. Dekippe-erythrocyt-HeLabinucleaire cel enkele dagen na fisie. De kippe-
kern is gereactiveerd en produceert in dit stadium RNA. (Oprame E. A. de Weerd-
Kastelein, Afd. Celbiologie en Genetica, Erasmus Universiteit, Rotterdam.)

nootn van de kippekern gereactiveerd. Dit reactiveringsproces is voor-
al onderzocht door de groepen van Harris in Oxford en Ringertz in
Stockholm. |

In een vroege fase van de reactivering treden opvallende veranderin-
gen op in het DNA-eiwit-complex in de kippekern, die onder meer tot
viting komen in de veranderde affiniteit tot basische kleurstoffen. Het
volume en drooggewicht van de kern nemen sterk toe terwijl het gecon-
denseerde chromatine losma.ZIg wordt (fig. 7). Dit proces gaat parallel
met een toenemende RNA~synthese (fig. 8). Dettoename 'n droogge-
wicht (met een factor 5 tot 8) gedurendh de ebrste 48 vutkomt tot stand
door opname van 0.a. eiwitten pit het cytopla,sni‘a .Met immunologi-
sche technieken toonden’ Rlngertz et thbdewerkers (1971) aan, dat
voor deze toename eiwltten van menseliﬁke, origine verantwoordelijk
waren. Ook de nucieoli van de klppekem bevalten aanvankelijk door
de HeLa-kern gecodeertie en in het HelLa- cytoplasma gesynthetiseerde
eiwitten. Wanneer éénmaal een functionerende nucleolus verkregen is,
verandert geleidelijk ook haar samenstelling en worden kippe-eiwitten
in het cytoplasma gesynthetiseerd en in de kippenucleoli opgenomen.

De gebruikte immunologische methoden maakien het mogelijk on-
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Fig. 8. Schema van de reactivering van de kippekern in een kippe-eryihrocyi-
Hela binucleaire cel. Eiwitten van He La-oorsprong dringen de kippekern binnen,
waarng de RNA-synthese op gang komt en nucleoli worden gevormd,

derscheid te maken tussen eiwitten die zich bevinden in het kernplasma,
de nucleoli of het cytoplasma van HeLa-cellen (fig. 9). De door de kip-
pekern opgenomen eiwitten bleken een grote mate van specificiteit te
bezitten; het zijn voornamelijk de kerneiwitten die ook in de HeLa-
kern aanwezig zijn. Menselijke nucleolaire eiwitten vormen aanvanke-
lijk de nucleoli in de kippekern, terwijl deze eiwitten verder niet in het
chromatine worden aangetroffen.

Dit onderzoek toont op elegante wijze aan dat signalen van het cyto-
plasma naar de kern gaan, waarbij expressie van het genoom kan wor-
den geinduceerd. Het onderzoek richt zich nu op de identifj )eaue vgn
deze signalen: Welke eiwitten zijn hierbij betrokken en hoe grijpen ze
aan op het DNA?

Regulatie van de delingscyclus

Wanneer het experiment met het kippe-erythrocyt-HeLa-heterokaryon
lang genoeg wordt voortgezet zal ook in de kippekern DN A-synthese
plaatsvinden. De DNA-replicatie, zoals deze optreedt tijdens de S-fase
van de delingscyclus, is dan in gang gezet (zie voor indeling van de
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Fig. 9. De aanwezigheid van menselijke kerneiwitten in kippe-erythrocyien-
kernen 72 uur na fusie met menselifke HeLa-cellen. Deze eiwitten werden aange-
toond door de cellen te kleuren met fluorescerende antilichamen tegen menselijke
kernplasma-antigenen. In gemengde culturen van menselijke Hela-cellen en
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delingscyclus het hoofdstuk van James). Deze inductie van de DNA-
synthese wordt echter alieen waargenomen als de kippe-erythrocyt ge-
fuseerd wordt met een celtype dat wél in staat is tot DNA-replicatie en
celdeling, Vindt fusie plaats met bijvoorbeeld een macrofaag die wel
RNA- maar geen DNA-synthese uitvoert, dan zal de reactivering van
de kippekern zich beperken tot RNA-synthese (zie voor meer details
Harris, 1970). Blijkbaar is de na fusie met HeLa-celien optredende
DNA-synthese in de kippekern een reactie op specifieke factoren in het
HeLa-cytoplasma, die een rol spelen bij de regulatie van de DNA-
synthese in de HeLa-cel.

Aanwijzingen in dezelfde richting werden verkregen it experimen-
ten waarin HeLa-cellen in verschillende fasen van de delingscyclus met
elkaar werden gefuseerd (Rao & Johnson, 1970). Fusie tussen een cel in
S-fase en een cel in de pré-synthetische G;-fase van de delingscyclus
leidt tot DNA-synthese in beide kernen, waarbij de kern in G-fase
versneld overgaat in S-fase. Blijkbaar zijn er in het cytoplasma van een
cel in S-fase factoren aanwezig die de DNA-synthese opwekken en
vermoedelijk dringen deze de kern in G1-fase binnen. Fusie tussen een
cel in S-fase en een cel in de postsynthetische G;-fase leidt echter niet
tot een tweede ronde van DNA-synthese in de kern in Gz-fase. Wel
blijkt de kern in G2-fase met de deling te wachten tot de andere kern
ook dit stadium heeft bereikt. Vervoigens gaan de kernen gelijktijdig
in deling.

Niet in alle typen binucleaire cellen is deze wisselwerking, die tot
synchronisatie van de delingscyclus leidt, waargenomen. Met name in
heterokaryons met kernen afkomstig van verschillende species gaat
vaak één kern over tot deling nog voor de partner dit stadium heeft be-
reikt. Deze deling gaat echter niet ongemerkt aan de tweede kern voor-
bij. Een vroegtijdige condensatie van het chromatine treedt off irf de
interfasekern, ongeacht het stadium waarin deze zich bevindf, de kerh-
membraan verdwijnt en er worden structuren aangetroffen die gelijlke-

kippefibroblusten (A) kleuren uitsluitend de menselfike kernen (B). In hetero-
karyons van HeLa-cellen met kippe-erythrocyten ( C) treedt ook fluarescentie op
in de kippekernen (D). De kippekernen zijn met pijlen aangegeven.

A en C zijn fasecontrasi, B en D zijn fluorescentie-opnamen. { Afkomstig uit het
onderzoek van Ringeriz et al. (1971). Institute for Medical Cell Research and
Genetics. Karolinska Institutet, Stockholm Zweden, en afgestaan door N. R.
Ringertz.)
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Fig. 10. Een hybride cel | uur na fusie van een delende HelLa-cel met een cel van
de Indische mumtjak in interfase, Vroegtijdige condensatie van het chromatine in
de muntjak-kern heeft geleid tot de vorming van lange fijngestructureerde chro-
mosomen. Deze chromosomen bestaan uit 1 filament aangezien de muntjak-kern
op het moment van fusie in de Gy-fase van de delingscychis was. De korte, dikke
chromosomen zijd afkomstig vande HeLa-cel. { Opname E. 4. de Weerd-Kastelein,
Afd. Celbiologie en Genetica, Erasmus Universiteit, Rotterdam.)

!
!

nis vertonen met zeer langgerekte, ﬂJn gestructureerde chromosomen.
Dit proces van vroegtijdige condenSau’e van'chrémosomerp wordt ook
WaargencIen wanneer een cel in mitose wordt gefpseerfl tnet een cel in
interfase. | ¢

In figuur 10 is een cel af gebeeld die tf)t“stqud kwam door fusie tussen
een HeLa-cel in mitose én een cel in G- f’ase afkomstig van een cellijn
van de Indische muntjak D¢ inuntjak is %en, zoogdier met 6 of 7 chro-
mosomen, het aantal is afhankelijk van het geslacht. De cel in deze
figuur werd ongeveer 1 uur na fusie gefixeerd. Er heeft onmiddellijk
condensatie van het chromatine in de muntjak-kern plaatsgevonden,
waarbij zeer lange, uit één filament bestaande chromosomen werden
gevormd. Bij fusie tussen een muntjak-kern in G;-fase met een HeLa-cel
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Fig, 11. Zie figuur 10. De muntjak-kern was in dit geval in de Ga-fase van de de-
lingscyclus. Dit verklaart de opbouw uit 2 filamenien van de vroegtijdig geconden-
seerde chromosomen.

in mitose worden chromosomen gevormd die uit 2 filamenten bestaan
(fig. 11).

Uit dit onderzoek van o.a. Johnson & Rao (1970) blijkt, dat in het
cytoplasma van een cel in mitose factoren aanwezig zijn die de celdeling
op gang brengen. Men is thans bezig deze cytoplasmatische signalen-te
isoleren en te karakteriseren. ’/ i

De nucleolus regelt het verkeer

Nog voor de moleculaire biologie de relatie tussen DNA, RNA en eiwit
had beschreven, hadden Brachet en Caspersson omstreeks 1940 de aan-
wezigheid vastgesteld van RNA in de nucleolus. Autoradiografische
experimenten toonden later aan, dat in de nucleolus een actieve RNA-
synthese plaatsvindt. Dit RNA wordt vervolgens getransporteerd naar
het cytoplasma. Een analyse van dit RNA bracht aan het licht dat het
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hier voornamelijk gaat om tRNA. .

De nucleoli blijken geassocieerd te zijn met bepaalde chromosomen
en wel op specifieke plaatsen op deze chromosomen (‘nucleclus orga-
nizer regions’). Bij de mens zijn dit de korte armen van de chromoso-
men 13, 14, 15, 21 en 22. Morfologisch zijn deze plaatsen te onderschei-
den door de aanwezigheid van een insnoering {secondaire constrictie;
deprimaire constrictie is het centromeer). Zeer recent is door Henderson
en medewerkers (1972) aangetoond, dat het DNA op deze specificke
plaatsen de genetische informatie bevat voor rRNA: Wanneer men
onder bepaalde omstandigheden sterk radioactief rRNA aanbiedt aan
gefixeerde microscopische preparaten, waarin de chromosomen van
delende cellen goed gespreid zijun, blijkt na autoradiografie de radio-
activiteit zich te concentreren in de nucleolus organizer regions
(fig. 12). Men noemt dit in situ hybridisatie van DNA en RNA,
Deze methodiek berust op het vermogen van nucleinezuren, die in de
basevolgorde complementair zijn, zich op specifieke wijze aan elkaar
te hechten. Een techniek, die bij moleculair biologisch onderzoek van
nucleinezuren in oplossing veel wordt toegepast (Rorsch, 1966). Hier-
mee is de rol van de nucleolus in de synthese en het transport van rRNA
duidelijk geworden. Het is lange tijd de vraag geweest of de nucleolus
ook een rol speelt in het transport van andere typen RNA’s, met name
het mRNA. De groep van Harris heeft omstreeks 1970 met behulp van
celhybridisatie laten zien dat dit ook voor mRNA geldt.

Zij onderzoghten een mogelijke relatie tussen de vorming van
nucleoli en de synthese van specifieke RNA’s in de kippekern van het
reeds besproken kippe-erythrocyt-HeLa-heterokaryon. Zoals wij
reeds zagen (ﬁg 6 en 7) wordt in het cytoplasma van de HeLa-el de
daarin aanwezige erythrocytenkerd geactiveerd, die nu weer met RNA-
synthese begint. Na ongeveer 2 dagen worden in de kippgkernen nu-
cleoli aangetroffen en op dat €ijdstip kah met’ autoqadlogra ie transport
van RNA uit de kxppekem naar het HeLa-cytop]a,sma worden aan-
getoond. Tevens blijken dan voot-het derdt kip-specifieke eiwitten door
de hybride cel te worden gesynthetlscerd* I-Jc‘t lag voor de hand deze
waarnemingen met elkaar in'verband te brengen door te veronderstel-
len, dat de nucleolus ook op 'de ech of andere manier betrokken is bij
het transport van RNA, dat de informatie draagt voor de synthese van
specificke eiwitten.

De hypothese werd bevestigd door het volgende experiment (Deak
et al., 1972). Kippe-erythrocyten werden gefuseerd met muizecellen,
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Fig. 12. Hybridisatie in situ van radioactief rRNA met op specifieke wifze voor-
behandelde en gefixeerde menselijke chromosomen. Met auloradiografie wordt
de radivactiviteit teruggevonden op de ‘nucleolus organizer regions’ van de korre
armen van de D- en G-chromosomen van de mens. ( Opname uit het onderzoek van
H. J. Evans, R. Buckland en M. L. Pardue, en afgestaan door H. J. Evans, MRC
Clinical and Population Cytogenetics Unit, Wesiern General Hospital, Edin-
burgh).

die door een mutatie niet in staat waren het enzym hypoxanthine-
guanine-fosforibosyl transferase (NGPRT) te maken. Dit enzym is:
noodzakelijk voor de inbouw van hypoxanthine en guanine in de fiu-
cleinezuren van de cel (zie ook p. 71). Radioactiel gemerkt hyﬁ)xan- i
thine werd door deze muizecellen dus niet ingebouwd. De na fusie ge-
vormde kip-muis-heterokaryons bleken radioactief hypoxanthine in
te bouwen zodra de kippekernen nucleoli gevormd hebben. Op dat
moment was dus het HGPRT-locus van de kip actief geworden en
werd het kip-RINA, dat codeert voor het enzym, gesynthetiseerd. Wan-
neer de nieuw gevormde nucleoli in de kippekernen met een ultraviolet
‘micro beam’ werden uitgeschakeld, verminderde de inbouw van radio-
actief hypoxanthine. De aanwezigheid van de nucleoli in de kippe-
kernen is noodzakelifk voor de synthese van het kippe-HGPRT. Ook
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voor de synthese van andere kip-specifieke eiwitten (o.a. opperviakte-
antigenen, eiwitien op het buitenoppervlak van de cel) bleek de aan-
wezigheid van nucleoli in de kippekern een vereiste, Dit betekent, dat
de nucleolus niet alleen het transport reguleert van RNA dat in de
nucleolus organizer regions wordt gesynthetiseerd, maar dit ook doet
voor RNA gemaakt op andere plaatsen in het genoom. Hieruit blijkt,
dat de nucleolus opgevat kan worden als een celorganel dat een alge-
mene controle kan uitoefenen op de stroom van genetische informatie
vanuit genoom naar cytoplasma.

De constructie van niewwe celtypen

Voor het onderzoek naar de samenwerking fussen genoom en cyto-
plasma m.b.t. de genexpressie is de aanwezigheid van twee genomen
{enin feite ook twee cytoplasma’s} na celfusie een extra complicatie.
Recent is een methode beschreven, waarmee het mogelijk is kernen in
grote aantallen uit hun cytopiasma te verwijderen, waarna d.m.v. cel-
fusie nicuwe kernen van andere cellen in deze cytoplasma’s kunnen
worden ingevoerd. De methode berust op een merkwaardig effect van
de stof cytochalasine B, die wordt geisoleerd uit de schimmel Helmin-
thosporium dematioidum. Wanneer in vitro gekweekte cellen, die vast-
ziften op de bodem van cen kweekvaatje, worden behandeld met deze
stof, komt di celkern te liggen in een lange cytoplasmatische uitloper,
die nog met en nauwe buis vastzit aan het resterende cytoplasma,
Deze verbinding kan gemalckelijk worden verbroken waarbij enerzijds
kernloze cytoplasma’s achterblijven op het kweekvdatje en anderzijds
een suspensie wordt verkregen van kemen omgeven door esn celmem-
braan. i

Inmiddels hebben versch,ﬁlende opclerzpekers aangetdond dat het
mogelijk is op deze wijze verkregen kernsuspendfes atkémstig van een
bepaalde cellijn te fuseren met: kernl@z; Fytopla’sma s van een andere
lijn. Er ontstaat dus een cel met het gehoom van het eerste celtype en
het cytoplasma van het tweede. In een. scme experimenten uitgevoerd
door de groep van ngenz, waarin mén klppe erythrocyten fuseerde
met kernloze cytoplasma’s van muizefibroblasten (fig. 13) bleek het
proces van reactivering van de kippekern, zoals reeds werd beschreven
eveneens op te treden. De kerneiwitten die tijdens de reactivering in de
kippekern, o.a. in de nucleolus, terechtkomen en identiek zijn aan de
HeLa-kerneiwitten, worden ook nu aangetrofien. Hieruit blijkt dat
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Fig. 13. Kippe-erythrocyten-kernen in kernhoudende {cel A} en kernloze (cel B)
muizefibroblasten na fusie. De kernloze cel werd verkregen door behandeling met
eytochalasine B. {Opname uit het onderzoek van T. Ege, J. Zeuthen en N. R.
Ringeriz, Institute for Medical Cell Research and Genetics, Karolinska Institutet,
Stockholm, Zweden, en afgestaan door N. E. Ringertz.)

het cytoplasma beschikt over een voorraad van specifieke kerneiwitten,
of althans in staat is ze zeifs in afwezigheid van de HeLa-kern in vol-
doende hoeveelheid te maken om de kippekern te kunnen reactiveren.

Met deze methodiek is vermoedelijk een nieuwe ontwikkeling op
gang gebracht, die van grote betekenis kan worden bij het onderzoek
naar de rol van cytoplasmatische signalen bij de regulatie van/de gen-
expressie. i
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Interacties tussen virus en cel

J. C. H. DE MaN

Inleiding

Men kan de werking van virussen op verschillende niveaus beschrijven:
— op het niveau van het organisme,

— op het niveau van cellen en de molecuiaire mechanismen van de
cel (interactie tussen virus en cel).

Gezien de bijzondere betekenis die de tumorvirussen {oncogene
virussen} hebben voor de celbiologie, zal de nadruk vallen op deze
DNA- en RNA-virussen. Verschijnselen zoals die voorkomen bij niet-
oncogene virussen zullen slechts terloops besproken worden voor zover
zij van betekenis zijn voor een beter begrip van de processen bij inter-
actie tussen virus en cel. Beknopt zullen de verschijnselen van virus-
infectie in het organisme worden besproken, waarna vervolgens de
interactie tussen DNA-virus respectievelilk RINA-virus en de cel aan
de orde zullen worden gesteld.

De meeste virussen kan men beschrijven als bolyormige tot lang-
werpige deeltjes die sterk in grootte kunnen variéren. De kleinste virus-
sen meten ongeveer 20 nm, de grootste virugsen (bijvoorbeeld pokken-
virus) ongeveer 150 x 200 nm. : ¢ ’

Virussen zijn in het algemeen opgeb!;uw‘dtuit eep clragerr van de gene-
tische eigenschappen, hetzij een RNA- of een DMA-molekuul {fig. 1).
Deze molekulen zijn omhild dgb‘r ceritadinlal ciwitten: het kapsel (cap-
side), Het rijpe, potentieel infectieuze déelfje wordt virion genoemd.
Op grond van het voorkomen van RNA of DNA in virussen worden zij
onderscheiden in RNA en DNA-Virussen. RNA-virussen worden aan
de buitenzijde nog bekleed door een membraan, die afkomstig is van
de oppervlakte van de cel waarin de virusdeeltjes gerijpt ziijn. DNA-
virussen hebben niet altijd een dergelijke membraan. Bij verschillende
van deze virussen komen de rijpe virusdeeltjes vrij bij het Iytisch ten
gronde gaan van de gastheercellen. Voorbeelden hiervan zijn: de
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Fig. 1. DNA-loops die zijn geisoleerd uit SVao -virus. Vergroting 45.000 x . { Op-
name A. J. van dev Eb, Leiden).

adenovirussen en de virussen van de papova-groep (papillm‘ﬁfa, po-i
lyoma en vacuolating agent ~ Simian Virus SV 4; fig. 2.

De bouw en samenstelling van de verschillende virussen is zeer uit-
eenlopend. Het is niet nodig om hier nu uwitvoerig op in te gaan en we
hebben ons dan ook beperkt tot de beschrijving van dié elementen, dic
van betekenis zijn in dit hoofdstuk. Bacterievirussen (bacteriofagen)
zulien niet worden besproken; de aandacht zal zich beperken tot de
interactie tussen virus en eukaryote cel, waarbij de nadruk zal vallen
op de interessante effecten van infectie met DNA- en RNA-tumor-
virussen.
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suur. Vergroting 145000 x. (Opname A, J. van der Fb, Leiden.)
'

!

Virusinfectie op het niveau van het 'organisnﬁe < ;

Virussen kunnen zichzelf niet verplaa{sen; \'Vanﬂger zii door een orga-
nisme zijn opgenommen, kgnn’en %ij slechts passief*gatransporteerd wor-
den, zoals door het bloedplasma. Op‘ d’et plaats waar virusdeeltjes het
organisme zijn binnengekomen kan ecn lokale weefselbeschadiging
ontstaan, maar andergijds gok een algémé_ne infectie met aantasting
van één of meer organen, zogenaamde ‘target’-organen.

Na de eerste vermeerdering van het virus in de cellen van het weefsel
waarin het virus naar binnen is gekomen (huid, maagdarmkanaal,
fuchtweg) en verstrooiing door de bleedbaan (viraemie geheten) kun-
nen de virusdeeltjes nu andere organen bereiken, zoals lever, milt, long,
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beenmerg of lymfklieren. Hier heeft nu virnsvermeerdering plaals die
wederom tot viraemie leidt. Gedurende dit hele proces, incubatietijd
genoemd, treden celdegeneratie en necrose waarschijnlijk slechts in
geringe mate op. Pas wanneer de secundaire viraemie in sterkte toe-
neemt, kunnen symptomen zich voordoen, zoals het rode exantheem
bij mazelen. Waarschijnlijk neemt het specifieke immunologische reac-
tievermogen van het organisme tegen het binnengedrongen virus tij-
dens deze periode toe. Dit heeft tot gevolg dat de virusproducerende
cellen door circulerende antilichamen en door een ‘cell mediated im-
mune response’ {zie Weiser et al., 1970} van lymfocyten vernietigd
worden, waarbij een grote hoeveelheid virus vrij kan komen, Necrose
van de cellen die virus produceren in de ‘target-organen’ kan dus deels
een gevolg zijn van de virusvermenigvuldiging zelf die ten koste van de
cel gaat, maar ook kan deze een gevolg zijn van de reactie van het
gastheerorganisme,

Voor het verkrijgen van inzicht in de pathogenese van virusinfecties
op het niveau van het organisme is derhalve vereist, dat men een aantal
factoren hierin betrekt:

— de wijze waarop virusvermenigvuldiging op de plaats waar het
virus binnendringt het weefsel beschadigt,

— de wijze waarop het weefsel wordt beschadigd na algemene uit-
zaaiing van het virus en infectie van de target-organen.

— de wijze waarop vermeerdering en verspreiding van het virus, en de
geinfecteerde cellen beinvloed worden door de reactie van de gastheer.

Viraemie kan in sommige gevallen overdracht van het virus van de
moeder op de eicel en de vrucht veroorzaken, hoewel de placenta een
goede barriére vormt. Deze overdracht kan bijvoorbeeld optreden

wanneer de moeder gedurende de zwangerschap rode hond heeft gehad-

en bij het kind congenitale misvormingen veroorzaken, Blifkbaar zijit
gedurende de organogenese van de vrucht bepaalde organen vef%:)ogd
gevoelig voor infectie met dit gewoonlijk betrekkelijk goedaardige
virus.

Men kan in het algemeen zeggen, dat infecties die voornamelijk lo-
kale verschijnselen geven op de plaats waar het virus is binnengekomen,
meestal een korte incubatietijd hebben (influenza en verkoudheid);
infecties die verschijnselen geven met een meer algemeen karakter (ma-
zelen en rode hond) hebben langere incubatieperiodes, Uiterst lange
incubatieperiodes bij zogenaamde ‘slow virus’-infecties in het zenuw-
stelsel en infecties met tumorvirussen (bijvoorbeeld muizen-fencaemie-
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virus) zijn moeilijk te verklaren. Men vermoedt dat niet zozeer de
reactiviteit van het gastheerorganisme een rol speelt bij het zich open-
baren van de verschijnselen, maar veeleer de permanent veranderende
toestand van de geinfecteerde cellen.

Interactie tussen DNA-virus en cel

Initiatiefase en rijpingsfase

Virussen kunnen zich niet buiten de cel vermeerderen. Wel hebben zij
de mogelijkheid om na fe zijn binnengedrongen de syntheseprocessen
van de cel te richten op vermeerdering van virusdeeltjes. Het grond-
beginsel van de virusinfectie is de interactie tussen het nucleinezuur van
het virusdeeltje en de cel. Hierbij wordt het nucleinezuur van het virus
als het ware binnen het omhulsel van virusdeeltje binnengesmokkeld.
Dit omhulsel wordt tijdens de eerste fase van de infectie geleidelijk ver-
wijderd, waarna de genetische informatie die zich in het nucleinezuur-
molekuu! bevindt tot expressie kan komen,

De analyse van de processen die plaats hebben tijdens een virus-
infectie heeft geleid tot een verklaring van de verschillende virusfuncties
op moleculair, genetisch en cellulair niveau. De laatste 10 tot 15 jaar is
veel kennis verkregen over de {ysische en chemische eigenschappen van
zowel virussen als cellen. Men vond, dat in principe alle functies van
cellen die toegankelijk zijn voor chemische, fysische en genetische ana-
lyse kunnen worden beinvloed door het introduceren’van modificaties
die door een binnengedrongen virus worden gespeéiﬁceerd

Men onderscheidt in het infectieproces een tweetal fasen : de initiatie-
fase en de rij pmgsfase Alle gebeurienjssen die plaatshgbb!n vanaf het
moment dat een virusdeeltje zich tegen het celoppg%vlak’aanlegt endoor
de cel wordt opgenomen, tot het. mon;ienuwaarop Het vrijgekomen in-
tacte nucleinezuur op de voor'de replicgtieprocessen geschikte plaats
in de cel is aangekomen, va} men samen alf de initiatiefase.

In de daarop volgende fase, de #ijpingsfase, wordt het gedrag van de
cel voor een belangriik deel door de aanwezigheid en activiteit van
virusgenen bepaald. In deze fase worden nieuwe viruscomponenten
gesynthetiseerd met het virusgenoom als informatiebron (virusverme-
nigvuldiging of multiplicatie), Hierbij is de replicatie van het virus-
genoom van belang. Deze fase wordt afgesloten met de assemblage van
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virusdeeltjes uit de componenten.

De hier geschetste indeling is enigszins geschematiseerd. Er zijn ver-
schillen in de wijze waarop de gebeurtenissen plaatshebben en ten aan-
zien van de plaats in de geinfecteerde cel waar deze zich afspelen. Wan-
neer de initiatiefase succesvol volbracht is, behoeft ook niet altijd een
replicatie en assemblage te volgen,

De associatie van het virus met de cel kan op twee manieren be-
schreven worden:
~  Het virusgenoom kan in het gastheercelgenoom geintegreerd wor-
den waarna zij gezamenlijk repliceren. Gewoonlijk produceert de cel
in zulke gevallen geen infectief virus. Door deze *mutatie’ in het gene-
tisch materiaal van de cel kan de cel ‘getransformeerd’ zijn, dit wil zeg-
gen dat er een stabiele verandering in het biologisch gedrag van de cel
is ingetreden, ook in de nakomelingen.
~ Het virusgenoom kan onafhankelijk van het DNA van de gastheer
repliceren als een zogenaamd ‘vegetattef virus’ waarbij nieuwe virionen
geproduceerd worden. Hierbij hebben dus in de meeste gevallen de ge-
beurtenissen plaats zoals bij de initiatiefase en rijpingsfase. Bij zo'n
vegetatieve infectie kan bij het vrijkomen van rijpe virusdeeltjes de cel
lytisch ten gronde gaan. Anderzijds komt het ook voor dat tijdens de
virusinfectie de essentiéle celfuncties behouden blijven en er een toe-
stand van evenwicht intreedt, waarin virusmultiplicatie en celdeling
cnafhankelijk plaatsvinden.

Produktieve infectie met DN A-virus

Het is niet de bedoeling hier een overzicht van alle DNA-virussen en
hun werking op de geinfecteerde cellen te geven. Slechts die aspecten .
zullen aan de orde komen, waaraan de interactie tussen virus en cel ket
duidelijkst is te illustreren. Vooralsnog zijn dit de toestanden vaﬁ cel- ;
transformatie, zoals die door infectic met de oncogene DNA-virussen
veroorzaakt worden. Bij het trekken van conclusies uit proeven moet
men wel bedenken dat de uniformiteit en het synchroon lopen van ge-
beurtenissen tijdens de infectie kunstiatig tot stand zijn gebrachi. Bijj
de infectie worden meestal abnormaal grote hoeveelheden virusdeeltjes
gebruikt en tevens worden alleen dié gastheercellen gebruikt waarin met
succes de virusmultiplicatie ook in vitro uwitgevoerd kan worden. Ge-
heel anders kan de ioop van de infectie zijn bij natuurlijke, in vivo om-
standigheden, waarbij meestal een klein aantal virusdeeltjes betrokken

21




is. De mate van succes van de infectie blijkt bovendien afhankelijk te
zijn van een groot aantal variabelen, waaronder verschillen in geneti-
sche of fysiologische competentie van de geinfecteerde cellen, kinetiek
van de adsorptie van het virus aan de cel en de snelheid van de ontkap-
seling van het virus binnen de cel.

Adsarptie en opname van virys 35 met behulp van de elekironenmi-
croscoop bestudeerd aan infecties met grote DNA-virussen, zoals
vacciniavirus ( 200 nm} en adenovirus (70 nm) (Dales, 1962), en aan de
kleine DNA-virussen SV4o en polyoma (40-50 am) door Fraser &
Crawford (1965). Voor adenovirus werd aangetoond dat het zich hecht
aan het celoppervlak en vervolgens wordt gefagocyteerd. Kort na de
opname door de cel begint bij adenovirus het proces van ontkapseling,
dat gepaard gaat met de vermindering van het aantal infectieve virus-
deeltjes. Tenslotte penetreren de virusdeelties in de kern, waarin de
ontkapseling wordt voltooid. Naarmate het aantal nog wél infecticuze
deeltjes tijdens de infectie alneemt, neemt het aantal met de cel geasso-
cieerde en niet meer infectieuze deeltjestoe. Welke factoren de adsorptie
aan de cel en het transport binnen de cel mogelijk'maken is niet bekend.
Evenmin is bekend welke factoren leiden tot de definitieve ontkapseling
van de deeltjes.

Niet bij alle DNA-virussen heeft het multiplicatieproces in de kern
van de gemf’ecteerde cel plaats. Vacciniavirus bijvoorbeeld multipli-
ceert in het cytoplasma Morfologisch tonen het adsorptieproces en het
transport binnen het cytoplasma overeenkomsten met dat van het
adenovirus. De DNA-replicatie is hierbijj ge!.okahs%erd in een elek-
tronenmicroscopisch goed herkenbaar deel van het' cytoplasma, de zo-
genaamde ‘factory’ (Dales, 1963) Qﬁg. 3). i ,

[ ot . )
Transcriptie en eiwitsynthese De ar:{nwezlghel@ vary vitusnucleine-
zuren binnen de cel kan de synthese’ anaspemfieké eiwitten tot stand
brengen via transcripti¢ en translatie. Vgrschlllende van deze eiwitten
kunnen op grond van hun antigene mgenafchappen herkend worden.
Hierbij onderscheidt men: * . [
— de componenten di¢ wél in de nieuwe virusdeeltjes ingebouwd zul-
len worden en
- de componenten die niet in de nieuwe virusdeeltjes aantoonbaar
zijn.
Tot deze laatste categorie, die reeds vroeg tijdens de infectie geindu-
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Fig. 3. Eendoorvaccinig-virus geinfecteerde cel. Duidelijk zichtbaar zijn een fuc-
tory' en eiwitschillen in het cytoplasma. De vorming van een tweetal deeltjes is
aangegeven met een pifl. Vergroting 28.000 x.

ceerd wordt, behoren de zogenaamde T(umor)-antigenen. Deze‘w‘ér&
den door sommige adenovirussen, het SVaio en het polyorfavirus |
geinduceerd. T-antigenen zijn met behulp van immunofluorescentie
aan te tonen in de kern (fig. 4). Over de functie van T-antigenen tijdens
de infectie is niets bekend. Aangenomen wordt, dat het T-antigeen in
het cytoplasma wordt gesynthetiseerd en zich vervolgens naar de kern
verplaatst. Behalve deze ‘vroege’ antigenen (waarvan de synthese vroeg
na de infectie plaatsvindt) worden andere antigenen gevonden die ‘laat’
14 het begin van de infectie aantoonbaar zijn en die beschouwd kunnen
worden als structuureiwitten van het virus. Deze structuureiwitten zijn,
nog voor zij in virusdeeltjes ingebouwd worden, herkenbaar op grond
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Fig. 4. SVyo-T-antigeen wordi aangetoond in de kernen van door dit virus ge-
transformeerde cellen met behulp van immunofluorescentie.

kY

van hun antigene eigenschappen. Het is duidelijk, dat de synthese van
virusspecificke eiwitten slechts door tussenkorust van virusspecifiek
mRNA tot stand kan komen.

Met behulp van de nu algemeen gebrulkte moleculaire hybridisatie-
technieken (niet te yerwarren met cel’ ﬂpybndwatlg ZIe‘hqt hoofdstuk
van Bootsma) heeft men reeds gnkele jaren gelellen in geinfecteerde
cellen de aanwezigheid van. RNA~moIékul$n met een homologie in de
basevolgorde met het DNA van het mféctgrende virus kunnen aan-
tonen. Op grond van dit soort expenmtnt@n heeft men verder aan-
nemelijk kunnen maken, dat de aard van de gesynthetiscerde RNA-
molekulen niet gedurende de gehele infectiecyclus gelijk is. Bij de kieine
DNA-virussen heeft transcriptie van ongeveer 3076 van het virus-
genoom vroeg na de infectie plaats, op late tjjdstippen van het gehele
genoom. De verschuiving van de synthese van vroege naar late RNA-
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molekulen heeft plaats ongeveer op het tijdstip dat de replicatie van het
virus-DINA gaat beginnen. Het is niet bekend welke factoren deze
verschuiving veroorzaken. Er zijn een aantal mogelijkheden:

— Door het verwijderen van een aantal eiwitmolekulen die nog aan
het virus-DNA gebonden waren, worden nieuwe delen van het virus-
genoom opengelegd voor transcriptie.

— Een nieuw type DNA-afhankelijk RNA-polymerase wordt gesyn-
thetiseerd of een reeds aanwezig polymerase van de gastheercel wordt
gemodificeerd, zodat dit enzym nu transcriptie van nieuwe stukken van
het virusgenoom kan veroorzaken. Dit is mogelijk wanneer het gemo-
dificeerde enzym in staat is om de ‘promotor site’ voor de late genen op
het DNA-molekuul van het virus te herkennen. ‘

~ LaatmRNA wordt weliswaar gedurende de gehele cyclus gesynthe-
tiseerd, maar de molekulen worden in het begin van de infectiecyclus
afgebroken zonder dat translatie heeft plaatsgevonden. Dit betekent,
dat men tevens moet aannemen dat de ocorzaak van de verschuiving van
de synthese van vroege naar late eiwitten moet worden gezocht bij de
translatie en niet bij de transcriptie (Sambrook, 1972}, Waarschijniijk
wordt het virusspecificke mRNA op dezelfde wijze door de cel
getransporteerd van de kern naar het cytoplasma als het mRNA van
de gastheercel zelf.

Synthese van virus-DNA  De activiteit van enzymen die betrokken
zijn bij de synthese van nieuw DNA (DNA-polymerasen) neemt toe
vanaf het begin van de infectie. Waarschijnlijk berust deze toename op
de synthese van nieuwe enzymmolekulen. In sommige celtypen gaat de
synthese van het virus-DNA samen met de synthese van DNA van de
gastheercel; hierop volgt dan echter geen celdeling. .

De meeste DNA-virussen voeren binnen het virus-deeltje geen poly-.
merasemolekulen mee, Een vitzondering wordt gevormd door vapcjhia— j
virus, dat o.a. een DINA-afhankelifke RNA-polymerase bevat. Het
betrekkelijk kleine aantal genen (5-9) van de kleine DNA-virussen,
zoals SV40 en polyoma, laat niet toe dat alle enzymen die nodig zijn
voor de replicatie en transcriptie van het DNA door het virug zelf
gespecificeerd worden. Waarschijnlijk wordt daarom voor de tran-
scriptie gebruik gemaakt van de DNA-afhankelijke RNA-polymerase
van de gastheercel, terwijl het virus de synthese van gastheerenzymen
die betrokken zijn bij de DNA-synthese induceert. Het mechanisme
van deze inductie is niet bekend.
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Fig. 5. Schema semi-conservatieve DNA-replicatie.

De replicatie van het virus-DINA (Van der Eb, 1973) geschiedt vol-
gens het beKende semi-conservatieve principe (fig. 5; zie ook Ont-
wikkelingen i de moleculaire biologie, 1966, p. 11-15). De DNA-
synthese start bij SV40 en polyoma op het tijdstip dat de activiteit van
de bij de DNA-synthese betrokken enzymen maxhmaal is, en deze
synthese wordt tot het einde van de infectiecyclus'voortgezet. Op het
moment dat de DNA-synthese van het virus begint, ontstaan veran-
deringen aan het celoppervlak, waardoor de cellen ongderfinvioed van
plantaardige agglutinen gaan agglutmeren (sathenklofteren) onder
omstandigheden waaronder normale ¢ellen dit niet Soen. Een dergelijk
verschijnsel wordt gevq{nden bij }getrafn§§ormecrde cellen; hier komen
we later nog op terug. . o '

' . L]
A ) . .
Virusassemblage Wanneer in de cellen de benodigde bouwstenen
voorhanden zijn kan iot de synthese van kapseleenheden overgegaan
worden, waarna de virusdeeltjes worden samengesteld : geassembleerd.
Wij weten bijna niets omtrent de wijze waarop dit proces verloopt. Ten
aanzien van de kdeine DINA -virussen heeft men we! overwogen, dat het
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gevormde virus-DNA verpakt wordt in van tevoren samengestelde
hulzen, die opgebouwd zijn uit kapseleiwitten.

De groepering van schillen rondom de factories, waarin DNA ge-
synthetiseerd wordt in door vaccinia geinfecteerde cellen, suggereert de
mogelijkheid dat ook hier een soortgelijk proces plaats heeft (fig. 3).
Naarmate de virusvermeerdering haar hoogtepunt nadert wordt bij
infectie met sommige DNA-virussen de synthese van macromolekulen,
zoals RNA, DNA en eiwit, van de gastheercel zelf geremd. Deze
remming heeft wél plaats na infectie met adenovirus, maar bijvoorbeeld
nict bij infectie door SV 40 of polyomavirus. In dit laatste geval heeft de
onderzoeker te maken met een aanzienlijk ‘ruis’: de identificatie van de
door het virus gecodeerde eiwitten moet worden uitgevoerd in een
systeem waarin naast de synthese van de virusspecifieke eiwiiten de
synthese van allerlei door de gastheercel zelf gecodeerde eiwitten
plaatsvindt, Om deze reden zijn meestal slechts de eiwitten dic in grote
hoeveelheden voorkomen (zoals kapseleiwitten) geidentificeerd.

Wanneer het nieuw gevormde virus aantoonbaar wordt (fig. 6),
! komt dit virus vrij en kan na enige tijd de cel lytisch ten gronde gaan.

(EA

Fig. 6. Kernvan eendoor adenovirus-5 geinfecteerde KB-cel. Vergroting 7.000 < .
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Transformatie door virus veroorzaakt

Bij de interaciie tussen DNA-virus en cellen, die tot produktie van
nieuw virus en lysis van de cel leidt, wordt in veel gevallen gebruik
gemaakt van in de geinfecteerde cellen aanwezige enzymen en mecha-
nismen voor de eiwitsynthese, De cellen laten de vorming van alle virus-
functies toe; de cellen zijn ‘permissive’ (gevoelig). In een aantal gevallen
komt de cel niet tot produktie van nieuw virus, dan spreken we van
‘non-permissive’ cellen.

Abortieve en stabiele transformatie

Het is gebleken dat er cellen voorkomen die wél virus opnemen, waarna
DNA-synthese geinduceerd wordt, T-antigeen ontstaat en de cellen een
verandering in agglutineerbaarheid tonen, maar waarin nauwelijks
virus-DINA molekuten en geen viruskapsels gesynthetiseerd worden.
Opvallend is, dat de cellen tot deling worden aangezet, zich vervolgens
gedurende enkele peneraties als getransformeerde cellen gedragen,
maar na enkele generaties tot hun corspronkelijke fenotype terug-
keren. Men spreekt dan van ‘abortieve transformatie’, Het voorkomen
van T-antigeen, de veranderde agglutineerbaarheid van de abortief
getransformeerde cellen en de inductie van DNA-synthese wijzen er op,
dat het virusgenoom in de cellen aanwezig is. Dit wordt des te meer
duidelijk door*de aanwezigheid van virusspecifieck RNA in de cellen,
Geleidelijk echter verdwijnen al deze verschijnselen, maar hoewe] de
cellen wederom een normaal fenotype aannemen knnnen zij deson-
danks gedurende vele generaties nog kopieén van ¥irus-DNA herber-
gen. Het is niet bekend in welke toestand dit virus-DNA in de cel
aanwezig is en welke factoren het daar hanghaven, ]

In abortief getransformeerde celpopulatles kpmen‘ subpopulaties
voor die stabiel getransformeérd blijken te pjn Hitis aantrekkelijk om
te veronderstellen dat het vxrus.genom’n 'in dit geval van cen episomale
toestand is overgegaan naar een stablele m.tegratle in het celgenoom.

Transformatie wordt gedeﬁmeerd als den stabiele verandering in het
biologisch gedrag van de cellen, ook in de nakomelingen.

Niet alle virusfuncties die nodig zijn voor de lytische infectie spelen
een rol bij transformatie. Men kan zich infecties tussen virus en cel
voorsiellen, waarbij geen virusvermeerdering maar wel transformatie
ontstaat. Toch is transformatie bij virusinfectic een door het virus ge-
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induceerde toestand van de cellen, want bestraald virus verliest het ver-
mogen tot transformeren, terwijl er virusmutanten bekend zijn die
evenmin kunnen transformeren.

Door getransformeerde cellen te reimplanteren in het dier waarvan
de oorspronkelijke cellen afkomstig zijn, kan in sommige gevallen
aangetoond worden dat de cellen de eigenschappen van tumorceilen
gekregen hebben; deze cellen gedragen zich nu als kankercellen. Zijj
vertonen het verschijnsel van “infiltratieve groe?’, zij kunnen uitzaaien
naar andere organen, en tenslotte kan de groei van deze veranderde
cellen leiden tot de dood van het individu. In weefselkweek kunnen
cellen transformeren onder invloed van chemische, carcinogenen en
uiteraard door infectie met DNA- en RNA-oncogene virussen. Ook
spontane transformatie komt voor.

Getransformeerde cellen vertonen een aantal opvallende verschijn-
selen, die nu besproken zullen worden. Cellen die door DINA-vitus of
RNA-tumorvirus getransformeerd zijn hebben een aantal kenmerken
gemeen. Deze kenmerken zullen daarom bij de bespreking van infectie
door RNA-tumorvirus niet opnieuw aan de orde gesteld worden.

Kenmerken van getransformeerde cellen

Cellen ontrekken zich aan de regulatie van de celdeling 1n normale cel-
populaties wordt de celdeling door nog grotendeels onbekende fac-
toren geregeld. Getransformeerde cellen onttrekken zich soms aan
deze regulatie en hierdoor worden aanzienlijk hogere verzadigings-
dichtheden bereikt waardoor dichte celkolonies ontstaan. Gedeeltelijk
is dit een gevolg van het verlies van de contactinhibitie van groei. Daar-
naast spelen een aantal andere factoren een rol, zoals de pH van het
medium en de aanwezigheid van groeibevorderende stoffen in het toe-
gevoegde serum aan de cellen. P 4

Deze verschijnselen zijn mogelijkerwijs toe te schrijven aan cen ver-
laging van het gehalte aan cyclisch AMP (cAMP) in de getransfor-
meerde cellen. Door toevoeging van het dibutyryl cAMP of door de
werking van remmers van het 3%, 5 cyclisch fosfodiesterase, dat in de
cel het cAMP afbreekt, wordt de ongeremde groei van cellen in weefsel-
kweek tegengegaan, Tevens zijn er aanwijzingen, dat het enzym ade-
nycyclase (dat voor de omzetting van ATP in cAMP zorgt) in door
polyomavirus getransformeerde cellen minder actief is (zie het hoofd-
stuk van Konijn).
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Het voorkomen van virus-RNA in getransformeerde cellen Wanneer
cellen getransformeerd zijn, produceren zij weinig of geen virus, Virus-
produktie en transformatie sluiten elkaar uit als het ware. Toch is het
virusgenoom in de cellen aanwezig en wordt virusspecifieck mRNA ge-
synthetiscerd. Weinig is bekend omtrent de aard van deze RNA-mole-
kulen. Er werd wel geconstateerd dat virusspecifieke RNA-molekulen
die voorkomen in de kern van getransformeerde cellen groter zijn dan
die in het cytoplasma (Lindberg & Darnell, 1970). Er zijn aanwijzingen
dat deze ‘kern-RNA’-molekulen het karakter hebben van de vroege
RNA-molekulen van de Iytische infectie, die wellicht achter elkaar in
het molekuu!l gerangschikt zijn. Aan dit virusspecifieke RNA blijkt
echter tevens gastheer-RNA gebonden te zijn, zodat gastheer-RNA
en virus-RNA in &één molekuul kunnen voorkomen. In polyribosomen
in het cytoplasma daarentegen, komt SVag-specifieck RNA voor dat
uitsluitend met virus-DNA hybridiseert (Wall & Darnell, 1971). Ken-
nelijk wordt tijdens het transport van kern naar cytoplasma pastheer-
RNA van het virus-RNA afgesplitst, een verschijnsel dat van belang
kan zijn voor het verkrijgen van meer inzicht in de vorming van mRINA
in de dierlijke cel.

De aanwezigheid van virus-DN A in getransformeerde cellen  werd voor
de eerste maal aangetoond met behulp van technieken met moleculaire
hybridisatie door Westphal & Dulbecco (1968). Zij gebruikten een
sterk radio-ac.tief gemerkt RNA dat in vitto door tussenkomst van
Echerichia coli-polymerase op DNA-molekulen van SV en polyoma-
virus gesynthetiseerd was. Dit RNA werd gebruikt om in het DNA van
getransformeerde cellen de passende sequenties van virus-DNA op te
sparen. Uit deze en andere experimenten met hybridisatietechnieken
(Gelb et al., 1971) blijkt dat in getransformcﬁrde ¢ellen | tot 3 kopieén
van het erusgenoom aanwezig zijn.” -y ¢ /

Men stelt zich voor, dat'in het cxrculﬁxre DNAénolekuhl van SVqo
en polyomavirus {fig. 1) ba,sesequentleﬁ vpdrkomen die homoloog zijn
met stukjes DNA van degasthedreel. De agnwezigheid van deze homo-
loge stukjes zon de voorwaarde z13n Voor: mtégratle van virus-DNA in
het genoom van de gastheer ' - '

Het winnen van infecticus virus uit getransformeerde cellen Hoewel
met behulp van biochemische methoden aangetoond kan worden dat
het virusgenoom in de getransformeerde cellen aanwezig is en dat
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transcriptie van dit genetisch materiaal tot stand kan komen, hoeft dit
nog niet tebetekenen dat het geintegreerde virusgenoom ook werkelijk
compleet is. Hiertoe mag men pas besluiten als uit de getransformeerde
cellen infectieus virus kan worden gewonnen. Met SV .o lukt dit redelijk
door cellen die door het virus getransformeerd zijn, samen te kweken
met permissive cellen, of beter nog door heterokaryon-vorming na
celfusie {zie het hoofdstuk van Bootsma). De opbrengst aan virus is in
! het algemeen laag: de meeste door 8V4o getransformeerde cellijnen
! geven bij deze behandeling het virus af, andere behandelingen doen dit
zelden en weer andere in het geheel niet, ondanks het feit dat de cellen
het virus-DNA bevatien en het T-antigeen aantoonbaar is. Een moge-
lijke verklaring is, dat de permissive cellen waarmee cocultivatie of
celfusie vitgevoerd wordt de factoren leveren die de virusexpressie
mogelitk maken en die in de getransformeerde cellen ontbreken. Wan-
neer ondanks cocultivatie de viruswinning niet mogelijk is, moet men
aannemen dat de transformatie oorspronkelijk met een defecte virus-
mutant heeft plaatsgehad.

Met behulp van dergelijke processen is dit niet gelukt bij polyoma-
virus, mogelijk doordat transformatie door polyomavirus uitsluitend
veroorzaakt wordt door defecte deeltjes die niet kunnen multipliceren.

Virusfuncties in stabiel getransformeerde cellen. Het is gebleken, dat
louter de aanwezigheid van virus-DNA in de cellen niet voldoende is
voor transformatie. Het virusgencom moet wel degelijk actief zijn en
door het virus gespecificeerde eiwitten moeten gesynthetiseerd worden.
Hiervoor zijn verschillende aanwijzingen, o.a. verkregen uit experi-
menten met virusmutanten.

Door Benjamin {1970) werden mutanten van polyomavirus geiso-
leerd, die de merkwaardige eigenschap bezitten dat zij zich uitsluitend
kunnen vermeerderen in cellen die reeds door polyomavirus/zijh Be-
transformeerd. De replicatie lukte niet in ongetransformeerde of door
andere virussen getransformeerde cellen. Blijkbaar is voor de replicatie
van deze virusmutant een factor nodig die door het reeds aanwezige
geintegreerde polyomavirusgenoom gespecificeerd wordt. Het gemu-
i teerde virusgenoom wordt als het ware door het reeds aanwezige ge-
integreerde polyomavirusgencom gecomplementeerd.

Dat het virusgenoom actief moet zijn voor het tot-stand-brengen en
in-stand-houden van de getransformeerde toestand wordt eveneens
aangetoond met onderzoek met temperatuurgevoelige (ts-ymutanten
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van het polyomavirus (Eckhart, 1969). De zogenaamde ts-3-mutant
vermenigvuldigt zich op normale wijze in permissive cellen bij 31°C,
maar niet bij 38,5°C. Wel kan deze mutant non-permissive cellen bij
lage temperatuur transformeren. Wanneer men de cellen die bij lagere
temperatuur geiransformeerd worden op de hogere temperatuur
brengt, verdwijnen de transformatiekenmerken. Dit wijst er op, dat de
mutatie waarschijnlijk plaats heeft in een gen dat een factor specificeert
die van belang is voor het in-stand-houden van de transformatietoe-
stand en die door mutatie temperatuurgevoelig is geworden.

Door onderzoek met een andere temperatuurgevoelige mutant is
bekend geworden, dat er waarschijnlijk een ander gen betrokken is bij
het tot-stand-brengen van de transformatietoestand. Deze ts-a-mutant
kan BHK -celien (Baby Hamster Kidney) transformeren bij 31 °C, maar
niet bij 39°C. Wanneer men cellen bij een lagere temperatuur transfor-
ineert en deze vervolgens op de hogere temperatuur brengt, blijft de
transformatietoestand bestaan. Blijkbaar is de temperatuurgevoelige
factor die voor het induceren van de transformatie zorgt niet meer
nodig nadat deze toestand is bereikt en kunnen andere factoren voor
het instand-houden van de getransformeerde toestand zorgen.

Veranderingen van het celopperviak  Getransformeerde cellen hebben
een andere moleculaire bouw van het celoppervlak dan normale cellen
{Pollack & Burger, 1969). Zij kunnen interacties aangaan met bepaalde
plantaardige ei%itten en glycoproteinen, lectinen. Deze stoffen heb-
ben de eigenschap, dat zij zich aan koolhydraatgroepen kunnen binden,

‘Concanavaline A is zo'n eiwit en het bindt zich aan stmethylmanno-

sidederivaten. Het is gebleken dat tumorcellen en ddor virus getrans-
formeerde cellen aanzienlijk gemakkell_]ker aggluuneren door toe-
voegen van bijvoorbeeld conganavaling A qan normal cfllen. Ook
kunnen getransformeerde ceflen gedood worden dobr copcanavaline A
in concentraties die voor normalq celleh gigt dodeiuk ziin.

Men heelt zich afgevrgagd waarop Hef yerschil in agglutineerbaar-
heid zou kunnen berusten. Wanneer norma]c cellen korte tijd adn de
werking van proteolytische enzymen worden blootgesteld, blijken zij
daarna eveneens verhoogd agglutineerbaar geworden zijn, Uit ex-
perimenten concludeerden Burger en medewerkers (1971), dat na
virusinfectie DNA-synthese moest plaatshebben, wilden de oppes-
viakteveranderingen van de getransformeerde cel tot stand kunnen
komen. Verder vonden zij, dat ongetransformeerde cellen in de mitose-
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fase tijdelijk oppervlakte configuraties konden hebben, die op de
toestand bij transformatie leken. Wanneer de oppervlakteconfiguratie
uit de mitosefase gedurende de gehele celcyclus blijft bestaan, zou dit
kunnen leiden tot verlies van de groeiregnlatie. Cellen, waarvan. het
celoppervlak na een korte behandeling met proteolytische enzymen in
een toestand gebracht was die op de toestand bij transformatie of
mitose leek, bleken inderdaad aan de normale groeiregulatie te ont-
snappen. Wanneer evenwel in het omgekeerde experiment de opper-
viakte van getransformeerde cellen met specifieke eiwitten bedekt
werd, gedroegen deze cellen zich ten aanzien van de groeiregulatie als
normale cellen. Een voor de hand liggende verklaring voor het ver-
schijnsel dat door de inwerking van proteolytische enzymen ook
normale cellen verhoogd agglutineerbaar worden, zou kunnen zijn
dat de bij de agglutinatie betrokken moleculaire groeperingen in nor-
male cellen minder goed toegankelijk zijn. Het is echter gebleken dat
de bindingsmogelijkheid voor agglutininen voor normale en getrans-
formeerde cellen kwantitatief gelijk is, zodat men nu naar de mening
overhelt, dat de plaatsen waar binding mogelijk is op de getransfor-
meerde cellen meer in grotere lokale dichtheden voorkomen dan op
normale cellen,

Naast de veranderingen in de agglutineerbaarheid van door virus
getransformeerde cellen komen tevens belangrijke veranderingen in de
antigene samenstelling van de celoppervlakte bij deze cellen voor (Law,
1972). Op deze cellen (en in het algemeen op tumorcellen) komen anti-
genen voor die op normale cellen ontbreken. Deze antigenen worden
aangeduid als TSTA (Tumor-Specifieke Transplantatie-Antigenen).
Voor zover deze antigenen voorkomen, lijkt het erop dat zij virus-
specifiek zijn. Het is echter vooralsnog niet duidelijk of deze antigenén
als gevolg van inductie door het virus door het genoom van de as'ith'éelr
of door het virusgenoom zelf gespecificeerd worden. De gebeurtenissen
bij interactie tussen DNA-virus en cel worden samengevat in figuur 7.

Interactie tussen RNA-virus en cel

Bij RNA-virussen onderscheidt men, evenals bij DNA-virussen, een
aantal fasen in de infectie, zoals de initiatiefase waartoe de opname en
ontkapseling van het virus behoort en de rijpingsfase waarin de rijping
van nieuwe deeltjes plaatsvindt. De meeste RNA-virussen bevatten een
enkelstrengig RNA-molekuul, dat wordt gerepliceerd door tussen-
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Fig. 8. Rijping van ‘budding particles’ van het RN A-virus aan de opperviakie van
een geinfecieerde cel. Vergroting 12.500 <.

komst van een dubbelstrengige intermediair (de replicatieve vorm).
DNA speelt waarschijnlijk bij de meeste niet-oncogene RNA-virussen
als intermediair geen rol. Wanneer vermeerdering tot stand is gekomen
en de structurele viruseiwitten gesynthetiseerd zijn, kan het virusdeeltje
rijpen aan de oppervlakie van de cel, waarna het nieuw gevormde degl-
tje door knopvorming en vervolgens afsnoering (Engels: b 'd;:lihg)
door de cel afgegeven wordt (fig. 8). In figuur 9 wordt het preces van
RNA-virusinfectie samengevat.

De oncogene RNA-virussen bieden interessante aspecten ten aan-
zien van de effecten die virussen op cellen kunnen hebben. Voorname-
lijk déze celbiologische aspecten zullen in dit overzicht aan de orde
worden gesteld.
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Oncogene RNA- v.tms.s*en ( oncprnawrussen )

Sedert Rous in het be gm van deze eeuw ontdekte dat celvrije extracten
die gemaakt zijn vit kippesarcoom tumoren kunnen opwekken bij kip-
pen die hiermee werden ingespoten, zijn wij vertrouwd met de mogelijk-
heid dat een virus kankerverwekkend kan zijn. Toch is de problematiek
rond deze vorm van oncogenese nog steeds zeer gecompliceerd. Sinds
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de ontdekking van het Rous-sarcoomvirus (RSV, een RNA-virus) zijn
een vrij groot aantal RNA-virussen met oncogene werking geisoleerd.
Belangrijke groepen zijn: de muize- en katte-leucaemievirussen, de
aviaire leucose-virussen en de mamma-tumorvirussen bij muizen en
primaten. Evenals bij de infectie met DNA-tumorvirussen kan de
infectie met de oncogene RNA-virussen transformatie van de geinfec-
teerde cel tot gevolg hebben,
In tegenstelling tot hetgeen bij de DNA-virussen is gevonden, be-
hoeven virusproduktie en transformatie elkaar niét uit te sluiten bij
infectie met RNA-tumorvirussen. Zo kunnen de door oncornavirus
geinfecteerde cellen virus produceren zonder dat de cél door lysis te
gronde gaat. Ook bij deze vorm van transformatie is de verandering in
‘ het biologisch gedrag van de geinfecteerde cellen stabiel, ook in de na-
| komelingsschap. Men zou daarom kunnen veronderstellen dat deze
verandering een gevolg is van een mutatie in het genetisch materiaal
van de geinfecteerde cellen,

; Indien cellen die geinfecteerd zijn met een bepaald oncornavirus

' zich gaan delen, kan een haard van cellen met een veranderd karakter
ontstaan. Deze verandering wordt bepaald door het genotype van
zowel het virus als van de gastheercel. Wanneer nu cetlen die reeds ge-
infecteerd zijn door een bepaald type virus opnieuw geinfecteerd wor-
den (superinfectie), maar nu door een ander type virus, dan kan deze
tweede infectic wederom aanleiding geven tot erfelijke veranderingen
in uiterlijke en biologische eigenschappen van de cellen. Deze ver-
anderingen hebben dus het karakter van een mutatie. Temin (1964)
stelde naar aanleiding van deze waarnemingen de zogenaamde ‘pro-
virus’-hypothese op, die zegt dat de genetische informatie van het virus
een stabiele relatic aangaat met het genoom van de gastheercel. pp
grond van verschillende waarnemingen kon hij aannemelijk maken dat
dit provirus bestaat uit een DNA-kopie van het RNA van het virus, €n
dat deze DNA-kopie wordt ingebouwd in het genoom van de cel. Dit
nu was aanleiding om te gaan zoeken naar een enzym dat op RNA als
matrijs, DNA kan synthetiseren.

In biologische systemen heeft informatieoverdracht gewoonlijk
plaats van DNA naar DNA, van DNA naar RNA en van RNA naar
eiwit (Crick, 1970). De meeste niet-oncogene RNA-virussen beschik-
ken nog over een extra wijze van informatieoverdracht, namelijk van
RNA naar RNA. Op grond van het voorafgaande kan nu overwogen
worden, dat RNA-tumorvirussen ook over de mogelijkheid tot infor-
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matieoverdracht van RNA n&ar DNA beschakken {omgekeerde tran-
scriptie).

Temin & Mizutani (1970), Baltimore (1970) en Spiegelman et al.
(1970a, b, ¢) toonden aan dat RNA-tumorvirus een enzym bevat dat
transcriptie van RNA naar DNA mogelijk maakt. (fig. 10). Behalve dit
RNA-afhankelijke DNA-polymerase (Engels: reverse transcriptase;

108




RNA-directed DNA polymerase} komen in het virusdeeltje nog enkele
andere enzymen voor die een functie hebben bij de vorming van het
provirus en de integratic daarvan in het genoom van de gastheercel
(Mizutani & Temin, 1971; Mizutani et al., 1970, 1971),

Een variant op het Rous-sarcoomvirus, het RSVa, bezit geen actief
RNA-afhankelijke DNA-polymerase (Hanafusa et al., 1971, 1972).
Deze variant bleek niet in staat om cellen te infecteren, hetgeen één van
de sterkste argumenten is om aan te nemen dat het RNA-afhankelijke
DNA-polymerase van betekenis is voor infectie.

4

Infectie door RNA-tumorvirus

In de volgende uiteenzetting zullen enkele belangrijke aspecten van
het vodrkomen van genetisch materiaal in normale (onverdachte)
celien, die onder bepaalde omstandigheden kunnen specificeren voor
de produktie van RNA-tumorvirussen, worden toegelicht. Eerst zullen
hiertoe enkele begripsbepalingen uit het onderzoek aan RNA-tumor-
virussen worden besproken, zoals de infectie en penetratie van het
virus, het helpervirus-effect, het verschijnsel van ‘phenotypic mixing’
en de betekenis van de groepsspecifieke (gs-)antigenen voor de identi-
ficatie van het virus,

Penetratie bij oncogene RNA-virussen De penetratie van virus in ge-
voelige cellen wordt waarschijnlijk mogelijk gemaakt door de aan-
wezigheid van specificke receptoren op de celoppervlakte. In resistente
cellen lukt penetratie alleen met behulp van kunstmatige methoden,
bijvoorbeeld celfusie. De infectic met RNA-tumorvirus, de daarop
volgende transformatie van de cellen en de produktie van al dan niet
infectief virus werden in detail bestudeerd onder andere }an het
Rous-sarcoomvirus-systeem. Dit systeem is echter nog zeer-Complex
en de resultaten zijn in vele opzichten nog controversieel.

Gebleken is dat in vroege stadia van de infectie, zoals bij de pene-
tratie van het virus, de cigenschappen van de cel van grote betekenis
zijn (Payne, 1972). Bij kippecellen kan men lijnen onderscheiden die
niet resistent zijn tegen enige subgroep van het virus, en lijnen die
resistent zijn tegen bepaalde subgroepen van het virus, De subgroepen
van het virus kan men onderscheiden op grond van:

— de antigene eigenschappen,
— de zogenaamde ‘host range’; dit is het vermogen van het virus om
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cellen met cen bepaald genotype te kunnen infecteren (waarschijnlijk
cellen die aan de oppervlakte receptoren hebben geschikt voor pene-
tratie van virus van een bepaalde subgroep),

— et interferentiepatroon, dit is het vermogen om bij de infectie te
kunnen interfereren met de superinfectie door verwante virussen.

De interactie tussen Rous-sarcoomvirus en de cel kan verdeeld wor-
den in een tweetal klassen, In de eerste worden geinfecteerde cellen niet
alleen getransformeerd maar tevens repliceert het virus in deze cellen.
In de tweede klasse, die non-produktief wordt genoemd, ontstaat welis-
waar iransformatie, maar wordt geen infectieus nakomelingschap van
het virus gesynthetiseerd. Tot deze tweede kiasse behoort de infectic
met de zogenaamde “Bryan-stam’ van het Rous-sarcoomvirus. De
meeste door deze stam geinfecteerde cellen produceren evenwel fysisch
rijpe virusdeeltjes die echter niet infectief zijn (Hanafusa et al., 1971),

Helpervirus en “phenotypic mixing Reeds geruime t1jd is bekend, dat
het aviaire leucosevirus {ALY), dat zelf geen transformerende eigen-
schappen heeft, als een zogenaamde ‘helper’ bij de infectie met de
Bryan-stam kan fungeren, Het helper-effect van het aviaire leucosevirus
is een voorbeeld van ‘phenotypic mixing’. Globaal kan men pheno-
typic mixing beschrijven als het verschijnsel dat cellen die besmet zijn
met twee virussen van verschillende subgroepen, een virus produceren
dat kapseleiwitien draagt van de beide subgroepen.,

Naar men aagineemt is het niet-infectieve virus van de Bryan-stam
defectief in het kapsel. Het helper-effect van de aviaire leucosevirus
berust waarschijntijk hier op, dat dit virus kapselelemgenten levert die
de nakomelingsschap infectief maken. ¢
Virusantigenen Zoals alle virussen hebben RNAttumorvirgssen anti-
gene eigenschappen in hun etwncompohenf Men kan a.‘an deze virus-
sen type-specificke antigenen onderscheiden, die hap de oppervlakte
gelokaliseerd zijn. Door analyse van gezufverde virionen van Rous-
sarcoomvirus zijn tenmihste twee virale glygoproteinen aangetoond,
die geidentificeerd konden warden als type—Spemf" icke antigenen.

Daarnaast heeft men groeps-specifieke (gs-) antigenen kunnen on-
derscheiden, die zich meer in het inwendige van het virusdeeltje be-
vinden (Schifer et al., 1971; Gilden et al., 1971). Deze antigenen zijn
specifiek voor virussen die binnen bepaalde diersoorten voorkomen
(muizen, katten).
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Geheel of gedeeltelijk atente virussen “Wanneer cellen succesvol door
RNA-tumorvirussen geinfecteerd zijn, kan men de aanwezigheid van
groeps-specificke antigenen in de geinfecteerde cellen aantonen wan-
neer men beschikt over specifieke antisera. Qok al wordt door de cellen
geen rijp infectief virus geproduceerd, dan kan toch de aanwezigheid
van deze antigenen in de cellen wijzen op een gedeeltelijke expressie van
het virus.

Bij onderzoek van het systeem van het Rous-sarcoomvirus is een

nteressante waarneming gedaan, die wijst op de mogelijkheid dat in
cellen een endogeen, niet volledig tot expressie gekomen virus voor kan
komen, zonder dat bekend was dat de cellen tevoren waren geinfec-
teerd. ‘
: Zoals reeds eerder werd vermeld, is een aantal stammen van het
: Rous-sarcoomvirus, waaronder de Bryan-stam, defect in het kapsel,
waardoor geen infectief nakomelingschap gevormd wordt. Werden nu
! kippecellen die niet resistent waren tegen enige subgroep van het virus
\' hiermee geinfecteerd, dan werd in een aantal gevallen in sommige ceilen
een nakomelingschap gevormd dat wél infectief bleek te zijn, ook zon-
der aviair leucosevirus als helper, In andere cellen werden deze infec-
tieve virusdeeltjes niet gevormd.

De cellen die aanleiding gaven tot de produktie van de infectieve
deeitjes bleken reeds voor de infectie groepsspecifieke antigenen te
bevatten. Vermoed werd dat deze cellen een defectief virus herbergden,
dat de kapselelementen kon specificeren die ontbraken in de betreffen-
de stammen van het Rous-sarcoomvirus (Hanafusa, 1972). Een der-
pelijk defect virus kon worden geisoleerd door Hanafusa en mede-
werkers (1971) en werd Rous Associated Virns (RAV-60) genoemd.

Hieruit blijkt dat een endogeen virusgencom in ogenschijnlijk nor-
male, onverdachte cellen kan voorkomen, zonder dat dit aanleldmg

geeft tot virusproduktie. s
o i

Vertikale iransmissie

Het staat vast dat individuen en cellen met RNA-tumorvirussen ge-
infecteerd kunnen worden. Men noemi deze wijze van besmeiting
*horizontale transmissie’. Daarnaast zijn er sterke aanwijzingen dat
virusgenoom met de gesiachtscellen doorgegeven kan worden. Dit
noemt men ‘vertikale transmissie’. Men moet deze vorm dus wel onder-
scheiden van de infectic met het mamma-tumorvirus bij de muis, dat via
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de moedermelk het pasgeboren dier bereikt. Hier is eveneens sprake
van horizontale transmissie.

In de vorige paragraaf werd gesproken van groepsspecifieke anti-
genen in normale cellen van de kip en er zijn aanwijzingen dat dit berust
op de aanwezigheid van een endogeen defectief leucosevirus in de
kippecellen,

De overdracht van deze groepsspecificke antigenen verloopt volgens
de wetten van Mendel. Dit gekoppeld aan het feit dat groepsspecifiek
antigeen geassocieerd is met de aanwezigheid van een endogeen defect
leucosevirus, maakt het aannemelijk dat virusgenoom als provirus-
DNA met de geslachtscellen doorgegeven kan worden. Deze veronder-
stelling is de basis van de hypothese van Huebner (Fluebner & Todaro,
1969) die stelt dat vertikale transmissie van een niet of gedeeltelijk actiel
genoom van RNA-virus ook bij zoogdieren mogelijk is. Een dergelijke
transmissie speelt waarschijnlijk een rol bij de overdracht van het ge-
noom van het muizen-mamma-tumorvirus in muizen van de GR-stam
(Bentvelzen & Daems, 1969; Bentvelzen et al, 1970). Transmissie zou
ook hier plaatshebben via de geslachiscellen.

Bii sommige soorten muizen wordt het virus reeds op jonge leeftijd
gesynthetiseerd, bij andere op latere leeftijd. In stammen waarin het
virus gewoonlijk op latere leeftijd geproduceerd wordt, kan de synthese
van virusantigenen door behandeling met urethaan of door bestraling
gestimuleerd worden, Verondersteld wordt dat repressor-molekulen
gewoonlijk de ‘transcriptie van het overgeérfde (germinal} provirus-
DNA verhinderen. Mutaties in de-eperator- of regulatorgenen van de
repressor-molekulen zouden tot de produktie van componenten van
het virus aanleiding kunnen geven. ‘

.' ;
Slotopmerkingen : ' ",’ Ty l.* ', /
Het effect van infectie met DNA- en RNA-tumoﬁ{/iruss‘enj op cellen is
vanuit celbiologisch standpunt yah bijibﬂd’qre betekenis. Door infectie
met deze virussen kuntien stabiele verahdgringen in het biologisch
gedrag van geinfecteerde cellén, ook in de nakomelingschap, ontstaan,

Belangrijke veranderingenlin het celgedrag zouden dus het gevolg
zijn van de introductie in cellen van nieuwe genen, die vergeleken met
de totale aanwezige informatie in de gastheercel zeer klein in aantal
zijn.

Het is niet zeker of men op den duur er in zal slagen om het gedrag
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van cellen en weefsels naar willekeur te beinvlioeden. Wél kan men
verwachten dat gaandeweg de kennis over de epigenetische mechanis-
men zal toenemen bij het vrijkomen van nieuwe informatie over cel-
onderdelen en hun functie, en dat virussen waardevolle experimentele
hulpmiddelen zullen blijken bij onderzock over het samenspel van
functies binnen de cel.

Bepaalde virussen zijn, naast het feit dat zij kunnen transformeren,
van belang voor het ontstaan van turoren. Sommige virussen, zoals de
RNA-leucaemie-, sarcoom- en mamma-tumorvirussen, kunnen in ver-
band worden gebracht met spontaan voorkomende of door infectie
van deze virussen veroorzaakte tumoren bij verschillende diersoorten.
Bij de mens heeft men niet met zekerheid de relatie tussen RNA-virus-
sen en tumoren kunnen vaststellen, maar er is geen reden om te ver-
onderstellen dat de mens wat dit betreft zou afwijken.

Anderzijds is wél bekend dat enkele types DNA-virus, zoals het
zogenaamde Epstein-Barr-virus dat in het Burkitt-lymfoom aange-
toond kan worden en sommige Herpes-virussen, in verband gebracht
kunnen worden met kwaadaardige tumoren bij de mens.

Wij concluderen dat infecties met bepaaide virussen ons interessante
modellen kunnen leveren voor de bestudering van diverse mechanis-
men binnen eukaryote cellen. Verder kunnen virussen een rol spelen
bij het ontstaan van tumoren in verschillende diersoorten. Het onder-
zoek over cen eventuele relatie tussen virus en kanker bij de mens is
evenwel nog in een heginstadium.
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Secretie van groot-moleculaire stoffen

M. F: KrRAMER

Inleiding

Cellen beinvloeden hun omgeving en zodoende beinvloeden ze elkaar.
Onderlinge beinvloeding heeft ondermeer plaats bij secretie, waarbjj
stoffen uit de cel worden getransporteerd. Dit kunnen kleine moleku-
len zijn, zoals zoutzuur, natriumbicarbonaat, organische stoffen als
noradrenaling, acetylcholine en sterciden. Het kunnen ook grote mole-
kulen zijn. De groot-moleculaire stoffen zijn meestal eiwitten, vaak
voorzien van meer of minder talrijke, grote of kleine koathydraat- of
vetdelen. Dit hoofdstuk beschrijft de processen die verband houden
met de secretie van groot-moleculaire stoffen, omdat juist over deze
processen in de laatste 15 jaren zoveel meer bekend is gewarden.

De functie van de uitgescheiden eiwitmolekulen is van velerlei aard.
Zij kunnen dienen voor opvulling van de ruimte tussen de cellen (bloed,
bindweefsel) enswoor het verschaffen van stevigheid aan cellen en weef-
sels (kraakbeen, been, plantecelwand). Andere behoeden de opper-
viakten van slijmviiezen tegen uitdroging en beschadiging (spijsver-
tering- en ademhalingkanaal). Weer andere hebben enzymatische
werking en breken in het spijsvertéringkangal de voedingsstoffen af.
Vele hormonen zijn eiwitten : door het blogd verspreid werkgn zij in op
‘ontvangende’ molekulen in dé wand va} ‘gévbelig oy celldn@fders in het
lichaam. De antilichamen, die' door de plasmaceliéngemaaki worden
nadat een vreemde stof het lichaath is binnthgedrongen, zijn ook eiwit-
ten die hun werkitg buiten de p'roducerelfde,cel uitoefenen.

Achtereenvolgens worden it dit hoofdstuk' besproken: de plaats van
synthese van sccreeteiwit, het tranSport van de gesynthetiscerde stof
door de cel, de eigenlijke secretie ervan en de rol die membranen in en
om de cel hierbij spelen. Daarna zal nog aandacht worden gegeven aan
gynthese, transport en secretie van samengestelde eiwitten (met kool
hydraat- of vetcomponenten). Als intermezzo’s worden beschrijvingen
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ingeveegd van de onderzockmethoden die tot de beschreven kennis
hebben geleid. Allereerst echter wordt, om de lezer bij het doornemen
van dit hoofdstuk te behoeden voor misvattingen, cen overzicht ge-
boden van de afimetingen van cel, celonderdelen en secreetstoffen.

Afmetingen

De secerncrende cellen hebben diameters in de orde van 20 pm
(0,02 mmj}. Hun kern heeft een diameter van 6 tot 10 yum. De membraan
die de cel omgeeft (de plasmamembraan, zie fig. 2, 3 en 4 in het hoofd-
stuk van Daems) heeft een dikte van ongeveer 10 nm. Mermbranen in de
cel hebben dezelfde of geringere dikte. De secreetkorrels, verschillend
van grootte, overschrijden de diameter van 1 pum niet. Een eiwitmole-
kuul is bij deze celonderdelen vergeleken klein: de kieinste zijn 4 nm
groot; de allergrootste 100 nm. Een aminozuur meet ongeveer 0,5 nm.,
Een zoutzuurmolekuul, of beter: een chloor- en een waterstof-ion zijn
nog weer veel kleiner { «0,1 nm). (Zie voor afmetingen ook het hoofd-
stuk van De Voogd van der Straaten.}

Syntheseplaats

Het zou te ver voeren hier te bespreken hoe door aaneenrijging van
aminozuren volgens een gecodeerd patroon eiwitmolekulen gemaakt
worden. Verwezen zij naar het verslag van het symposium: Ontwikke-
lingen in de moleculaire biologie, 1966 en Watson,-1968). We volstaan
met te zeggen dat het gebeurt op kleine lichaampjes, ribosomen ge-
heten. Hun naam hebben deze te danken aan het feit dat zij voor on-
geveer 507 van hun gewicht vit drie molekulen van verschillende
grootte ribosenucleinezyur (RNA) bestaan en voor de rest ujt ruim
50 verschillende eiwitmolekulen. De diameter van een ribosoontis on-
geveer 15 nm.

Ribosomen komen in alle cellen voor. Zij liggen in groepjes, poly-
somen, bijeengehouden door het coderende boodschapper-RNA
(Engels: messenger RNA, afgekort: mRNA). In eiwit-secernerende
cellen komen zeer veel van deze polysomen niet vrij in het cytoplasma
voor, maar gebonden aan membranen, die in de cel grote, doorgaans
platte ruimten van het eigenlijke cytoplasma afzonderen (fig. 1). De
ruimten, cisternen genaamd, staan onderling met elkaar in verbinding
en vormen samen een netwerk in de cel dat men endoplasmatisch reti-
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Fig. I. Ribosomen, gehecht aom membranen rond cisternen (C), aan de zijde van
de cytoplasmatische matrix (M ). De pijl symboliseert het ‘vectoriéle transport’
van secreeteiwit: van ribosoom door de membraan naar cisterne (EM, ratte-
pancreas). (Opname Centrum Medische Elekctronenmikroskopie, Utrecht.)

culum (ER) noemt. De lengte van deze cisternen kan wel 5,000 mm
(5 pm) bedragen. In eiwit-secernerende cellen is een deel van dit ER
omgeven door membraan waaraan ribosomen gehechi zijn. Dit deel
noemt men het ‘ruwe’ (oneffen; Engels: rough) endoplasmatisch reti-
culum (RER), in tegenstelling tot het overige deel dat “glad’ (Engels:
smooth) heet (SER).

Op de ribosomen van het RER worden de secreeteiwitien gemaakt;
op de niet gebonden ribosomen worden de eiwitten gemaakt die nodig
zijn voor het in-stand-houden, de groei en de delingrvan de cel {con-
stitutieve eiwitten). Het is overigens niet bekend hoe de ribosomen
chemisch aan de RER-membranen ‘verbonden worden, wgarom zij
slechts aan een gedeelte van de endop)asmatischi methbranen ver-
bonden worden en wat de rol is van het coderende mRNA in de hech-
ting van ribosomen aan de‘RER—'men‘!brhflen. Feit is, dat hechting
plaats vindt en dat mRNA coderend vodr gecreeteiwit op gehechte
ribosomen wordt afgelezen. ;. v

i L3

:

Intracellulair transport

Nadat een eiwitmolekuul is gemaakt dient het terecht te komen op de
plaats van besternming, Hiervoor is gericht transport nodig, De cel is
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immers geen vormloze gelei waarin de samenstellende molekulen kris-
kras door toeval verspreid liggen. Een cel is gestructureerd, dat wil
zeggen: de meeste macromolekulen hebben een vaste plaats, in een
membraan of een ribosoom, in een kern of ander organel, in een chro-
mosoom of nucleolus. Het is in de meeste gevallen volledig onbekend
hoe een eiwit-molekuul van het ribosoom waar het gemaakt is, ver-
plaatst wordt naar de structuur waarvan het een deel gaat worden. Hoe
bijvoorbeeld in de menselijke cel een chromoscomeiwit uiteindelijk
terecht komt in één van de 46 chromosomen, die binnen de kern aan-
wegzig zijn. Hetzelfde probleem rijst ten aanzien van de eiwitmolekulen
in mitochondrién en ribosomen. /

Gelukkig is meer bekend van de transportweg die door secreeteiwit
begaan wordt, het soort eiwit waar dit hoofdstuk zich mee bezig houdt
{Jamieson & Palade; 1967, 1968, 1971). Men kan daarin de volgende
stappen onderscheiden. Het eiwitmolekuul dat gevormd is op een
ribosoom van het RER (1) passeert de membraan van de cisterne, (2)
stroomt in de holte van de cisterne in de richting van het Golgi-systeem
en (3) wordt door blaasjes die van het RER afknoppen of via aparte
buisjes naar het Golgi-systeem overgedragen. (4) Het eiwit uit een
blaasje komt met dat van andere blaasjes samen in een ‘onrijpe’ of
‘vormende® Golgi-cisterne, (5) wordt door een Golgi-stapel heen naar
de ‘rijpe’ of ‘secernerende’ zijde verplaatst, (6) wordt daar geconcen-
treerd binnen tot ronde blazen opgezwollen Golgi-cisternen, die dan
concentratievacuolen (Engels: condensing vacuoles) heten en (7) be-
reikt een graad van zeer hoge concentratie in secreetkorrels, waarin
het op secretie wacht, Voor de gehele transportweg is kenmerkend dat
vanaf het ribosoom het secreeteiwit voortdurend door een membraan
gescheiden blijft van het eigenlijke cytoplasma (matrix). We zullen de
transportfasen nu een voor een bekijken. -

Nog tijdens de synthese op het ribosoom wordt het begin vzﬁl een ;
secreeteiwitmolekuul door de cisternale membraan geschoven. Als het
3% aminozuur aan de keten wordt gehecht, bereikt het eerste (de
NH:-kant van het eiwit) reeds de cisternale holte. De aminozuurketen
wordt dus van het ribosoom uit in een bepaalde richting geschoven,
naar een plaats in de membraan waar een onzichtbare opening aan-
wezig is of ontstaat. Men noemt dat vectori€le synthese. (Een vector is
een in de ruimte gedefinieerde richting.)

Eenmaal in de cisterne van het RER verplaatst zich het eiwitmole-
kuul in de richting van het Golgi-systeem. Men kan zich twee mecha-
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nismen voorstellen die tot verplaatsing van het eiwit leiden. De efwit-
molekulen zouden door molekulen in de membraan van de cisterne ge-
bonden en doorgegeven kunnen worden aan een volgend membraan-
molekuul, langs een keten dus van transporteermolekulen. In het an-
dere denkbare systeem zijn de eiwitmolekulen in opgeloste toestand in
de cisternale holte aanwezig en worden zij door een pomp verplaatst.
Een mogelijke pompmechanisme zou geleverd kunnen worden door
de volgende stap in het intracellulaire transport.

Aan de Golgi-kant missen de membranen van de RER-cisternen de
ribosomen over min of meer grote gebieden. Men noemt dat ‘over-
gangsgebieden’ (Engels: transitional elements). In die riboscom-vrije
membraangedeelten ontstaan plaatselijk buitenwaartse uitbochtingen
(fig. 2), die zich daarna afronden tot vrij in het cytoplasma liggende
blaasjes met een diameter van 20 nm. Deze blaasjes, Golgi-blaasjes
genoemd (fig..2 en 15), worden naar de onrijpe zijde van de Golgi-
stapels verplaatst en transporteren daardoor eiwit vanuit de RER-
cisternen naar het Golgi-systeem. Die verplaatsing vergt energie (zij
stokt als de produkiie van de energierijke stof adenosinetrifosfaat
(ATP) verhinderd wordt). Het buitenwaarts uitbuigen en de afsnoering
van een blaasje kan men beschouwen als een pomp, die mogelijk het
transport van eiwit in de cisternen veroorzaakt,

Overigens is het nog allerminst zeker dat het eiwit door middel van
blaasjes getransporteerd wordt. In de levercel, die albumine en andere
serumeiwitten maakt en nitscheidt, vormen buisjes de verbinding tus-
sen RER en Golgi-gebied. Ook in andere cellen worden, zij het minder
vaak, buisjes naast blaasjes aangetroffen. f

Het secreeteiwit heeft nu het Golgi-systeem bereikt. In kliercellen
ligt dit celonderdeet bij de kern, meestal in de r1(ihnng van de celtop
(‘boven’ de kern dus). Het bestaat uit eep tiental Golgt-st;xpels (dictyo-
somen), die ieder zijn samengesteld it on'geveer vijf bp elkaar liggende,
platte, door membraan omgeven ister en ffig. 2 en 15). Men onder-
scheidt aan een Golgl-stapel een fonrijpe’ qf ‘vormende’, meestal bolle
kant en een ‘rijpe’ of “secernergnde’; meestal hplle kant. Aan de onrijpe
zijde liggen de reeds bespx;okenGolgyblaages iaan de rijpe zijde de con-
centratievacuolen. Onder' de eerste, onrijpe cisterne ligt parallel eraan
een vlak, netvormig buizenstelsel. Met dit buizenstelsel verenigen zich
de Golgi-blaasjes en zo komt het secreeteiwit in het Golgi-systeem
terecht.

Hoe het eiwit in de Golgi- stapels van de onrijpe naar de rijpe zijde
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Fig. 2. Structuren rond en in het Golgi-gebied: overgangselementen van het RER
(T} met afknoppende blaasjes (piflen), Golgi-blaasjes (GB), Golgi-cisternen
(GC) en concentratievacuolen (CV), De ‘onrijpe’ zijde van het Golgi-gebied is
links, de ‘rijpe’ zijde rechis. mvh: ‘multivesicular body’ (EM, ratte-pancreas).
{ Opname Centrum Medische Elektronenmikroskopie, Utrecht.)
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verplaatst wordt is onbekend. Volgens de meest waarschijnlijke op-
vatting fuseren Golgi-blaasjes aan de onrijpe zijde tot telkens een
nieuw vlak buizenstelsel, dat zich vervormt tot een platte cisterne die
vervolgens opschuift naar boven. De afwezigheid van dwarsverbindin-
gen tussen de platte cisternale ruimten (dwarsverbindingen die een
stroom van eiwitoplossing van cisterne naar cisterne mogelijk zouden
maken) maakt een dergelijjke verklaring praktisch onvermijdelijk.

Aan de rijpe zijde van de Golgi-stapels speelt zich de volgende
transportstap af. Aan de zijranden, maar soms ook in het midden van
de oppervlakkige, meest rijpe cisterne, vormen zich bolvormige uit-
bochtingen, die zich afsnoeren en dan concentratievacuolen genoemd
worden, omdat de dichtheid van het in die vacuolen verzamelde eiwit
steeds groter wordt (fig. 2, 9 en 15). Het is overigens goed mogelijk dat
tijdens dit proces nog nieuw, ongeconcentreerd eiwit aan de vacuole-
inhoud wordt toegevoegd, hetzij door opnieuw fusie met rijpe Golgi-
cisternen of doordat Golgi-blaasjes om de Golgi-stapel heen glippen
en met de concentratievacuolen fuseren. Over de manier waarop in de
vacuolen het eiwit tot grotere concentratie komt zijn weinig gegevens
bekend. Het proces vergt weinig energie (het gaat door als de produktie
van ATP geremd wordt). Als de eiwitmolekulen in de vacuole onder-
ling verbindingen aangaan, wordt het aantal molekulen in de vacuole
kleiner en wordt de inhoud hypotoon, hetgeen tot waterverwijdering
aanleiding geeff. De reactic tussen eiwitmolekulen kan cnathankelijk
zijn van toegevoegde gnergie.

Uiteindelijk ontstaan als resultaat van de voortgezette ontwatermg
bollen van sterk geconcentreerd eiwit (fig, 3). Deze gecreetkorrels zijn
evenals alle voorstadia omgeven door een membraan. In deze vorm
blijft het eiwit wachten op het moment van secrgtie. Later zullen we

zien dai niet alle secernerende cellen se::reatkorrels vertm}eﬁm
I

Onderzoekmethodgal . o £

Na de beschrijving van de manier, waé.rop sécreeteiwit door de cel ge-
transporteerd wordt, is het nuttig iets te vermelden over de onderzoek-
methoden waarmee deze gegevens verkregen zijn. De belangrijkste zijn
geweest: het structuuronderzoek met behulp van de elektronenmicros-
coop en de fractionering van celonderdelen met behulp van centri-
fugering. Het intracellulair transport was voor beide benaderings-
wijzen pas toegankelijk nadat radioactieve bouwstenen van eiwit be-
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Fig. 3. Secreetkorrels (SG) in de top van twee cellen, rond het lumen (L), EM-
radioautogram van rattepancreas-cellen, 60 minuten na inspuiting van L-leucine-

[PH2]: zilverneerslagen in de emulsielaag boven de sekreetkorrels verraden de "

aanwezigheid van radicaktief eiwit in de koirels; er is geen Zilverneersla%bo?er{
de concentratievacuole {CV). (Opname Centrum Medische Elektronenmikros-
kopie, Utrecht. )

schikbaar waren gekomen, De plaats van synthese en de weg waarlangs
eiwit vervoerd wordt, konden pas onderzocht worden nadat door het
aanbieden van radioactief gemerkt aminozuur een generatie van radio-
actief eiwit in de cel verkregen en de beweging daarvan door de cel ge-
volgd kon worden.

Radioactief aminozuur, in de bloedbaan van een zoogdier gespoten,
is daar slechts korte tijd in aanmerkelijke concentratie aanwezig, Het
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wisselt snel uit iegen het niet-radioactieve aminozuur dat overal in het
lichaam aanwezig is, hetzij uit het voedsel, hetzij als gevolg van afbraak
van voorraadeiwit. Dit leidt tot verdunning van de radioactiviteit. Na
5 tot 10 minuten is er al heel weinig radicactielf aminozuur meer in om-
loop. Alleen gedurende dat interval van 5 tot 10 minuten na de injectie
maakt de cel radioactief eiwit, daarna praktisch niet meer, De generatie
van radioactieve eiwitmolekulen bevindt zich in de ribosomen en in de
cisternen van het RER. Tien minuien later bevinden zich de koplopers
van die generatie in de Golgi-blaasjes en weer 10 minuten later zijn zij
al in de concentratievacuolen. Door de. cellen op gezette tijden na de
injectie van radioactief aminozuur te onderzoeken, komt men synthese-
plaats, transportweg en transportsnelheid te weten.

Het is mogelijk gebleken om weefsels, zonder echt tot kweek over te
gaan, gedurende enige uren buiten het lichaam te laten overleven in
kunstmatige incubatievlogistof. De overlevende cellen zijn in staat eiwit
te synthetiseren en te transporteren. Ook in deze cellen kan men een
generatie van radioactief gemerkte eiwitmolekulen verkrijgen door het
weefsel gedurende korte tijd in een incubatievloeistof te brengen waar-
aan radioactief aminozuur is toegevoegd. Hel voordeel van dit systeem
is de mogelijkheid de aanbiedingstijd van radioactief aminozuur zeer
kort te houden (tijden van 2 tot 3 minuten zijn mogelijk). Tevens is
veel minder van het (dure) radicactieve aminozuur nodig. Dit resul-
teert in een generatie van radioactieve eiwitmolekulen, die ontstaat
in een nog korfer tijdbestek dan 5 tot 10 mmuten.

Elektronenmicroscopie (zie het hoofdstuk van Daems) alleen maakt
het nog niet mogelijk de plaats waar zich het radicactief eiwit bevindt
op te sporen. Daartoe is elektronenmicroscopisché autoradiografie
{(EMA) ontwikkeld (fig. 4). Het dunne afgesneden vliesje van het ge-
fixeerde weefsel, gebed in de harde'epon-hars, Wordt in Je donkere
kamer bedekt met een dunsé laag fotografische eli;ulsie',van grote ge-
voeligheid. De emulsielaag is even dun als,de diafeter van de zilver-
bromide-kristallen {110 nm). Zq’n"laag’ die dus maar één kristal dik is,
heet in het Engels ‘mono1ayer’. In de donkerg kamer laat men weefsel-
coupe en monolayer enige tiid (1 tot 3 mdanden) rustig, koel en droog
liggen, tijdens welke periode de §-stralen die door de radicactieve
atomen worden uitgezonden — meestal gebruikt men aminozuur met
3H; (tritium) als nuclide — de zilverbromide-kristallen raken en gevoelig
maken voor de reductie tot metallisch zilver, zoals bij de gewone foto-
grafie de fotonen dat doen. Ontwikkelen (reduceren) en fixeren (oplos-
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Fig. 4. Schema van een EM-radioautogram véor (boven) en na onder) ontwilk-
iceling en fixatie, (Naar L. G. Caro & R. P, van Tubbergen, 1962, J. Cell Biol. 15:
173-183).

sen van het niet gereduceerde zilverbromide) verlopen in principe als
bij de gewone fotografie. Daarna liggen in de emulsietaag zilverneer-
slagen boven die plaatsen in de weefselcoupe, waar radioactieve eiwit-
molekulen Liggen (fig. 3). Op deze wijze is het mogelijk de plaats zicht-
baar te maken waar het radioactief eiwit verblijit. De methode heeft
echter een beperkt lokaliserend vermogen. Dit wordt bepaald door het
bereik van de f-stralen, door de grootte van het zilverbromide-kristal
endoor de wijze waarop de zilverneerslagen zich vormen. In de praktijk
dient men rekening te houden met een lokaliserend vermogen van
100 nm. Dat wil zeggen dat het eiwitmolekuul, zelf gemiddeld 10 nm
groot, waaruit door straling een zilverngerslag in de emulsie is veroor-
zaakt, overal in een cirkelvormig gebied met een straal van 100 nm rond
het zilverneerslag gelegen kan zijn. Dit maakt het bijvoorbeeld on-

mogelijk om uit te maken of het radioactieve eiwit in de inhoud van een

Golgi-blaasje, in of op de membraan ervan, of aan de buitenkant erv.
ligt. De diameter van het blaasje is immers slechts 20 nm. Hiermiee zijn
de grenzen van wat met behulp van EMA aan gegevens kan worden
verkregen aangeduid.

Bij de andere methode wordt gebruik gemaakt van celfractionering,
Deze methode is bruikbaar indien het te bestuderen orgaan of weefsel
voor het allergrootste deel uit eenzelfde celtype bestaat. De pancreas
die voor 8074 uit exocriene cellen, de lever die voor 757 uit galprodu-
cerende hepatocyten, en schraapsel van maagslijmvlies dat voor 907
uit slijmvormende epitheelcellen bestaat, zijn voorbeelden van weefsel

123




dat zich leent voor fractioneringsexperimenten, Eerst worden het
weefsel en de cellen daarin kapot gewreven. De celonderdelen dienen
daarbij zoveel mogelijk gespaard te blijven. Meestal wordt een glazen
buis gebruikt met daarin een nauw passende snel draaiende stamper
(bijvoorbeeld 1000 omwentelingen per minuut), die gedurende bijvoor-
beeld 30 seconden op en neer bewogen wordt. Het tevoren reeds fijn-
gehakte weefsel wordt zodoende in een isotone buffer tot brei ver-
wreven; dat heet: gehomogeniseerd. Bundels collageen, basaal-
membraan, nog niet kapotte cellen worden door filtratie verwijderd.
Het filtraat wordt gebruikt voor de fractionering. Dit geschiedt door
middel van centrifugeren, gebruik makend van het verschil in soortelijk
gewicht van de verschillende celonderdelen. Er zijn twee typen van
centrifugale scheiding van celorganellen.

De eerste bestaat hierin, dat eerst bij laag toerental en successievelijk
bij steeds hoger toerental gedraaid wordt. Bij laag toerental slaan de
zwaarste onderdelen neer: de kernen. Uit de bovenstaande vioeistof
slaan bij hoger {oerental de mitochondrién en de secreetkorrels neer,
Bij nog hoger toerental (dan moet de ultracentrifuge gebruikt worden,
met toerentallen tot 60.000 omwentelingen per minuut} kornen allerlei
blaasjes naar beneden. Zij zijn ontstaan uit het ER en uit het Golgi-
systeem, Deze blijven namelijk tijdens het homogeniseren niet onge-
rept, maar verbrokkelen in vele kleine blaasjes, met een diameter van
gemiddeld 150 nm. Men noemt deze blaasjes: microsomen {kleine
lichaampjes, artefacten die tijdens het homogeniseren ontstaan en als
zodanig niet in de cel aanwezig zijn) en onderscheidt ‘ruwe’ microso-
men, afkomstig van het RER, en ‘gladde’, afkomstig #an het SER en
van het Golgi-systeem. De eerste zijn door de aathechting van de
ribosomen zwaarder dan de tweede. i

Naast de celfractionering met behuilp yan differéptiéle cenprifugering
bestaat de mogelijkheid de celonderdelen te scheitlen qots gradiént-
centrifugering. De te scheiden c@ilond-erd'e}en wolden dan gesuspen-
deerd in een geconcentreerde Qplo%siné Van bijvoorbeeld riet- of hiet-
suiker. Deze suspensie vifordg boven op de yan te voren ingebrachte
vulling van de centrifugebuis, gebracht, Die', reeds aanwezige vulling
bestaat zelf ook uit een geconcentreerde oplossing van suiker. Het is
mogelijk de suikerconcentratie naar de bodem toe geleidelijk (continue
gradignt) of sprongsgewijs {discontinue gradiént) groter te laten wor-
den. Tijdens het centrifugeren blijven die celonderdelen, waarvan het
soortelijk gewicht gelijk is aan dat van een bepaalde suikerconcentratie,
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zweven op het nivean waar de continue gradiént die concentratie heeft,
of op het niveau van de overeenkomstige concentratiesprong.

Heeft men eenmaal de celonderdelen in neergeslagen fracties ver-
kregen, dan kan bepaald worden hoeveel in eiwit gebonden radio-
activiteit in elk van de fracties aanwezig is, In het geval van het onder-
zoek naar syntheseplaats en transport van secreeteiwit zal in weefsel
dat direkt na de aanbieding van het radicactieve aminozuur gehomo-
geniseerd is, de meeste radioactiviteit in de fractie van de ruwe
microsomen liggen. Ongeveer 10 minuten later zal de radioactiviteit
in de gladde microsomen stijgen, want dan bereiken immers de eerste
radioactieve eiwitmolekulen de Golgi-blaasjes. Na ongeveer 20 minuten

Concentratie van zilverkorrels
24 -
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20 ...-' ."-_.C.:u\girsyshsem
.

P

T T T T T w T
342646 55 535 566 &+116
Tijd van+ tigd ra aanbieding {min}

Fig. 5. Verplaatsing van radioactief eiwit van RER via Golgi-gebied naar de
secreetkorrels, vastgesteld door telling van zilverkorrels boven de genoemde cel-
structuren in EM-radioautogrammen van maagepitheelcellen, na een incubatie
van 3 of 5 min in vioeistof met L-leucine- [*Ha ), verder geincubeerd zonder radio-
actief leucine gedurende 2, 5, 15, 33, 55 en 115 min.
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begint de stijging in de fractie van de concentratievacuolen en secreet-
korrels.

De resultaten, die door middel van celfractionering verkregen zijn,
komen goed overeen met de gegevens uit EM A, Het resultaat van beide
typen van onderzoek heeft tot de hier beschreven kennis van het
transport geleid. De stappen daarvan zijn — nu met vermelding van de
tijdsduur voor elk van hen — nog eens weergegeven in figuur 5,

Secretie

Exocytose

Aan het einde van de intracellulaire transportbaan liggen de rijpe
secreetkorrels. In de klassieke secreetcellen, zowel exocriene als endo-
criene, zijn zij talrijk aanwezig (voorbeelden : exocriene speekselklieren,
pancreas, slijmcellen, pepsinogeencellen van de maag; maar ook
endocriene cellen van de eilandjes van Langerhans in de pancreas,
cellen van de hypofysevoorkwab, mestcellen). Op hun aanwezigheid is
in hef verleden van de histologie het begrip kliercel gegrond. Er zijn
echter ook cellen waarin zij maar gering in aantal zijn (voorbeelden: de
melkkliercel, de levercel, de fibroblast, de chondroblast en de osteo-
blast, celwand vormende plantwortelcellen), terwijl het ook nog moge-
lijk is dat zij ongbreken (de plasmacel).-

De korrels worden uitgescheiden, Hoe dat in zijn werk gaat wordtin
figuur 6 geillustreerd. De korrelmembraan stoot tegen de plasmamerm-
braan. Op de plaats waar de twee membranen elkaar *raken vindt op
nog onbekende wijze een heroriéntatie van de membraanmolekulen
plaats, met gevolg dat zowel in de pl,asmamémbr@an als in de korrel-
membraan tegenover elkaar een klelnav ronde opemng; oplstaat De
rand van de plasmamembraan rond dat gat is in nta,ct mét de rand
van de korrelmembraan en zij versme],te_p tot één geheel De korrel-
membraan gaat dan zonder onderbreking awer in de plasmamembraan,
hij is als het ware een deel van de bu1tenmemb).‘aan van de cel geworden.
De inhond van de korrel:staatnu irrdirecte verbinding met de buiten-
wereld van de cel en het efwit lost in de daar aanwezige vloeistof op: de
korrelinhoud is dan ‘uitgescheiden’. Eerst is aan de celoppervlakte nog
een kuiltje te zien. Allengs echter verdwiint dit. De buitenwereld kan
het lumen van een klierbuis met daarin het secreetwater zijn (in het
geval van een exocriene klier) of de extracellulaire weefselruimte met
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Fig. 6. Schema van exocytose en secretiestimulering. De celmembraan is sche-
matisch weergegeven door een dubbele Iijn. Tn de rechier helft is de exocytose ver-
beeld, alsmede de afhankelijcheid van ATP, Ca®* en indirekt misschien cAMP.
In de linker helft: de binding tussen de stimulerende stof (zwart) en de receptor
(gearceerd) en de koppeling tussen receptor en adenylcvelase (gesrippeld) welk

enzym ATP in cAMP omzet. De pijl naar beneden symboliseet de zich verplaat-.
sende verandering in de celmembraon die resulteert in een verhovgde netto-door-

laatbaarkeid voor Nat en Ca®* en daardoor in depolarisatie. Linksonder i de
vermindering in potentiaalverschil tussen de elektroden buiten en binnen de. cel re
zien,

de weefsclvlosistof (in het geval van een endocriene klier, maar ook van
de levercel, de fibroblast, de plantecel, enz.) De geschetste gebeurte-
nissen volgen elkaar snel op en zijn daardoor slechts zelden waar te
nemen in de elektronenmicroscopische beelden van een secernerende
cel. Men noemt het proces van memhraanversmelting en secretie :
exocytose (fig. 7).

Het proces van de exocytose kan gestimuleerd worden, zodat per
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Fig. 7. Exocytotische secretie van glycoproteine (pectine) uit een erwiwortelcel.
De koolhydraat bevattende celstrukuren zifn ‘geklewrd’, d.i. minder doorganike-
ik gemaakt voor elektronen (volgens Rambourg ). Secreetvacuolen (V3 ) naderen
de celmembraan (pm), fuseren daarmee (Vy), waardoor de inhoud (S} aan de
celkapsel (P) wordt toegevoegd. De membraan van de vacuolen en die van de cel
vertonen beide ook een koolhydraat-rijke laag, die niet in de kapsel wordt opge-
nomen. (Uit: Vian & Reland, 1972.)
’ £

tijdseenheid veel meer secreetkorrels worden uit;’;escheiden. In de
volgende paragraaf zal eerst wordep bespréken wat in de cel gebeurt
als er geen prikkel (stlmulus) ot secretm op haar mwerk; enfvervol gens
wal gebeurt als dat wel hef gevalis. L

. ,‘ \.. ﬁ & i !

Ongestimuleerde secretié AU p

Wat in een ongestlmuleerde cel gebeurt hangt voor een groot deel van
de synthese van het secretieprodukt af. Er zijn cellen waar de synthese
stopt als de secretieprikkel wegvalt. De cellen van bindweefsel, kraak-
been en been beéindigen de synthese van de tussenstof als de behoefte
ophoudt (eigenlijk moeten we zeggen dat de synthese zeer sterk
verminderd wordt omdat er altijd enige secretie blijft bestaan, nodig
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voor de voortdurende vervanging van de extracellulaire materie). Het-
zelfde geldt voor de synthese van insuline als een langdurig laag
glucosegehalte in bloed en weefselvloeistof de behoefte aan dit hor-
moon erg klein maakt. De meeste celtypen gaan echter door met de
synthese van secreeteiwit. Dit doen speekselkliercellen, pepsinogeen-
cellen van de maag, exocriene cellen in de pancreas, maar ook de
mammotrope cellen van de hypotfysevoorkwab, die esn hormoon
produceren dat de melkkliercellen tot synthese van melkeiwit en melk-
vet aanzet. Voortgaande synthese resulteert in voortdurende aanmaak
van nieuwe secreetkorrels. Bestond er geen middel om de overtollige
korrels te verwijderen, de cel zou allengs voller worden en reusachtige
afmetingen moeten aannemen. Maar er bestaan mechanismen om het
aantal korrels beperkt te houden.

In de reeds gencemde mammotrope cellen van de hypofysevoorkwab
gaat de synthese van het hormoon door, ook als er niet meer gezoogd
wordt en de hormoonsecretie stopt (de synthese in de melkkliercellen
zell houdt daardoor op). De overmaat aan hormonale secreetkorrels
wordt uit de mammotrope cellen verwijderd door een intracellulair
verteringsproces (Smith & Farquhar, 1966). In iedere cel komen ronde
organellen voor, die, omhuld door een membraan zeer actieve, af-
brekende enzymen bevatten, waaronder eiwitsplitsende. Zij heten
lysosomen en worden in het hoofdstuk van Daems uitvoerig besproken.
In de niet meer secernerende mammotrope cel fuseren deze lysosomen
met de overtollige secreetkorrels. De eiwitsplitsende enzymen komen
dan in contact met het in de Korrels opgeslagen hormoon en breken
dit af tot op de bouwstenen (aminozuren). Zo wordt het aantal korrels
beperkt gehouden.

Een dergelijk mechanisme ontbreekt in de cellen van de exocriene-
pancreas van zoogdieren. Ook daar blijft de vorming van nieuwe-ge-
creetkorrels doorgaan. De overtollige korrels worden echter m'ef:dé)or j
afbraak maar door exocytose verwijderd (Kramer & Poort, 1972). Ook
als geen secretieprikkel op de cel inwerkt vindt toch secretie plaats (on-
gestimuleerde of nuchtere secretie). Uit onderzoek van dit proces blijkt
dat nieuwe en oude secreetkorrels niet wanordelijk door elkaar liggen
in de celtep. In dat geval zouden-jonge en oude korrels bijna gelijke
kans hebben op exocytose, hetgeen niet het geval blijkt te zijn. Als
namelijk na toediening van radioaktief aminozuur ¢en generatie van
gemerkte secreetkorrels is ontstaan, dan worden er van deze korrels
van meet af aap wel yitgescheiden. Vanaf ongeveer 20 minuten na toe-
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Fig. 8. Aanwezigheid van radioactief eiwit in pancreascellen van ratten, tot 24 uur
na een intraveneuze inspuiting van L-leucine- [*Ha), vasigesteld door felling van
het aantal zilverkorrvels per cel in radicautogrammen. In niet-gevoede ratien ver-
laat hei meeste radioactieve eiwif de cel tussen 6 en 9 wur na de synthese ervan, in
met pilocarpine gestimuleerde dieren reeds tussen 30 en 60 min.

diening van het radioactieve aminozuur ziet men in radioautogrammen
radioactief eiwit in de klierbuizen liggen. De grootste groep korrels
echter verlaat de cel pas na 6 uur (fig. 8). Kennelijk gaan de oudere, on-
gemerkte secregtkorrels voor. Men moet zich voorstellen dat er aan de
zijde van het dolgi—systeem steeds nieuwe korrels worden gevormd,
die de eerder gevormde opdrukken. De bovenste worden daardoor als
het ware tegen de celmembraan geduwd en af en toe vérsmelt de mem-
braan van zo’n oudere secreetkorrel met de buitenthembraan en is de
cel weer een korrel minder rijk. Als door edn kunstgreep de eiwitsyn-
these in de cel stopgezet wordl (met ﬁurpmyq'ne o‘fcyc!o’heﬂmide) gaat
de secretie van korrels aan de oppervihkte eerst hog enige tijd door,
maar na enkele uren vernﬁn’derﬁ‘{::le frifq}',qntie van He exocytose aan-
zienlijk. Doordat. geen korrels/meer aan,de voorraad worden toege-
voegd wordt deze allengs klginer, zodat 'cle Motsingskans’ met de cel-
membraan steeds kleingr wordt, hetgeen dewerminderde secretie ver-
klaart. o

Gestimuleerde secretie

Een kliercel kan worden gestimuleerd tot verhoogde secretie door
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stoffen die de cel van buiten benaderen, Deze stoffen zijn van velerlei
aard. De kliercellen van het spijsverteringsapparaat versnellen hun
secretie onder invloed van kleine molekulen die door de uiteinden van
de ingewandszenuwen worden uitgescheiden als deze zenuwen geprik-
keld worden (neurotransmitters: acetylcholine en noradrenaline).
De exocriene pancreascellen zijn gevoelig voor acetylcholine, maar
niet voor noradrenaline. Zij worden bovendien gestimuleerd door een
) heel andere stof, het eiwithormoon pancreozymine, dat door cellen in
de darmwand wordt nitgescheiden als deze met de voedselverteringsbrij
in aanraking komen. Deze darmwandcellen worden derhalve tot hor-
moonsecretie gebracht door een of meer van de stoffen die in die brij
aanwezig zijn. In de pancreas bevinden zich de eilandjes van Langer-
hans, groepjes cellen waarvan de meeste insuline maken en secerneren.
De secretie van dit bekende hormoon wordt gestimuleerd door een
verhoogde glucoseconcentratie in bloed en weefselvloeistof, maar ook
door een ander hormoon, ghicagon. De hypofysevoorkwab scheidt
allerlei eiwithormonen af, elk van hen uit een afzonderlijk celtype.
Deze cellen worden gestimuleerd tot secretie door specificke eiwit-
molekulen die gevormd en uitgescheiden worden door zenuwcellen in
het hypothalamische gedeelte van de hersenen (Engels: releasing fac-
tors). Over enkele van deze stimuli wordt in het hoofdstuk van Jong-
kind uvitvoerig informatie gegeven.

Het werkingsmechanisme van deze stimulerende stoffen hoeft niet in
alle gevallen gelijk te zijn. In feite is inzake de aard van de stimulering
van secretie nog niet veel bekend. Op grond van wat over andere stimu-
leerbare celfuncties (zenuwcel-prikkeling, spiercel-contractie, vetcel-
ontlediging) bekend is, moet men aannemen dat voor acetylcholine,
noradrenaline en eiwithormonen in de buitenmembraan van de ge-
voelige cellen bepaalde soorten molekulen voorkomen die een binding
aangaan met de stimulerende stof (receptormolekulen). Zo Heeft de
exocriene pancreascel waarschijnlijk afzonderlijke receptormolekulen
voor acetylcholine en voor pancreozymine (fig, 6), Door de binding
veranderen de eigenschappen van de receptormolekuul, deze veran-
dering wordt doorgegeven aan het cytoplasma en zo komt een keten
van moleculaire reacties tot stand, die uiteindelijk tot het goed waar-
neembare verschijnsel van de versnelde secretie leiden. Al weten we van
deze keten van gebeurtenissen niet veel, enkele begeleidende ver-
schijnselen zijn goed bekend.

Als een stimulerende stof de kliercel raakt is een eerste opvallend
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verschijnsel, dat de elektrische lading van de cel verandert. Binnen
iedere cel is een relatief tekort aan positieve ionen, waardoor een poten-
tiaalverschil bestaat over de plasmamembraan: de positieve pool is
buiten, de negatieve pool binnen. Als gevolg van de interactie tussen
stimulerende stof en receptormolekuul verandert de grootte van dit
potentiaalverschil, hetzij doordat het tekort aan positieve ionen nog
groter wordt (hyper-polarisatie), hetzij doordat het minder wordt
(de-polarisatie). In de pancreas bijvoorbeeld roepen zowel acetylcho-
line als pancreozymine depolarisatie op (fig. 6): het potentiaalverschil
neemt af van —40 tot —30 mV (Dean & Matthews, 1972). Hoe de
permeabiliteit van de plasmamembraan, die voor het potentiaalverschil
verantwoordelijk is, veranderd wordt als gevolg van de binding tussen
receptor en stimulus is niet bekend. :

Een tweede verschijnsel dat met de stimulering samenhangt is de
stijging in de hoeveelheid cyclisch adenosinemonofosfaat (cAMP), een
stof waarover in het hoofdstuk van Konijn meer informatie wordt ge-
geven, Men neemt aan dat deze stof die door toedoen van een enzym in
de plasmamembraan vrij komt (fig. 6) de boodschap van de stimulus
overdraagt naar dieper in de cel gelegen reactiesystemen. Het zou, met
andere woorden, een element zijn in de keten van moleculaire gebeur-
tenissen dat tot versnelde exocytose voert. In de exocriene pancreascel
is een duidelijke stijging in de concentratie van cAMP gemeten, kort na
toevoeging vah acetylcholine of pancreozymine. Helaas is de concen-
tratie nog hooghls de stimulus reeds uitgewerkt en de secretie niet meer
versneld is. Bovendien veroorzaakt van buiten toegevoegd cAMP wel
stijging van de intracellulaire concentratie van deze stof, maar geen
secretie. Kortom, de rol van cAMP in de secretie isthog duister (Case
et al., 1972). . i

Duidelijk is wel het uiteindelijk &ff t~\{a{1 de'*gtimulus iyde grotere
frequentie van de ext)cytose.:Als gevolgdaarvan vqrdwiinf;n meer kor-
rels uit de cel dan in dezellde tijd l?'}jgemaa‘k; worddn en daalt het aantal
per cel. Normaal, in het levende dier, & die daling beperkt. Tijdens de
vertering van een over\}loedjge maaltijd hgudt een pancreascel nog
veel korrels over. Farrgacol@gisch'is eerl gr';oter korrelverlies bereik-
baar. Het meest werkzaam Zijn stoffen die op acetylcholine (en in het
geval van speekselklieren op noradrenaline) lijken, maar die doordat
ze normaal niet in het lichaam voorkomen, aan de afbraak ontkomen
waaraan normale stimulantia onderhevig zijn. Zij behouden daardoor
langer na injectie een werkzame concentratie. Isoproterenol kan de
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noradrenalinewerking versterkt imiteren, pilocarpine de acetylcho-
linewerking. Laatstgenoemde stof kan de voorraad secreetkorrels in
een exocriene pancreascel in 2 & 3 uren met 957% verminderen.

Men moet aannemen dat de veranderingen in de cel door stimulatie
de kans vergroten dat secreetkorrels met de plasmamembraan ver-
smelten. Dit zou een gevolg kunnen zijn van een grotere beweging van
de korrels in het cytoplasma, hetzij door een verminderde viscositeit,
hetzij door een naar de celtop gerichte stroming. Dit is nog niet vol-
doende aangetoond. Ook wordt gedacht aan een werking van de
microtubuli (zie het hoofdstuk van De Voogd van der Straaten voor de
werkingswijze van deze celstructuren) en microﬁlan}enten, dunne
eiwitdraden in het cytoplasma, die samentrekkende eigenschappen
zouden bezitten, waardoor zij celonderdelen ten opzichte van elkaar
kunnen verplaatsen. Het is tevens mogelijk dat de plasmamembraan of
de korrelmembraan zelf beweeglijker wordt en in- of uitstulpingen
vormt die de kans op een wederzijdse ontmoeting bevorderen. Mis-
schien wordt de ontmoetingskans helemaal niet groter, maar verandert
alleen de bereidheid van de cel- of korrelmembraan om te fuseren. Wat
de oorzaak ook zij, het aantal exocytosen per tijdseenheid stijgt snel.
Energierijke verbindingen als ATP en ook calcium-ionen zijn onont-
beerlijk voor de gestimuleerde secretie (Jamieson & Palade, 1971),

Als de korrelmembraan fuseert met de buitenmembraan, dan is de
eerste een deel van de plasmamembraan geworden. Dit schijnt mole-
culaire consequenties te hebben. Het is een opvallend verschijnsel dat
secreetkorrels onderling niet fuseren, hoewel tussen hen toch ook
*botsingen’ zullen voorkomen. Men ziet echter wel fusies tussen de ene
en de andere korrel als één van hen bezig is met exocytose. Kennelijk
neemt de korrelmembraan tijdens de exocytose snel die moleculaire
eigenschappen van de plasmamembraan aan, die fusie met seereet-
korrels mogelijk maken. Door deze verandering, die op haar béurt ook
in de membraan van de tweede fuserende korrel opireedt, en van de
derde, vierde, enz., is het mogelijk dat ook diep in het cytoplasma ge-
legen korrels gesecerneerd worden, hetgeen de snelheid van secretie ten
goede komt. Deze series van exocytosen resulteren in bochtige kanalen
die diep de cel in dringen, caveolae geheten.

Is hiermee het opvallendste effekt van de secretieprikkel op de cel
weergegeven, er is nog een laatste effekt te bespreken (Kramer & Geuze,
1974). Tijdens het proces van de frequente exocytosen en ook daarna
gaat de synthese van secreeteiwit door. In de ongestimuleerde cel duurt
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het globaal 7 yur voordat een generatie van eiwitmolekulen aan de
beurt is om uitgescheiden te worden. Als echter een gestimuleerde cel
radioactief aminozuur krijgt aangeboden, vindt de uitscheiding van

radioactief gemerkte eiwitmolekulen veel snelier plaats. Is in de onge-

stimuleerde cel 607 ervan uitgescheiden na 8 uren, in de gestimuleerde
cel is dat reeds na éen uur het geval (fig. 8). Het blijkt dat in de gestimu-
leerde cel de neiging tot exocytose zo groot is, dat secrectkorrels zodra
zij maar voltooid zijn ogenblikkelijk met de celmembraan fuseren.
Concentratievacuolen komen normaal tot stand, maar zodra de con-
centratie daarin voltooid is blijkt de membraan in staat tot fusie.
Daarvéér niet. Dat verklaart dat zowel in ongestimuleerde, als in ge-
stimuleerde cellen secreeteiwit nooit wordt uitgescheiden binnen de
eerste 20 minuten na zijn synthese. Daarna gaat het in de gestimuleerde
cel snel de cel nit, omdat de jongste secreetkorrels ogenblikkelijk het
slachtoffer worden van de vergrote fusiedrift. Het resultaat is een aan-
zienlijke bekorting van het intracellulaire transport.

Behalve doordat de laatste en langsie fase van de Lransportweg
wordt overgeslagen, wordt de secretietijd ook nog vervroegd, zij het
relatief weinig, door een versnelde passage vit de cisternen van het RER
naar het Golgi-systeem, waardoor eiwitmolekulen wat sneller de con-
centratievacuolen bereiken. De vermoede pompwerking die hiervoor
aansprakelijk is, is blijkbaar versneld, hetgeen overeenkomi met het
grotere aantal Golgx-blaaSJes dat in de gestimuleerde cel aanwezig is.

De binding tussen stimulerende stof en receptormolekuul in de plas-
mamembraan resulteert dus in een keten van moleculaire gebeurte-
nissen, die zich uit in een veranderende doorlaatbaarileid van de cel-
membraan voor ionen, in een stijgende concentratie van cAMP, en in
groeiende frequentic van de fusie van secreetkorrels met de plasma-
membraan, een fusie die afhankehjk is vany eneﬁ'gle eny cglcium. De
fusiedrift strekt zich fit tot de allerjongste secreetkdrrels;dieals gevolg
van de indikkende werking uit d¢-con fntratlevacuoﬂen ontstaan.

Als de hoeveelheid sqmulerende moleliulen rond de cel afneemt,
vermindert de fusiedrift. Allengs ontsnappen steeds meer jonge secreet-
korrels aan de exocytosg, waarcloo: het aantal korrels weer begint te
stijgen en het langer gant duren voordat een bepaalde hoeveelheid
radioactief gemerkt eiwit de cel heeft verlaten. In de exocriene pan-
creascel begint het korreltal rond het vierde uur na pilocarpine-
inspuiting te stijgen. Na 7 uur is de cel nog niet vol; er is dan nog steeds
enige vervroegde secretie. Na 12 uur is de vullingsgraad weer normaal.

134




N — [

Eerder is er op pewezen, dat niet alle secernerende cellen korrels be-
zitten. De plasmacel secerneert zijn produkt (antilichaam, of chemisch
gesproken: immunoglobuline) divekt na de passage van het Golgi-
systeem, zonder het stadium van concentratievacuolen. Zo'n cel is dus
te vergelijken met een cel in een staat van voortdurend zo extreme sti-
mulatie, dat de plasmamembraan al fuseert met de rijpe Golgi-cister-
nen, hetgeen in een exocriene pancreascel niet bereikt wordt, zelfs niet
bij de sterkste secretiestimulering (pilocarpine).

Membranen

s’

Transport en secretic hangen samen met aanzienlijke membraanver-
anderingen (Geuze et al., 1974). Weinig is bekend omtrent vorming en
afbraak van de membranen. Hoewel de globale samenstelling uit eiwit,
vet {verzadigde en onverzadigde triglyceriden, fosfolipiden en choles-
terol) en koolhydraten bekend is, weet men nog nauwelijks om welke
eiwitscorten het gaat. Bovendien bestaat er nog geen antwoord op
vragen als: waar worden de membraaneiwitten gemaakt, waar en hoe
worden de vetmolekulen aangehecht, bestaan er brokstukken wvan
lipoproteinen die aaneengevoegd worden tot nieuwe membranen of
groeien nieuwe membranen door aanvoeging van molekulen aan be-
staande membranen, hoe fuseren zij, hos worden zij afgebroken?

Als secreeteiwit door blaasjes vervoerd wordt van het RER naar het
Golgi-complex wordt ook membraan van het ene naar het andere ge-
bied verplaatst (membraanverschuiving is trouwens ook denkbaar als
buisjes de verbinding tussen de twee gebieden vormen). Er wordt ook
membraan verplaatst in de Golgi-gebieden als daar de cisternen index-
daad opschuiven van de onrijpe naar de rijpe zijde. Aan de rijpe zijde
nemen de concentratievacuolen membraan mee. Dit alles resulteert’in
een nettomembraanverplaatsing van het RER naar de concéntratier
vacuolen,

De verplaatsing gaat gepaard met verandering in de hoeveelheid
membraan. De vorming van nitbochtingen in de overgangselementen
van het RER die de Golgi-blaasjes zullen worden, vergt toevoeging van
membraanelementen. Dit kan ter plaatse of elders in het RER ge-
schieden. In het Golgi-gebied daarentegen moet membraan verwijderd
worden. De hoeveelheid membraan die nodig is om het getranspor-
teerde eiwit te verpakken is immers kleiner wanneer eiwit in grote
vacuolen dat gebied verlaat dan wanneer het in vele kleine Golgi-
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blaasjes binnenkomt, Ook uit concentratievacuolen moet membraan
worden verwijderd. De secreeikorrels bevatien immers meer eiwit per
volume-eenheid dan de vacuolen: per gewichtseenheid eiwit neemt dus
de hoeveelheid membraan verder af, totdat het indikkingsproces vol-
tooid is,

Gezien de verschillen in funktie tussen de membranen van het RER,
het Golgi-gebied en de concentratievacuolen kan men zich niet ont-
trekken aan de gedachte, dat deze membranen ook in samenstelling
zullen verschillen. Er zijn bij de chemische analyse inderdaad verschil-
len gevonden tussen membranen van het RER, het Golgi-gebied en
secreetkorrels. In de elektronenmikroscoop is waargenomen, dat de
rnembraan van de secreetkorrels dikker is dan die van het RER en dat
de toeneming in dikte in het Golgi-complex plaats vindt (zie ook het
hoofdstuk van Daems). Dit alles impliceert dat de membranen tijdens
de verplaatsing van RER naar Golgi-gebied en van het laatste naar de
secreetkorrels niet onveranderd blijven, Dit impliceert dat niet alleen in
het RER of in de overgangselementen daarvan membraandelen wor-
den (in)gebouwd, maar ook elders.

Opbouw en verwijdering van membraan spelen dus een rol in het
transport. De membraanvermindering in de concentratievacuclen
komt althans ten dele tot stand door een zichtbaar proces: membraan-
delen van de vacuolen buigen naar buiten en snoeren zich af tot blaasjes
met cen diameter van 20 nm. Deze blaasjes en de membraangebieden
waaruit zij ontstaan, vertonen aan de cytoplasma-kant haaks op de
membraan staande uitsteckseltjes, Deze bekleding heeft,hun de Engelse
naam ‘coated vesicles’ verschaft (fig. 9). ‘

Vindt tijdens het transport van se¢reeteiwil vorming, verplaatsing en
verwijdering van membraan plaats, ook de secretie zelf impljceert ver-
plaatsing en verwijdering van membraaﬁl Exbcytoie 1mmr; s houdt in
dat de korrelmembraan wordtingevoegd in de plasm,amémbraan Als
de uitbreiding van de celmembraa‘n mct-ge?compenseerd zou worden
door verwijdering van c‘elmembraan zoutde cel te wiid in haar jas
komen te zitten. Overduldeluk geldt dit veor’ de cel met gestimuleerde
secretie, die binnen 2 udr de 'membraan van honderden korrels aan
haar buitenmembraan toevoegt (waarbij de cel ook nog een iets kleiner
volume krijgt door het verlies van die korrels!). Juist in de gestimuleer-
de klierce! is zeer goed waarneembaar, dat de omhullende membraan
wordt ‘ingenomen’, en wel op drie manieren (Kramer & Geuze, 1974).

Gedurende de eerste twee uren na aanbieding van de stimulerende
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Fig. 9. De membraan van een concentratievacuole (CV) wordt verkleind door-
dat gedeelien ervan, voorzien van een ‘coat’, naar de cytoplasmatische mairix foe
witbuigen (pijlen) en afsnoeren als ‘coated vesicles’. L. humen, G: Golgi-gebied,
mvh: ‘multivesicular body’ (EM, rattepancreas) (Opname Centrum Medische
Elekironenmikroskopie, Utrecht. )

stof vertoont de celtop diepe inhammen ; bochtige kanalen die de diep-
te van de cel ingaan, ontstaan uit de series van exocytosen. Dg. wahd
van zo’n onregelmatig kanaal stoot plaatselijk tegen zichzeif en ver-
smelt dan ter plaatse, waardoor de dieper gelegen delen van die kanaien
tot vrije, grote en kleine vacuolen worden (fig. 10). Deze kunnen fuseren
met andere vacuolen die op gelijke wijze tot stand zijn gekomen. De
hoeveelheid overtollig membraan die in deze vacuolen kan worden op-
geslagen neemt toe door een eigenaardig proces. De membraan van de
vacuole buigt op vele plaatsen in naar de holte van de blaas. Vervolgens
snoeren deze kuiltjes zich van de vacuolewand af, waardoor Z7ij blaasjes
binnen de vacuole worden. Zo ontstaan wat in het Engels ‘multivesi-
cular bodies (MVB)’ heten, structuren waarin zeer veel overtollig
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Fig. 10. Van de diepe inham (bijl) vd@, het Iy men (L), di*e dutstaan is doov exo-
eytose van secreetkorrels, snoeren zich bIazgn"( B) af. G: Golgi-gebied, 5G: se-
creetkorrel (EM, mr.tepanml‘eqy 3urenna stimuﬁzriyg met pilocarpine ). ( Opname
Centrum Medische Elektronenmifcroskopie, Utrechr. )

L v ¥
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membraan kan worden opgeslagen (fig. 2, 9 en 13). Waarschijnkijk
fuseren de MVB’s met de reeds eerder genoemde lysosomen, waarvan
de afbrekende enzymen daarna de membranen verteren. Als dit inder-
daad het einde van overtollig membraan zou zijn, wordt het weinig
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Fig. 11. Diepe instulpingen (i) van de membraan aan de zijkant van cel 2 ver-
brokkelen aan het einde tot blaasjes. Ferritine was in de ruimte om en tussen de
cellen 1, 2 en 3 gedrongen en vandaar in de instulpingen. De aanwezigheid van
Serritine in de blaasjes ( zwarte stippen ) bewijst de endocytotische oorsprong (EM,
ratiepancreas, 3 uren na stimulering mef pilocarpine en 30 min na ferritine-aan-
bod). (Opname Centrum Medische Elektronenmikroskopie, Utrecht )
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waarschijnlijk dat membraandelen in hun geheel worden gebruikt voor
nieuw te vormen membranen. Dan zal voor de nieuwe vorming gebruik
moeten worden gemaakt van moleculaire bouwstenen, die o.a. vrij-
komen uit de lysosomale afbraak van overtollig membraan (zie ook het
hoofdstuk van Daems). Op deze manier ontdoet de cel zich snel van een

Fig. 12. Een gebiedmet veel *coated vesicles’ (e.v.) in de top van een pancreascel.
B: endocytotische blazen, CV: concentratievacuole, SG: sekreetkorrel, L: humen
{ EM, rattepancreas, 3 uren na stimulering met pilocarpine). (Opname Centrum
Medische Elektronenmikroskopie, Utrecht.}
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groot deel van haar omhulling die na secretiestimulering plotseling
sterk vergroot was.

Er is een tweede manier. Gedurende de eerste uren na de stimulering
wordt een deel van de aan de celtop nitbreidende celmembraan naar de
zijkanten van de cel verschoven en daar opgevangen in een toenemende
plooiing van de membraan. Overtollig membraan wordt dan ‘inge-
nomen’ door de vorming van buisvormige instulpingen tot diep in de
cel (fig. 11). Aan het einde daarvan verbrokkelt de buis in talrijke, klei-
ne vacuolen. Ock deze vacuolen versmelien met de lysosomen.

Op de beschreven twee manieren raakt de cel het merendeel van het
overtollige membraanmateriaal kwijt. Een derde manier heeft waar-
schijnlijk in aanvulling op de eerder beschrevene tot doel een nauw-
keuriger aanpassing van celomhulling aan celinhoud te bewerkstelli-
gen. Vooral rond het derde wur na de stimulering wordt dit derde pro-
ces waargenomen. De membraan van de celtop vertoont vooral dan
kleine kuiltjes die zich tot blaasjes in het cytoplasma afsnoeren. De
blaasjes, evenals de kuiltjes, vertonen haaks op de membraan dezelfde
vitsteekseltjes die reeds genoemd zijn bij de bespreking van de mem-
braanvermindering van de concentratievacuolen (fig. 12). De vorming
van ‘coated vesicles’ die daar de membraan verkleint blijkt ook een rol
te spelen bij de aanpassing van de buitenmembraan.

Uit de voorgaande beschrijving mag niet de conclusie worden ge-
trokken, dat overtollig membraan onder alle omstandigheden in de
lysosomen terecht komt en daar afgebroken wordt. Er zijn aanwijzin-
gen dat in andere gevallen overtollige membraanstukken niet afge-
broken, maar ergens in de transportweg weer gebruikt worden voor de
vorming van nieuwe membranen.

Onderzockmethoden 1T /

Hoe is men te weten gekomen dat de cel op drie manieren haar omhul-
ling aanpast aan haar volumen? Met de elektronenmicroscoop ziet
men in beelden van de cel wel membranen, maar of die zich verplaatsen
en of zij dat doen in de richting van dan wel naar de plasmamembraan
1s uit die statische beelden niet op te maken, Om daar een indruk van te
krijgen worden twee hulpmiddelen toegepast. Het eerste bestaat hieruit
dat in de omgeving van de cel grote molekulen worden gebracht, die in
de elektronenmicroscoop zichtbaar zijn door hun grootte en niet door
de plasmamembraan heen kunnen diffunderen. Als de plasmamem-
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Fig. 13. Een groot lysosoom (links van Ly), beladen met ferritine (zwarte stip-
pen) en een ‘multivesicular bedy’ (mvh}, waarin ook ferritine aanwezig is. Ferri-
tine was ingespoten in de kliergangen en heeft de genoemde structuren via endp-
cytose vanuit het lumen bereikt ( EM, rattepancreas, 3 uren na stimulering met
pilocarpine, 30 min na ferritine-aanbod) . (Opname Centrwn Medische Elekiro-
nenmikroskopie, Utrecht.)
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braan naar binnen wordt getrokken en door afsnoering vacuolen doet
ontstaan, zullen de componenten van de buitenwereld in de vacuolen
gevangen raken. De kunstmatig in de buitenwereld gebrachte gemerkte
molekulen worden dan in de vacuolen waargenomen. Stoffen die hier-
voor gebruikt worden zijn vooral ferritine (een eiwit met ijzeratomen,
die samen een verstrooiende hinderpaal vormen voor de in de elek-
tronenmicroskoop doorgaande elektronen en daardoor in het beeld
weergegeven worden) en peroxydase (een enzym waarvan de ligging in
coupes gemakkelijk cytochemisch zichtbaar gemaalkt kan worden door
een reactieprodukt met elektronen-verstrooiende werking). Als derge-
lijke molekulen binnen de cel worden waargenomen moeten zij daar
door endocytose terecht zijn gekomen. Als zij ook nog te zien zijn in de
lysosomen moet de endocytotische vacuole met die structuyur gefuseerd
zijn (fig. 13). Men kan ferritine en peroxydase door injectie in de bloed-
baan via het bindweefsel bij de onderkant en de zijkanten van de cel
brengen en zo is het endocytotisch proces van de zijkant bestudeerd. Zij
kunnen ook door inspuiting in de klierholte bij de top van de kliercel
gebracht worden en zo zijn de twee typen van endocytose daar bestu-
deerd.

Een tweede methode berust op het aanbrengen van ‘kleurstof” in of
op de buitenmembraan. Onder kleurstof wordt in de elektronen-
microscopie een stof verstaan, die zich aan celkomponenten hecht en
elektronen verstrooit. Het zout lanthanumnitraat (La(NOs)s) kan als
het in de celomgeving wordt gebracht niet in de cel binnendringen maar
zich wel binden met de plasmamembraan, Het zware metaal (atoom-
gewicht 139} verstrooit sterk de elektronen van de microscopische
bundel. Als de plasmamembraan naar binnen getrokken wordt, neemt
men elektronen-dichte intracellulaire membranen waar. De herkomst
van die membranen is dan bekend. Deze kleurstof kan ook via-de
bloedbaan en via de klierholte bij de cel worden gebracht. .~ - !

Samengestelde eiwitten

Het proces van transport van een eiwit van de ribosomen, waar het ge-
synthetiseerd is, naar de oppervlakte van de cel, waar het exocytotisch
wordt uvitgescheiden, is in het voorafgaande beschreven. Secretie-
produkten zijn echter vaak niet puur eiwit in de zin van macromole-
kulen die louter en alleen opgebouwd zijn it aminozuren in peptide-
binding. In zeer veel gevallen zijn aan het eiwitmolekuul andere

143




molekulen verbonden: koolhydraten en/of vetten. Men spreekt dan
van glycoproteinen, lipoproteinen of glyco-lipoproteinen. De kool-
hydraat- en vetdelen van het samengestelde eiwit staan dwars op de
aminozuurketen (fig. 14).

De koolhydraten bestaan zelf ook uit ketens van suikermolekulen.
Al naar gelang het aantal en de lengte van die ketens is de verhouding
tussen aminozuren en suikers verschillend. Er zijn glycoproteinen,
waarvan de suikers slechts een gering deel van het gewicht vormen; er
zijn er ook waar dat 6074 is. Voorbeelden van glycoproteinen zijn de
slijmstoffen die door de epitheelcellen en klieren van het spijsvertering-
en ademhalingkanaal worden uitgescheiden. Ook in het bloed komen
ze voor, uitgescheiden door de levercellen, met koolhydraatgehalten
variérend van 0,5 tot 45%. De gonadotrope hormonen van de hypo-
fysevoorkwab zijn ook glycoproteinen (2074 koolhydraat), evenals het
thyrotrope hormoon (daarentegen zijn het corticotrope en het reeds
eerder vermelde mammotrope hormoon alleen uit aminozuren opge-
bouwd). De lipoproteinen komen in het bloed voor, door de lever uit-
gescheiden. Het vetaandeel varieert van 43 tot zelfs 9375,

De vorming van samengesteld eiwit verschilt naar de aard van het
secretieprodukt en van de cel die het maakt. Als voorbeeld volgt hiertot
slot een beschrijving van de manier waarop glycoproteinen gevormd
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Fig. 14. De hechting van een sutkerketen {acetyigalactosamine en galaciose) aan
de eiwitketen, door middel van de glycosydylbinding tussen galactosamine en
serine of threoning. R* = serine of threonine.
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en getransporteerd worden, Dat begint weer met de synthese van een
aminozuurketen op de ribosomen, die aan de membranen van het RER
gehecht zijn. Het eiwit wordt weer door de membraan in de holte van
de cisterne geschoven. Het eerste suiker van ieder van de dwarsketens
van koolhydraat wordt dan vastgemaakt, meestal aan de aminozuren
threonine, serine of asparagine, door toedoen van een enzym dat deel
nitmaakt van de membraan van de RER-cisterne (volgens sommige
onderzoekers wordt het al in het riboscom aan de nog grociende ami-
nozuurketen bevestigd). In speeksel- en maagslijm en in melkeiwit is
dat eerste suiker galactosamine (fig. 14), in immunoglobuline zowel
galactosamine als glucosamine, in thyroglobuline daarentegen man-
nose! g

Dt eerste suikermoleknul wordt door een volgend enzym weer her-
kend als een aanhechtingsplaats voor het tweede suikermolekuul. Dan
volgt hierna het derde suikermolekuul, door een derde enzym. Deze en-
zymen (transferasen geheten) vindt men vooral in de membranen van
de Golgi-cisternen (hoewel ze misschien ook wel in de membraan van
het RER voorkomen}. Vooral daar worden de koolhydraat-zijketens
van de glycoproteinen verlengd (fig. 15). In de slijm-producerende cel-
len worden voornamelijk galactose en galactosamine in de keten op-
genomen. Tenslotte worden eindstandig nog twee bijzondere kool-
hydraatmolekulen aangehecht: fucose en siaalzuur. Ook dit geschiedt
in de (rijpe) Golgi-cisternen. In de plasmacel, die zoals we reeds ver-
meldden geen opslag van secretieprodukt kent, wordt het eindstandig
fucose pas aangehecht vlak voor het moment van de secretie (Meichers,
1971). Ook plantecellen scheiden polysacchariden (echte polysacha-
riden en glycoproteinen) af voor de vorming en het enderhoud van de
celwand. De eerste, cellulose en hemicellulose, worden niet echt ge-
secerneerd, maar aan de oppervlakte van de cel door toedoen van
enzymen in de plasmamernbraan gevormd uit glucose, respectievelijk
xylose, Pectine daarentegen — het koolhydraatgedeelte van het glyco-
proteine, bestaande uit galactose, galacturonzuur en arabinose — ont-
staat in het Golgi-systeem (Bowless & Northcote, 1972) en wordt van
daar uit in concentrerende vacuolen naar de celmembraan getranspor-
teerd, waar het exocytotisch wordt uitgescheiden (Vian & Roland,
1972). Buiten de cel raken cellulose, hemicellulose en pectine-eiwit met
nog andere stoffen (lignine bijvoorbeeld) vervlochten tot een stevig
netwerk dat de celwand vormt.

Uit deze beschrijving blijkt dat de cel voor de aanhechting aan eiwit
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pitheelcel, waarin de koolhydradt-bevattende Structuren ‘ghklewrs 'z ( volgens
Thiéry). De Golgi-blaasjes {(GB) zijn 3wak geklpyrd. De Gdlgi-cisternen (GC)
worden sterker gekleurd naarmate zij meer nox de “rijpe’ zijde (rechts) liggen.
Concentratie-vacuolen { linksonder CV) en sécréetlforrels {SG) bevatien kool-

hydraat in grote concentratie ( EM,'raz.c_e'maag).. { ?pname Centrum Medische

Fig. 15, Structuren rond en in het Golgi-geblied inteen z{g"mvo;me’de maage-

Elefctronenmifcroskopie, Utrecht.), e
S

van suikermolekulen — en waarschijnlijk ook van vetmolekulen - de
transportweg van eiwit gebruikt als een lopende band, waarlangs
arbeidzame enzymen het voorbijschuivende produkt verder vervol-
maker.
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Slotopmerkingen

Door zoveel mogelijk verschillende celtypen als voosbeeld te gebruiken
is geprobeerd duidelijk te maken, dat het beschreven systeem van intra-
cellulair transport en exocytotische secretie algemeen voorkomt, bij
mens, dier en plant. In alle gevallen is cen eiwitketen de basis van de
geiransporteerde en uitgescheiden stof. Andere molekulen of mole-
kuulketens kunnen daaraan verbonden worden, soms in zo grote mate
dat het eiwitaandeel chemisch gesproken onbelangrijk wordt.

Het systeem speelt een grote rol in de opbouw van multicellnlaire
organismen, omdat langs deze weg verbindende, stevig-makende en
communicatie verzorgende stoffen worden vervaardigd en buiten de
cel gebracht. Dank zij dit systeem kan de cel haar milieu beinvloeden,
zodat het een multicellulaire organisatie mogelijk maakt. Het trans-
port- en secretiemechanisme blijkt goed beveiligd te zijn. Abnormale
vormen ervan komen voor zover thans bekend niet voor, gezien het feit
dat ziekten op basis van defecte cellulaire secretiemechanismen niet be-
kend zijn. Moge dat zo blijven.
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Opnameprocessen en grensvlakken

W. TH.V Daems

Inleiding

In het grensvlak van de cel en haar omgeving wordt bepaald wat welen
wat niet, en bovendien op welke wijze, materiaal door de cel zal worden
opgenomen. Ook wordt in dit grensvlak, dat gevormd wordt door de
plasmamembraan, bepaald wat het verdere lot van het opgenomen
materiaal zal zijn, met andere woorden, in welke van de zeer talrijke
stofwisselingsprocessen van de cel het zal worden geintroduceerd. Op-
merkelijk is dat deze stofwisselingsprocessen plaatsvinden naast elkaar,
evenwel zonder elkaar te storen. Dit is mogelijk, doordat de cel ver-
deeld is in talrijke compartimenten, welke van elkaar en van de cyto-
plasmatische matrix zijn gescheiden door membranen. De verschillen-
de compartimenten kunnen gegroepeerd worden tot systemen, zoals
het systeem dat e kern en het endoplasmatisch reticulum omvat en dat
belast is met de synthese van voor de eigen cel of het organisme nood-
zakelijke macromolekulen, en het systeem waarin het lysosomale ap-
paraat en eventuele secreet-granula de belangrijkste dnderdelen vor-
men. leder van deze beide — van het cytoplasma deeluitmakende —
systemen, ook aangeduid als respectievelfjk dg endoplasmatische
ruimte en de exoplasmatische:ruimté (ﬁg.' 13 De Duve,,19d9), omvat
verschillende onderdelen waartussen, hetzij door ;perrri’a.ﬁbhte, hetzij
door tijdelijke verbindingén, oﬁi;;lerlifi‘g? pverdracht van materiaal
mogelijk is. P e

De vraag rijst, op welke wijze de verbindfngen tussen de beide sy-

i o1 [4 !

Verklaring van de in de foto’s gebruikte afkortingen: N = kern; cyt = cyto-
plasmatische matrix; m = mitochondrium; gly = glycocalix; G = Golgi-
systeem; er = endoplasmatisch reticutum; L. = lysosoom; mv = microvillus;
lum = capillairlumen; b = bacterie-bevattend fagosoom.
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ENDQPLASMATISCHE RUIMTE

EXOPLASMATISCHE RUIMTE

plasmameambraan
- glycocalyx

o)

endocytose

exocytose

EXTRACELLULAIRE RUIMTE

= cytoplasmatische matrix
dikke membraam

= dunne membraarm

—= = moieculair transport

Fig. 1. Schematische voorstelling van de verdeling van de cel in een endoplasma-
tische ruimte en een exoplasmatische ruimte. De membranen die de elementen
van de endoplasmatische ruimte begrenzen: de kernmembranen en de membranen
van het endoplasmatische reticulum hebben een relatief geringe dikte (zie ook
fig. 5en 6), de membranen van de exoplasmatische ruimie: de membranen van
Iysosomen, fagosomen en secreetkorrels zijn daarentegen van het “dikke’ type (zie
ook fig. 2-4, 6. In het Golgi-apparaat, dat de siuis vormi tussen beide comparti-
menten, treedt een geleidelijke verandering in de dikte van de membranen op.
{ Naar Jacques, 1969b.)

stemen in de cel en tussen de onderscheidene onderdelen binnen beide
systemen worden gerealiseerd. Hiertoe beschikt de cel over-twee
mechanismen: versmelting van compartimenten en afsnoering van
een deel van een compartiment. Dank zij deze mechanismen is tran-
sport van materiaal mogelijk waarbij de betreffende compartimenten
gesloten blijven. Naast deze mechanismen bestaat echter een derde
mogelijkheid, namelijk die van transport door membranen heen (zie
Schoffeniels, 1969). Niet alleen voor de plasmamembraan, maar
ook bij het transport van materiaal van de exoplasmatische ruimte naar
de cytoplasmatische matrix speelt dit laatste mechanisme een uiterst
belangrijke rol (zie fig. 1}. De tijdelijke verbindingen tussen de endo-
plasmatische en de exoplasmatische ruimte laten slechts een verkeer in
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één richting toe, en wel nitsluitend van de endoplasmatische naar de
exoplasmatische ruimte. Zoals later besproken zal worden, is deze
‘sluis’-functie gelokaliseerd in het Golgi-systeem.

Voor een beschouwing over opnameprocessen en grensvlakken
dienen we echter eerst meer te weten over het belangrijkste, bij de
vorming van grensvlakken in en om de cel betrokken structuur-ele-
ment: de biologische membraan met eventueel daaraan gehechte
macromolekulen.

Biologische membranen

Biologische membranen tonen in de elektronenmicroscoop ¢en drie-
lagige structuur: iwee donkere fagen, gescheiden door een lichte tussen-
ruimte (fig, 2 en 3), het geheel wordt vaak aangeduid als de zogenaamde
‘unit membrane’ (zie Robertson, 1973). De dikte van de membranen
wisselt, afhankelijk van de plaats van de membraan in de cel: plasma-
membranen hebben een diktie van circa 10 nm, evenals de membranen
van de exoplasmatische ruimte. Daarentegen hebben de membranen
van mitochondria, van de endoplasmatische ruimte en van een deel van
het Golgi-apparaat een dikte van 5-7,5 nm (fig. 3 en 6). Hierbij moet
worden aangetekend, dat zowel de in de elektronenmicroscoop zicht-
bare structuur van de membraan als de dikie ervan in belangrijke mate
wordt bepaald door de gebruikte fixatie enjof kleuring (Elbers, 1964;
Sjéstrand, 1971).

Dit fenomeen hangt nauw samen met de chemische samenstelling
van de biologische membranen, die besiaan it een hoog georganiseerd
complex van lipiden en eiwitten. Ligt voor de lipidgn — in de meeste
dierlijke cellen voor een belangrijk «deel fosfolipiden en cholesterol —
het ‘skelet’ van de biologische imembiaan vasﬂ de hijdrage van de eiwit-
molekulen is omvangrijker. Zij kunnen Eowe! in de membrdan aanwe-
zig zijn als structuureiwitten, dan wel f‘:pzymatisch}actiei',zfjﬁ en daar-
mee de specifieke functie van de tﬁémbrqia;l bepaler. In dit laatste geval
kan de membraan naast e functie van een chemische of mechanische

L

I r !
Fig. 2. Deel van de borstelzoom van een epitheelcel van de dunne darm. Duideljk
is zichtbaar, dat de microvilli witstulpingen van de plasmamembraan zijn, welke
ook in dif geval de karakteristicke drie-lagige structuur tooni.

Zowel op als tussen de microvilli bevindt zich de glycocalyx, die zichtbaar is als
een gebied van vezelig materiaal. Vergroting 120.000 X .
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barriére ook zorgen voor ruimtelijke ordening van de verscheidene
enzym-molekulen en daardoor de basis leggen voor een zo efficiént
mogelijk verloop van het metabole proces, waarbij deze enzymen be-
trokken zijn.

Aanvankelijk leek het elektronenmicroscopisch onderzoek van
membranen, door het zichtbaar maken van een unit-membrane-struc-
tuur, het zogenaamde ‘Danielli-Davson-medel” te steunen, waarbij de
biologische membraan gezien wordt als een bimoleculaire laag van
lipiden, die met hun hydrofobe vetzuur-ketens naar elkaar gekeerd zijn
en de polaire groepen bedekt hebben met een laag eiwitmolekulen. De
juistheid van dit ‘sandwichmodel’ wordt echter in toenemende mate
betwist en het lijkt waarschijnlijk, dat de feitelijke structuur van de
membraan een meer complexe en varfabele ordening toont dan in eerste
aanleg verwacht was. Naast de drie-lagige structuur van membranen
worden dan cok membraan-structuren beschreven die wijzen op een
globulaire structuur van de lipide/eiwit complexen, Voorts wijst het
feit, dat na vet-extractie in sommige gevallen de drie-lagige structuur
van membranen behouden blijft, op een penetratie van eiwitmolekulen
in de lipiden-dubbellaag (Richter & Scarpelli, 1971).

Helaas heeft onderzoek met de elektronenmicroscoop een drie-tal
artefacten opgeleverd : het organisatiepatroon wordt verstoord door
de chemische fixatie, lipiden worden ge€xtraheerd in de dehydratie-fase
(zie Appendix) en tenslotite is het bij de gebruikelijke kleur-methoden
onmogelijk om met voldoende specificiteit, molekulen van zeer geringe
afmetingen zichtbaar te maken. In relatie met wat volgen zal, moet
tenslotte worden vermeld, dat biologische membranen een zeer speci-
fiek organisatic-patroon paren aan een zeer hoge turnover van de
samenstellende molekulen. Aangetoond is dat bijvoorbeeld in levet-
parenchymeellen van de rat, die een leeftijd van vele maanden kunnen
bereiken, de halfwaardetijd van eiwitmolekulen van de mitochondriale

Fig. 3. Deel van het opperviak van een macrofuag. Duidelik is de driclagige
structuur van de plasmamembraan zichtbaar. Mer witzondering van een geringe
hoeveelheid vezelig materiaal, mist het celopperviak een glycocalyx, vergelifk-
baar met die welke getoond’is in fig. 2. Vergroting 270.000 x .

Fig. 4. Na kleuring met ruthenium-rood, dat in de eleltronenmicroscoop als

donker materiaal zichtbaar is, blijki evenwel op de buitenzijde van de plasma-
membraan wel kleurbaar materigal aanwezig te zijn. Vergroting 270.000 x.
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membranen negen dagen bedraagt en die van het endoplasmatische
reticulum en de plasmamembraan slechts drie dagen. De halfwaarde-
tijd van de fosfolipiden wijkt af van die van de eiwitten, die overigens
ook onderling weer verschillen, Met andere woorden, niet alleen dat de
membraan-bestanddelen — met behoud van de specifieke aard van de
membraan — voortdurend worden vernieuwd, de snelheid van deze
vervanging wisselt van molekuulsoort tot molekuulsoort.

De plasmamembraan

De grens tussen de cel en het extra-cellulaire milien wotdt gevormd
door de plasmamembraan. Aan de betekenis van de plasmamembraan
zou echter tekort worden gedaan, wanneer deze uitsiuitend beschouwd
zou worden als een passief grensvlak. In werkelijkheid vervult de plas-
maimembraan een rol bij het actieve transport van tonen en molekulen
van en naar de cytoplasmatische matrix, een proces ten behoeve waar-
van de cel niet zelden het celoppervlak vergroat of door de vorming
van talrijke vingervormige uitsteeksels of microviili (fig. 2), of door
instulpingen van de plasmamembraan. Ook spelen — meestal tjdelijke —
differentiaties van de plasmamembraan een rol bij het introduceren
van materiaal in de exoplasmatische ruimte, dan wel — in omgekeerde
richting — bij het overbrengen van secretie-produkten it de exoplas-
matische ruimte naar het extracellulaire millieu (zie fig. 7 in het hoofd-
stuk van Kramer).

Ten behoeve van deze laatste twee transport-processen beschikt de
cel over een aantal mechanismen, die gemeen hebben, dat zij berusten
op membraan-fusie, d.w.z. het vermogen van de plasmamembraan te_
versmelten, hetzij met membranen uit de exoplasmatische ruimte.in

' geval van exocytose {zie het hoofdstuk van Kramer) of met zichzeif a

Fig. 5. Deel van een macrofaag. De opname toont de belangrijkste elemenien van

de endoplasmatische ruimte {de beide membranen die de begrenzing van de kern

(N) vormen en het met ribosomen (piilen) bezette endoplasmatisch reticulum

(er) ) en een deelvan een mitochondrium (m) waarin de aanhechting van een crista

aan de binnenmembraan fragi zichtbaar is. Duidelijk tonen de membranen van deze
| celorganellen, die een vergeifkcbare dikte hebben, een drie-lagige structuur. De
twee pijlpunten geven de plaats van een kernporie aan, waarbij een sterretje de uit-
trede van materiaal vanuit de kern (N) naar hei cytoplasma aanduidt. Zie voor
een schemarische afbeelding van kernporién fig. 4 in het hoofdstuk van James.,
Vergroting 130.000 « .
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zoals in het geval van endocytose.

De term endocytose is ingevoerd (De Duve, 1963) als vervanger voor
termen als: fagocytose, pinocytose, micropinocytose, etc. De reden
hiervan was, dat al deze processen een vergelijkbare morfologische
karakteristick tonen, namelijk instulping en afsnoering van de plasma-
membraan (fig. 7). Hoe aanitrekkelijk de term endocytose ook mag
zijn (Jacques, 1969a), er is reden om aan te nemen, dat er fundamentele

! verschillen bestaan tussen fagocytose, pinocytose en micropinocytose
(North, 1970; Cohn, 1971). Zo leidt remming van de ATP-produktie
tot onderdrukking van pinocytose door macrofagen, terwijl de opname
van bacterién of erythrocyten d.in.v. fagocytose daardo/or niet wordt
beinvioed. Het basisprincipe van alle endocytose-processen is, dat de
plasmamembraan, hetzij door uitstulping (fig. 811}, hetzij door in-
stulping (fig. 7, 14 en 15}, een deel van de extracellulaire ruimte af-
zondert. Bjj voortzetting van dit proces zal de plasmamembraan zich-
zell ontmoeten en wordt aldus de omhulling van het op te nemen
materiaal vrijwel volledig gemaakt. Tenslotte zullen de omhullende
delen van de plasmamembraan elkaar raken en treedt membraanfusie
op (fig. [2en 16). Het feitelijk effect van deze membraanfusie is, dat het
op te nemen materiaal zich nu in een door plasmamembraan omgeven
ruimte bevindt (fig. 13, 17 en 18), welke dieper in de cytoplasmatische
matrix van de cel zal worden getransporteerd. Dit transport vindt
plaats middels een nog nict geheel begrepen mechanisme, waarbij wel-
licht direct onder de celmembraan gelegen fibrillaire eiwitten een be-
langrijke rol spelen.

Op dit basisprincipe zijn cen aantal structureel en functioneel te
onderscheiden opnameprocessen geént. Bij fagocytose (MetchnikofT,
1883), die het langst bekend is en met de lichtmicroscoop waar tg

i nemen is, neemt de cel door het vitstulpen van pseudopodién of sluiers
niet-oplosbare deeltjes op (fig. 8—13). Bij Protozoa komt voed}elop-,:
name tot stand d.m.v. fagocytose. Daarentegen bedienen fagocyten,
zoals de witte bloedcellen, zich van dit mechanisme wanneer het gaat
om het onschadelijk maken van schadelijke micro-organismen. Karak-

Fig. 6. Elementen van de endoplasmatische ruimie: mitochondrium (m) en en-
doplasmatisch reticulum (er) begrensd door een drie-lagige membraan (kleine
piflties), welke van het dunne type zijn. Dit in tegenstelling fot de plasmamem-
braan (grote pijl), welke van het difcke rype is. Vergroting 150.000 .
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Fig 7. Schematische voorsteiling van de opname van materiaal door een cel (a—c )
en de versmelting van een fagosoom (links) met een lysosoom (rechis) (d-f).
Vergelifk met fig. b

teristiek voor fagocytose is, dat de grootte van het tepglotte gevormde
fagosoom bepaald wordt door de omvang van het opgenomen materi-
aal (North, 1970}, dit in tegenstelling tot pidocytgse, waar de grootte

van het fagosoom van te voren vastgesteld gkt te zijn. 4 !
Pinocytose (Lewis, 1931;'Stockem & WohlfahrtBottérmann, 1969)
onderscheidt zich vooral van fagocytosg deerdat de plasmamembraan
‘s ’ o 4’ ’ ‘g '1‘
L -

- . [}
Fig.8-13. Verschillende fasen wagﬁmdeabmmevan ‘een latexbolletje door een
macrofoag verioopt. Na hechting van het bolletje aan het celopperviak (fig. 8)
omhult de cel het op te nemen deeltje door witstulpingen van het celopperviak
(fig. © en 10, pijlen). Nadat het latex-bolleije vrijwel geheel is omhuld (fig. 11),
vindt volledige afsnoering plaats (fig. 12) en bevindt het opgenomen materiaal
zich in een, in de cytoplasmatische matrix gelegen, vacuole (fig. 13). Vergroting
28600 x.
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Fig. 14-17. Verschillende fasen van de vorming van ‘coa;ec% vesicles’. Instulping
van een deel van het celopperviak (fig. [4), waarbij het opvalt dat het ingestulpte
deel wél bezet is met een ‘coating’ (pilpunten) ! doch de rest van de omgevende
plasmamembraan niet. Vergroting van het ;nge.gt lpte%‘ee! en vergfaalsing dieper
in de cytoplasmatische matrix'(fig. 15), geyaarjgaan mert ey, leining van het

contacigebied met het extracelinlaire miliew. Vrjwel campletd aj'.s'noen’ng van de
/

verbinding tussen het endocy{asg-blmsje qn bed celopperviak (fig. 16). Tensioiie
bevindt zich ket blaasje aly een volledig van het celopperviak losgemaakie struc-
tuur in de cytoplasmatisclie matrix (fig. 17). Vdrgroting 140.000 x.

‘ : . L

! .
s " r !

&

zich instulpt én aldus een gegeven hoeveelheid materiaal, na afsnoering
van de instulping, in de cel introduceert. Afhankelijk van de grootte
van de instulping spreekt men over macropinocytose en micropino-
cytose. Micropinocytose heeft betrekking op blaasjes met een door-
snede van ongeveer 0,1 pm en is — in tegenstelling tot de macropino-
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Fig. 18. *Coated vesicle” die zodanig is geﬁxeerd dat de drze-lagtge SLFUCIUUF van
de membraan zichtbaar is. Duidelik is dat de membraan die de wand van het
*coated vesicle’ vormt {enkele pijl) in dikte overeenkomt met de plasmamembraon
(dubbele pijfl). De pijlpunten geven de karakieristicke ‘coating’ aan. Vergroting
165.000 x.

Fig. 19. Diacytose in een endotheelcel, die deel witmaaks van de wand van een
capiliar. (Voor een schematische afbeelding zie fig. 2 in ket hoofdstuk van
Voogd van der Straaten). Gladwandige biaasjes, gevormd door instulpingen van
de plasmamembraan, transporteren in de richting van de piflen materiaal vanuit
het capillaivlumen (fum) naar de andere zijde van de endotheelcel, waar door
versmelting met de plasmamembraan de blaasjes het opgenonen materiaal weer
afstaan. Vergroting 50.000 x.

cytose — derhalve uitsluitend met de elektronenmicroscoop te bestu-
deren (fig. 14-19). Hoewel van oudsher onder pinocytose verstaan
wordt het opnemen van vloeibaar materiaal, is thans met zekerheid
vastgesteld, dat ook niet-oplosbare deeltjes, mits van niet te grote af- ;
metingen, door middel van macro- en zelfs micropinocytose k}mnen
worden geéndocyteerd. :
Hoewel fagocytose en pinocytose leiden tot lysosomale afbraak van
het opgenomen materiaal (zie p. 169), worden niet alle vormen van
micropinocytose door introductie van het opgenomen materiaal in
lysosomen gevolgd. Darmcellen van pasgeboren zoogdieren bijvoor-
beeld nemen y-globuline-molekulen middels pinocytose op uit het
darmlumen en transporteren deze van de apicale naar de basale zijde
van de cel, waar ze worden afgestaan gan de perifere circulatie. Ook in
endotheelcellen van bloedcapillairen worden — naast het transport via
de intercellulaire ruimten — gladwandige micropinocytose-blaasjes
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gevormd voor het transport van maleriaal door de wand van de
capillair (fig. 19). In geen van beide gevallen vindt versmelting van de
micropinocytose-blaasjes met lysosomen plaats. Deze processen zijn
beschreven onder de naam ‘cytopempsis’ (het drinken door de czl) of
‘diacytose’ (het transport door de cel).

De glycocalyx

De cel heeft het vermogen om extracellulair materiaal te herkennen als
‘zelf’ of ‘niet-zeil”, waardoor wordt bepaald of dit materiaal al dan niet
moet worden gefagocyteerd en vernietigd.

Dit vermogen is gevestigd in de ‘cell coat’ of glycocalyx, een laag
macromolekulen die koolhydraten bevatten, op de buitenzijde van de
plasmamembraan (fig. 1, 2, 20-22; Kraemer, 1971). Afhankelijk vande
structuur van deze macromolekulen worden zij verdeeld in drie groe-
pen (zie Barrett, 197}; Rambourg, 1971): (1) de siaalzuur-bevattende
glycoproteinen, waarin het eiwit-deel het grootste aandeel heeft, (2) de
meestal gesulfateerde mucopolysacchariden, die meer koolhydraat dan
eiwit bevatten en (3) de glycolipiden. De structuur van de glycocalyx
wisselt sterk van celtype tot celtype. Zij loopt uniteen van omvangrijk
(100500 nm dik) en filamenteus in het geval van darmepitheelcellen
(fig. 2) tot nauwelijks waarncembaar (Bennett, 1969a; fig. 4).

De vraag doet zich voor of de glycocalyx nu wel of niet een integraal
deel van de plasmamembraan vormt (Benedetti & Delbaufte, 1971).
Loshiervan kan worden vastgesteld, dat de hechting van de glycocalyx
aan de plasmamembraan in sterkte wisselt, afhankelipk van het celtype.

]

*

Fig. 20. Lichtmicroscopische oppame van j z!heqlcelién van de dinne darm. De
borstelzoom, bestaande yit macrovzlh wordj door de pykm aa gelg,even Vergro-
ting 2.000 x. : ¢

Fig. 21, Ltchtm:croscapzsche opname van @p’lthee!cellen van de dunne darm, ge-
kleurd mer zilver voor het’aantonen van de g!}:coFalyx Vergelykmg met fig. 20
toont, dat deze als een donkere laag op de inicrovilli qanwezig is. Vergroting
2.000 x. . v - !

Fig. 22. Elektronenmicroscopische opname van het apicale deel van een epitheel-
cel van de dunne darm. De in fig. 20 getoonde borstelzoom bijkt inderdaad uit
vingervormige microvilli te bestaan, welke, zoals te verwachten was uit de resul-
taten getoond in fig. 21, met een dikke glycocalyx (gly) bedekt zijn. Vergroting
35.000 x.
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Terwijt de glycocalyx van de epitheelcellen van de darm vrijwel niet van
de microvilii te verwijderen is, kan slechts met de grootste voorzorgen
worden voorkomen, dat de glycocalyx van bijvoorbeeld Kupffer-cellen
(macrofagen in de lever) van de plasmamembraan losraakt. De grote
betekenis van de glycocalyx is gelegen in het feit dat de informatie-
inhoud, die besloten ligt in de structuur van eiwit-molekulen, in be-
langrijke mate vergroot kan worden door de toevoeging daaraan van
bepaalde koolhydraatketens. Op deze wijze kan een grote hoeveelheid
specifieke informatie op het celopperviak worden vastgelegd (Whaley
et al., 1972).

Iedere cel maakt met behulp van het Golgi-apparaat zijn eigen glyco-
calyx (fig. 23), en bepaalt door de chemische samenstelling van de
glycocalyx zijn eigen individualiteit. Zodoende bepaalt de glycocalyx
in feite het ‘sociale gedrag’ van cellen. Bovendien draagt de glycocalyx
de antigene eigenschappen van een gegeven celiype. Kortom, het aan-
tat functies dat aan de glycocalyx kan worden toegeschreven is zeer
groot en het heeft er alle schijn van, dat de karakteristicke eigenschap-
pet1 van de plasmamembraan niet alleen door de samenstelling van de
membraan zelf, maar vooral ook door de daaraan verbonden macro-
molekulen van de glycocalyx, althans ten dele, bepaald worden door
een genetisch vastgelegd assemblage-proces in het Golgi-apparaat.

In darmepitheelcelien bevat de glycocalyx enzymen die door hydro-
lyse eiwitten gu koolhydraten afbreken tot brokstukken, die de plas-
mamembraan kunnen passeren. Terzijde moet worden opgemerkt, dat
de plasmamembraan weliswaar de cel van haar omgeving afgrenst,
doch dat gespecialiseerde celcontacten communica%ti'e tussen aangren-
zende cellen mogelijk maken. Metname de zogenaamde “gap junction’
of ‘nexus’ (zie het hoofdstuk van Jongkmd) spgelt hierbij een belang-
rijke rol (McNutt & Weinstein, 1973 . 1 , !

Tenslotte dient te worden vermeld ciat Zieh me}alleeh A4dn de buiten-
zijde van de plasmamembraan macrqrg‘@»lbkulen bevinden die de func-
tie van cellen bepalen, maar’ dat ook aap de directe binnenzijde struc-

R P f
[ A !
Fig. 23. Golgi-apparaat i een epitheelcel van de dunne darm. In de richting van
de pijl neemi de kleurbaarheid van de inhoud van de Golgi-cisterna {pijftkoppen)
toe, Met behulp van cytochemisch onderzoek kon aangetoond worden, dat het ge-
kleurde mateviaal glycoproteinen zijn, bestemd voor de glycocalyx van deze epi-
theelcelien (zie fig. 22). Het wransport van de glycoproteinen naar het celopper-
viak vinde plaats met behuip van blaasjes. Vergroting 60.000 = .

164




65

1




tuurelementen aanwezig zijn, die hierbij een belangrijke rol spelen, met
name de microfilamenten die direct onder de plasmamembraan zijn
gelegen en wellicht uit contractiele eiwitien bestaan. Aan dit systeem
wordt onder meer de beweeglijkheid van het celoppervlak bij de endo-
cytose en exocytose toegeschreven (Wessells et al., 1971)

De endoplasmatische ruimte

De onderdelen van de endoplasmatische ruimte zijn betrokken bij de
synthese van macromolekulen. Eiwitten voor secretie worden geprodu-
ceerd in de ribosomen, die aan bepaalde membranen van het ruwe ER
(RER) zijn gehecht (fig. 5). Deze eiwit-molekulen worden vervolgens
door viistulping en afsnoering van de - nu van ribosomen verstoken —
ER-membraan in membraanomgeven blaasjes naar, of in de nabijheid
van, het Golgi-apparaat gebracht (fig. 2 in het hoofdstuk van Kramer).
In deze fase van het synthese/transport proces vindt de overgang tussen
endoplasmatische en exoplasmatische ruimte plaats (fig. 1) en worden,
zo nodig, aan de eiwitten kooThydraten of lipiden gehecht.

De rol van het Golgi-apparaat in het verbinden van de endoplasma-
tische en exoplasmatische ruimte is thans met zekerheid vastgesteld
{Northcote, 1973). Met behulp van autoradiografische methoden kon
bijvoorbeeld aangetoond worden, dat in het Golgi-systeem (het Golgi-
apparaat en hgt omringende gebied tezamen) aan de macromolekulen
van de glycocalyx de uiteindelijke vorm gegeven wordt door koppeling
van al dan niet in het Golgi-apparaat gesynthetiseerde koolhydraten
aan eiwit molekulen. Inderdaad is het mogelijk om e aanwezigheid
van koolhydraten in elementen van het Golgi-apparaat aan te tonen
(fig. 23) evenals in daarvan afgeleid¢ blaasj &s. Vogprts kon worden vast-
gesteld, dat de vorming van secreefkonrels ich afspedt,ilf het Golgi-
systeem (zie fig. 15 in het hopfdstuk \{'an Kramef}. Dé'ptoduktie van
primaire lysosomen (zie-p. 171)vwordg gveneens in *het Golgi-systeem
voltooid, zoals onder m@er' zichtbaar kon worden gemaakt in rijpende
witte bloedcellen {granulocyten) (Cohn & I.kedorko, 1969). Het is ver-
der vrijwel zeker, dat ook bif de vérming vah de elementen waaruit de
plasmamembraan is opgebouwd, het Golgi-systeem een sleutelpositie
inneemt.

Zoals alle membraanbegrensde compartimenten van de cel toont
ook het Golgi-apparaat een grote dynamiek. Berekend kon worden,
dat in slijmbekercellen van de darm het gehele Golgi-apparaat iedere
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40 minuten geheel vernicuwd wordt. Het is derhalve duidelijk, dat het
Golgi-systeem geen passieve sluis is waarin het produkt een statische
‘pijplijn’ doorloopt, doch dat het in tegendee! een actieve rol speelt bij
het overbrengen van materiaal van de endoplasmatische naar de exo-
plasmatische ruimte. In overcensternming hiermee toont het Golgi-
apparaat dan ook een onmiskenbare polariteit (Fig. 23). De ‘vormende’
{onrijpe) zijde shiit aan op elementen van het endoplasmatische reti-
culum, de ‘secernerende’ (rijpé) zijde daarentegen staat in contact met
elementen van de exoplasmatische ruimte. Met nadruk zij overigens
vastgesteld, dat ook hier, evenals elders in de cel, de contacten tussen
compartimenten altijd van tijdelijke aard zijn en wel zodanig, dat het
afgesloten karakter van ieder der compartimenten behouden blijft.

De exoplasmatische ruimte

Dat het Golgi-systeern de brug vormt tussen endoplasmatische en exo-
plasmatische ruimte wordt morfologisch aantoonbaar door een ver-
andering in de dikte van de membranen die het systeem begrenzen
(fig. 1). In overcenstemming met de ‘sluisfunctie’ van het Golgi-
systeem nemen de aanvankelijk dunne membranen van de Golgi-
elementen in dikte toe, naarmate zij de met de exoplasmatische ruimte
verbonden ‘rijpe fase’ naderen. Het is aannemelijk, dat de tot verdik-
king leidende verandering in de configuratie van de membranen ten
grondslag ligt aan, dan wel een voorwaarde is voor, de membraan-
fusies die tenslotte tot de vorming van de elementen van de exoplasma-
tische ruimte leiden. Oprnerkelijk hierbij is, dat fusies tussen membra-
nen van de exoplasmatische ruimte enerzijds en endoplasmatische
ruimte anderzijds nooit zijn aangetoond; het is alsof membranen een
zekere verwantschap in moleculaire bouw moeten bezitten om v;rsmel-l
ting mogelijk te maken. i

In overeenstemming met de onderlinge gelijkenis tussen de mem-
branen van de exoplasmatische ruimte vinden regelmatig fusies plaats
tussen de verschillende elementen daarvan, zoals bij endocytose en de
daaropvolgende gebeurtenissen. Dit proces verloopt in de volgende
fasen: allereerst vindt herkenning van het ‘niet-zelf-karakter van het
op te nemen materiaal plaats (Parsons & Subjeck, 1972; Coleman &
Finean, 1973) en treedt hechting op van dit materiaal aan het celopper-
vlak (fig. & en 25; Bennett, 1969b). De grote betekenis van deze hech-
ting is, dat dit zowel aan de specificiteit van het opnameproces ten
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) goede komt als de doelmatigheid ervan bevordert. De endocytose van
vloeistoffen daarentegen toont slechts een geringe, zo enige, specifici-
teit (Jacques, 1969a). In de tweede fase stulpt, zoals reeds is beschreven,
i een deel van de plasmamembraan in en wordt met het op te nemen
materiaal afgesnoerd.

Op deze wijze wordt een zogenaamd ‘fagosoom’ gevormd (fig.
7, 25, 27 en 30) waarmee een stuk extra-cellulair milieu in de cyto-
plasmatische matrix wordt geintroduceerd, veilig opgeborgen binnen
een membraan die oorspronkelijk deel nitmaakte van de plasmamem-
braan. De invaginatie van de plasmamembraan wordt waarschijnlijk
geinduceerd door het contact tussen het op te nemen materiaal en het
celoppervlak en is, in tegenstelling tot de hechting, een energievragend
proces, dat eisen stelt aan de stofwisseling van de cel.

Vervolgens zullen één of meer fagosomen met één of meer [ysosomen
versmelten door onderlinge membraanfusies (fig. 26-28). Opgemerkt
moet worden, dat onder normale omstandigheden geen versmelting
optreedt tussen de membraan van lysosomen en de plasmamembraan.
Blijkbaar treden echter gelijktijdig met de vorming van fagosomen
zodanige veranderingen op, dat de lysoscom-membraan en de fago-
scom-membraan elkaar ‘herkennen’ en tot fusie kunnen overgaan.
Als gevolg hiervan komi de inhoud van een fagosoom met de inhoud
van een lysoscom in contact (fig. 29-32) en wordt het opgenomen en te
destrueren materiaal toegankelijk gemaakt voor de lysosomale hy-
drolytische enzymen.

Lysosomen zijn obligate onderdelen van de exoplasmatische ruimte
in vrijwel alle cellen, Biochemisch en morfologisch onderzoek heeft
aangetoond, dat er verschillende ‘soorten’ lysosomen bestaan die in
een aantal groepen te onderscheiden zijn (Daems et al., 1969). Alle lyso-
somen hebben gemeen dat zij een groot aantal zure hydrolasg‘n’bevat?
ten, welke door een enkelvoudige, relatief dikke membraan van de
cyloplasmatische matrix en van de andere compartimenten in de cel
gescheiden zijn. De lysosomale hydrolasen tonen een zodanig grote
verscheidenheid, dat alle verbindingen waaruit de levende cel is op-

Fig. 24. Deel van een macrofaog uit de buikholte van een cavia. De cel bevat de
gebruikelijke celorganellen: de kern { N}, mitochondria (m), elementen van het
endoplasmatisch reticulum (er) en een Golgi-apparaat (G ). Het celopperviak ix
bezet met talrijke microvilli (piflen). Vergroting 17.000 x.
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gebouwd door deze enzymen kunnen worden afgebroken, Deze aan-
wezigheid van een membraan-begrenzing, die de rest van de cel tegen
deze enzymen beveiligd, is derhalve uiterst zinvol. Dit temeer waar de
laag-moleculaire produkien van de lysosomale afbraak de lysoscom-
membraan wél kunnen passeren.

In de ‘lysosoom-familie’ is de meest prille telg het zogenaamde ‘pri-
maire lysosoom’, een celorganel dat uitsluitend hydrolytische enzymen
bevat en nog niet betrokken is geweest bij de fusie met een fagosocom
(fig. 31). Zeker is dat alle primaire lysosomen uit het Golgi-systeem
afkomstig zijn, waar nict alleen aan de in het endoplasmatisch reti-
culum gesynthetiseerde enzymeiwitten een koolhydraat-component
wordt aangeboden, maar waar zij ook verpakt worden in door een
enkelvoudige membraan omgeven blaasjes, Primaire lysosomen kun-
nen, athankelijk van het celtype waarin zij voorkomen, ¢en grote mor-
fologische verscheidenheid tonen, uiteenlopend van kleine, meestal
met ‘borstels” bezette blaasjes, welke inderdaad vaak in de buurt van
het Golgi-apparaat worden gevonden, tot vrij grote celorganeilen,
zoals voorkomen in granulocyten,

Na een fusie met een fagosoom ontstaat een secundair lysosoom
(fig. 26), dat, vooral in kwantitatieve zin, het belangrijkste onderdeel
van het lysosomale apparaat is, In tegenstelling tot bijvoorbeeld de
mitochondrieén, die een vaste basisstructuur hebben waarop slechts in
beperkte mate variaties mogelijk zijn (zie Ontwikkelingen in de mole-
culaire biologie, 1966), wordt de morfologie van een lysosoom bepaald
door het materiaal dat zij door fusie met een fagosoom hebben ver-
worven, De structuur van een lysosoom is dus afhankelijk van de func-
tie die het vervult. Lysosomen in de milt, bijvoorbeeld, zijn betrokken
bij de afbraak van erythrocyten en hebben daardoor een andere struc-
tunr dan de lysosomen in epitheeleellen van de schildklier,/waarin

. i

Fig. 25. Deel van een soortgelijke cel als getoond in figuur 24, doch gefixeerd in
het proces van endocyiose van colloidaal thorium. De verschillende stadia van
endocytose zijn duidelijic zichtbaar : buiten de cel gelegen groepies thorium-deeltjes
(kleine pijlen) hechten zich aan het celopperviak (dubbele pijlen), worden op-
genomen in instulpingen van hel celopperviak (grote piflen) en bevinden zich na
enige tijd in dicht onder ket celopperviak gelegen blaasjes (dubbele pijlkoppen).
De dieper in het cytoplasma gelegen grotere vacuolen met thorium-deelijes zijn
ontstaan door versmelting van dergeliflce kleine blaasjes (zie ook fig. 30}. Ver-
groting 17.000 =<,
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Fig, 26. Schematische voorstelling van de verschillende fasen, waarin versmelting
van endocytose-blaasjes tot een fagosoom (a-b) en de fusie van het resulterende
fagosoom met een lysosoom (c—d) verloapt. Vergelijk met fig. 27-28 en fig. 29-32.

Fig. 27 en 28. Een door een granulocyt opgenomen bacterie (b) bevindt zich in
een membraan-omgeven vacuole (fig. 27). In de buurt daarvan bevinds zich een
(eveneens door een membraan omgeven) lysosoom (L ). Beide deeltjes zullen zich
in de richting van de pijlen bewegen, waarng tenslotte versmelting van de beide
membranen volgt { pijlen) (fig. 28). Vergelijk met figuur 26. Vergroting 80.000 x .
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thyroxine wordt vrijgemaakt uit thyroglobuline,

In het secundaire lysosoom wordt het door de cel opgenomen ma-
teriaal indien mogelijk* afgebroken door de lysosomale enzymen. De
laag-moleculaire afbraakprodukten van eiwitten, nucleinezuren en
koolhydraten kunnen het lysoscom verlaten via de lysoscom-mem-
braan en komen dan dus terecht in de cytoplasmatische matrix waar zij
beschikbaar zijn voor synthetische activiteiten elders in de cel {fig. 1}.
Belangrijk hierbij is dat de cel op deze wijze toch over een functionele
koppeling vanuit de exoplasmatische ruimte naar de endoplasmatische
riimte beschikt, een koppeling, die de op destructie gerichte activiteit
van de lysosomen dienstbaar kan maken aan constructieve processen
in de cel. Onverteerbare resten van de lysosomale afbraak blijven echter
in het secundaire lysosoom achter, it leidt ertoe, dat bij herhaalde in-
schakeling van een secundair lysosoom in katabole processen in de cel
zich hierin in-toenemende mate resten kunnen ophopen.

Mede als gevolg hiervan zal het secundaire lysosoom verouderen en
overgaan in de laatste fase van zijn ontwikkeling: het ‘restlichaampje’
(Engels: residual body). Zoals te verwachten is, is de vorming van rest-
lichaampjes gebonden aan de levensduur van de cel en zullen in ounder
wordende cellen meer restlichaampjes gevonden worden dan in jonge
cellen. Daarom kan men ook verwachten dat in cellen van bijvoor-
beeld de lever en hartspier bij oudere individuen veel lipofuscine-pig-
ment voorkomg, een celcomponent die als rest van lysosomale activi-
teit wordt beschouwd.

Kan de ophoping van lipofuscine als een ‘fysiologische’ stapeling
worden beschouwd, als aangeboren afwijking kan ?ich ook ‘patholo-
gische’ stapeling voordoen. In deze gevallen treedt sterke vergroting
van lysosomen op door het ontbrekgn van eén hydrolytisch enzym, dat
onder normale omstandigheden in hew lysosoom -aanwpzig is (Hers &
Van Hooff, 1969). De meeit voorkomende, op ditprindipt gebaseerde
ziektebeelden zijn de mucopolysacchgrjdpsen waarbij het enzym dat
verantwoaordelijk is voor de zufe hydrolyse van mucopolysacchariden
afwezig is. Als gevolg hiervan hopen zich if de lysosomen, met name

[ A !

y

1. Metaal-colloiden, koolstofdeeltjes, latexbolletjes, etc. worden door de cel
middels endocytose opgenomen en komen derhalve in lysosomen terecht. Zij
zijn echter onaantastbaar voor lysosomale enzymen en zijn aldus bruikbaar als
‘model’ om de verschillende endocytose-processen en het lot van opgenomen
materiaal in het lvsosomale apparaat te bestuderen (Daems et al., 1969).
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32
Fig. 29-32. Tonen gen lysosoom (fig.29) en een fugosoom, ontstaan als reswitaat
van de opname van thorium-deeltjes door de cel (fig. 30), het product van een
recente versmelting tussen fagoscom en [ysesoom (fig. 31) en de tenslotte op-
tredende menging van de inhoud van het lysosoom en het fagasoom (fig. 32} Ver-
groting 30.000 x . - 7

van lever, hartspier, skeletspier en darm grote hoeveelheden mucopo-
lysacchariden op.

Lysosomen zijn niet alleen betrokken bij de afbraak van door de cel
opgenomen ‘vreemd’ materiaal, zij vervullen ook een functie bij af-
braak van materiaal van de cel zelf, zowel bij de ‘turnover’ van te ver-
vangen cel-organecilen (autofagie) als bij de regulatie van secretoire
activiteiten van cellen (crinofagie). Bij autofagie wordt een celorganel
of een groter deel van het cytoplasma door een membraan omhuld en
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treedt fusie tussen deze structuur en een secundair of pritnair lysosoom
op (Ericsson, 1969). Bij crinofagie vindt directe versmelling plaats tus-
senr de membraan van een secreefgranulum en die van een lysosoom
{Farquhar, 1969). In beide gevallen treedt vervolgens afbraak van het
cel-eigen materiaal op die volledig identiek is aan het verloop na endo-
cylose. Aangenomen wordt, dat het proces van autofagie de cel in staat
stelt in perioden van voedseltekort eén deel van haar eigen structuur-
elementen af te breken om bouwstenen te verwerven ten behoeve van
noodzakelijke anabole processen.

Conclusie

De door membranen begrensde compartimenten van de cel beschikken
over een uitermate efficiént organisatiepatroon, De hoge mate van
ordening biniien deze compartimenten en de mogelijkheid tot het tijde-
Iijk aanbrengen van ruimtelijke relaties tussen de onderdelen van deze
compartimenten, waarborgen een optimaal functioneren van de cel.

Appendix: EM-technicken

Een zekere bekendheid met preparcermethoden bij gebruik van de
elektronenmicroscoop in de biologie is noodzakelijk voor het waar-
deren van de informatie-inhoud van de verkregen beelden en voor het
inzicht in de beperkingen daarvan (Daems, 1974a). Bij de standaard-
methode wordén ultradunne coupes vervaardigd van in kunsthars in-
gebed materiaal. Vooraf worden de in het weefsel paanwezige macro-
molekulen door chemische fixatie gestabi]i§eerd. Het meest gebruikte
fixatief, dat tevens contrastverhogend werkt, is het osmiugtetroxide,
al dan niet voorafgggaan doot een fixa}ie mét glukaara!ﬁc;@de. Nade
fixatie wordt het materiaal in algohol ontwaterd &n gloo'rd’renkt met de
ongepolymeriseerde kunsthars. Vervalgbhs wordt de kunsthars bij
60°C gepolymeriseerd. Van de daardoor ¥etharde weefselstukjes kun-
nen dan in een speciaal daartbe geconstrueerd ‘ultramicrotoom’ m.b.v.
glazen of diamanten méssen coupds met een dikte van 30-90 nm wor-
den gesneden, welke op metalen gaasjes (Engels: grids) met een dia-
meter van 3 mm worden opgevangen om in een elektronenmicroscoop
te worden bestudeerd.

Daar biologisch materiaal in het algemeen in de elektronenmicros-
coop een gering contrast heeft, is ‘kleuring’ met zware metalen als lood
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en uraninm noodzakelijk. Het beeld dat in de elektronenmicroscoop
van het te bestuderen materiaal verkregen wordt, is dan ook in feite een
afbeelding van de verdeling van deze zware metalen over het weefsel.
Met andere woorden, de afbeelding van cellen en celorganellen is sterk
athankelijk van de specifiteit van deze kleuring (Daems, 1974b). Ook
de aard van het gebruikte fixatief kan hierbij een rol speien. Met nadruk
moet worden vastgesteld, dat ongekleurd materiaal, tenzij het een
eigen contrast bezit, niet in de elektronenmicroscoop zichtbaar is. De
alfwezigheid van contrast wijst derhalve niet noodzakelijkerwijs op de
afwezigheid van materiaal.

Teneinde eventuele artefacten als gevolg van de” prepareerme-
thode op het spoor te komen, kan chemisch gefixeerd materiaal
worden vergeleken met zeer snel bevroren, d.w.z. fysisch gefixeerd
materiaal. Mits bepaalde voorzorgen worden genomen, legt een derge-
lijke fysische fixatie celstructuren onmiddellijk vast. Uit de bestudering
van kunstmatig in het bevroren materiaal aangebrachte breukvlakken,
kunnen betrouwbaarder conclusies worden getrokken over de bouw
van levende cellen dan met chemische fixatie mogelijk is. Inzicht in de
chemische bouw van cellen kan echter met deze zogenaamde vries-ets-
methode (Moor, 1969) niet worden verkregen. Chemische fixatie en
vries-etsen zijn in feite complementair. Een bijkomend voordeel van
het vries-etsen is dat met deze methode een min of meer ruimtelijk
beeld wordt verkregen. Verder biedt met name voor het bestuderen
van de structuur van membranen de vries-ets methode belangrijke
voordelen (Benedetti & Delbauffe, 1971; Mihlethaler, 1971).
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! Informatieoverdracht

1. F. JONGKIND

Inleiding

Organismen zijn over het algemeen in staat, veranderingen van hun
milieu op te vangen en te compenseren, zodat ze ogenschijnlijk, onver-
anderd blijven voortbestaan. In de hiérarchie van regelsystemen van
het diertijk organisme die voor deze stationaire toestand zorgen, zijn de
; hoofdrollen toebedacht aan het zenuwsielsel en het endocriene sys-
' teem. De lichaamsvloeistoffen, zoals bloed, lymfe en interstiti€le vioei-
stof, spelen bij de neurale en endocriene regulatie een essentiéle rol bij
de overdracht van de moleculaire boodschappen tussen de orgaan-
systemen onderling.

Naast deze interne communicatickanalen op macroniveau, waarbij
boodschappen over grotere afstand via de lichaamsvloeistoffen wor-
den voortgelei{i, zijn ook op microniveau cel-interacties aanwezig
waardoor het organisme zijn stationaire toestand t.0.v. een verande-
rende buitenwereld kan handhaven en verschuivingen in zijn milieu
kan compenseren. Een bekend voorbeeld van een rebks celcontacten
wazarbij een organisme zich uit een ongunstige omgeving kan verplaat-
sen naar een gunstige, is de zogenaamde reﬂéxboqg. De receptor, die de
signalen van buiten opvangt; leidt zijn elektrische bopds#hap via de
sensibele zenuwcel, het interneuron eﬂ de motoxﬁsche"'cé'llen naar de
spieren, die op hun beurt het org‘z‘gnisri}é_.'ﬁaar gen anfer milieu kunnen
1 | verplaatsen {fig. 1). (=~ T
j De celcontacten waarvan bij de reflexbodg sprake is bevinden zich
i tussen de zenuwcellen anderfing efr worden dynapsen genoemd. De in-
formatieoverdracht via deze synapsen geschiedt met behulp van bood-
schappermolekulen (transmitters).

Naast deze chemische informatieoverdracht tussen cellen is ook een
elektrische mogelijk. Elektrische informaticoverdracht speelt een klei-
ne rol bij de prikkeloverdracht in het zenuwstelsel. Elektrofysiologisch
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Fig. I. De componenten van de reflexboog. De signalen die door de receptor
worden opgevangen, wovden voorigeleid via de sensibele zenuwcel en interneuron
naar de motorische voorhoorncel van de effector. De neuronen maken functioneel
conract met elkaar doov middel van synapsen. Het cellichaam van de sensibele
zenuweel Hgt buiten et centrale zemiwstelsel, het gehele interneuron ligt daar-
binnen, evenals het cellichaam van het molornevron. Per motorneuron zin gemid-
deld 2000 imternenronen beschikbaar.

is aangetoond dat de betekenis van de elektrische overdracht groot is
bij cellen van andere prikkelbare weefsels, zoals hartspier en gladde
spier. De membranen van de cellen van deze weefsels bezitten speciale
elementen waarlangs het ionentransport tussen deze cellen zou kunnen
verlopen.

Recent is door Loewenstein (1970} een nieuwe vorm van communi-
catie onidekt, waarbij naast elkaar liggende cellen van niet-prikkelbare
weefsels via specifieke membraanveranderingen direkt met etkaar ip
conlact staan. Het is zeer waarschijnlijk dat deze celcontaclen een grole
rol spelen bij het transport van metabolieten en andere stoffen die de
celactiviteit reguleren, Daardoor kan de aanwezigheid van deze celcon-
tacten van essenticel belang zijn voor de regulatie van de vroeg-em-
bryonale ontwikkeling en de afwezigheid daarvan een verklaring kun-
nen vormen voor de ongeconiroleerde groei van bepaalde soorten
tumorweefsel.
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Chemische informatieoverdracht

Het statische synapsmodel

Het aantal zenuwcellen (neuronen) in de hersenen en het ruggemerg
van de mens lijkt ontzagwekkend groot: 109 of 10.000.000.000. Dit
aantal cellen is echter betrekkelijk klein als men bedenkt dat het aantal
levercellen zeker 50 maal zo groot is, terwijl de populatie rode bloed-
cellen bij de mens het 2000-voudige kan bereiken (een 10 dagen oude
rat van circa 20 g bevat eveneens in totaal 10'° cellen). Het zenuwstelsel
onderscheidt zich echter van alle andere weefsels door het grote aantal
functionele contactplaatsen (synapsen) tussen de neuronen onderling,
waardoor een grote integratie-capaciteit ontstaat. De synaps bestaat
uit een presynaptische membraan, een intercellulaire ruimte (synaps-
spleet) en een postsynaptische membraan. Via de synaps vindt in één

Fig, 2. Motorische voorhoorncel met presynaptische zenuwuiteinden: 1 = kern;
2 = nucleolus; 3 = cellichaam (perikaryon), 4 en 5 = presynaptische zentw-
witeinden met verschillende neurotransmitters; 6 = axon.
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richting een chemische informatieoverdracht plaats van het ene neuron
op het daaropvolgende. De informatieoverdracht van cel op cel ge-
beurt hoofdzakelijk door boodschappermoleculen (transmitters), die
door het impulsaanvoerend neuronuiteinde worden afgegeven, en via
de synapsspleet op de receptoren van het postsynaptische element
worden ontvangen en herkend. Hoewel er een aantal van dergelijke
transmitters bekend zijn, is het duidelijk, dat elke zenuwcel slechts één
soort transmitter kan afgeven. Postsynaptisch kan een zenuwcel echter
de boodschappen ontvangen van verschillende soorten zenuwen, dus
receptief is een zenuwecel niet specifiek voor één hepaalde transmitter
(fig. 2).

Het totaal aantal synapsen in het menselijk zenuwstélsel wordt ge-
schat op circa 10'%. In aanmerking genomen het aantal zenuwcellen
(1019, zou het schema van de reflexboog (fig. 1) dan ook pas compleet
kunnen heten, indien aan dat schema worden toegevoegd de 10.000
synapsen die gemiddeld op elke zenuwcel aanwezig zijn. Sommige,
zogenaamde centrale neuronen dragen zelfs veel meer dan 10.000
synapsen op hun opperviak. Zo ontvangt één Purkinje-cel in het cere-
bellum de informatie van 200.000-300.000 andere neuronen. Qok de
pyramidecellen in de hersenschors (70.000-80.000 synapsen per cel)
hebben een formidabel aantal contactmogelijkheden. Veel motorische
voorhoorncellen, die de skeletspicren van informatie voorzien, ont-
vangen hun boedschappen via 30.000-40.000 synapsen (fig. 2). Per
motorneuron zijn gemiddeld 2000 interneuronen beschikbaar (Nauta
& Karten, 1970).

De ontwikkelingen in de elektronenmicroscopie en de neurochermie
hebben de laatste tien jaar een belangrijke biidrage geleverd aan het
onderzoek naar bouw en functie van de synaps. Hoewel natuurlijk een
te verwaarlozen aantal synapsen uit de overvloed is geanalyseerd, blijkt
dat de bouw van de onderzochte synapsen grote onderlinge a¥ereen-
komsten vertoont (fig. 3). Het presynaptische, knopvormige zenuw-
uiteinde dat een inhoud heeft van circa 10 um?, is herkenbaar aan kleine
blaasjes van 40-50 nm. Zowel het pre- als het postsynaptische zenuw-
uiteinde is bedekt door glia- of steuncellen. Op de plaats van de synaps
(circa 1 um?) liggen pre- en postsynaptische membranen tegenover l-
kaar zonder tussenliggend gliaweefsel. Het aantal synaptische blaasjes
dat in een presynaptisch uiteinde zit, is gemiddeld 10.000.

Het blijkt dat, afhankelijk van de fixatie van het weefsel, de blaasjes
motfologisch kunnen verschillen. De inhoud van sommige blaasjes is
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Fig. 3. Synaps: 1 = presynoprisch zenwwuiteinde; 2 = POSISYRQpLisch zeruw-
deel; 3 = glia- of steuncel; 4 = synaptische blaasjes en mitochondrién: 6 =
neurotubuli; 7 = postsynaptische membraan; 8 = presynaptische membraan;
9 = synapsspleet.

na een bepaalde fixatie voorzien van een elektronendichte stof, terwijl
blaasjes van andere presynaptische zenuwuiteinden onder identieke
preparatieve dmstandigheden geen elektronendichte inhoud vertonen.
Deze verschilleh in het elektronenmicroscopische beeld worden toe-
geschreven aan chemische verschillen in transmitter van de verschil-
iende soorten biaasjes. De elektronendichte blaasjes bevatten als bood-
schapper de verschillende monoamines zoals noradrénaline, dopamine
of S-hydroxytryptamine, terwijl de zwak contrasterende blaasjes zeker
acetylcholine, maar ook mogelijk andere i\eurot’t‘ransmittfrs kunnen
bevatten (fig. 4). De‘vele mitochondriéntzijn een amtler bestanddeel van
het presynaptische uviteinde. Zij zijn in‘hqge concentratic aanwezig en
duiden op een sterke metabole,aciivitfgit"' dit zenuwuiteinde. Recent
elektronenmicroscopiSCfi onderzoek, waarblj nieuwe kleuringsmetho-
den werden gebruikt, heeft waarschijnlijk gamaakt dat de presynapti-
sche membraanverdikkingen, zoals die normaal worden waargenomen,
op een specificke membraanorganisatic berusten. De verdikkingen,
ongeveer 60 nm hoog, zijn met elkaar verbonden door elektronendicht
materiaal, en in de presynaptische membraan geplaatst als hoekpunten
van een gelijkzijdige drichoek met een zijde van 80 nm (zie fig. 5). Men
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Fig. 4. Neurotransmiiters en candidaat-iransmiiiers.

neemt aan dat deze presynaptische membraanverdikkingen het synap-
tische blaasje geleiden naar het onverdikte deel van de presynaptisc}ie
membraan, de ‘synaptopore’, waarna de inhoud in de Synapssp}eé't kan
worden nitgestort, g !

De synaptische spleet, die tussen pre- en postsynaptische membra-
nen aanwezig is, en die ongeveer 20-30 nm overbrugt (de helft van de
middellijn van een synaptisch blaasje), is meestal gevuld met een fibril-
lair elektronendicht materiaal, waarvan de functie nog niet geheel dui-
delijk is.

In het postsynaptische element, waarin zich ook veel mitochondrién
kunnen bevinden, komen verdikkingen voor in de membraan van
waaruit filamenten zich kunnen uitstrekken tot in het onderliggende
cytoplastma.
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Fig. 5. Organisatie van de presynaptische membraan; I — presynapiische mem-

braan; 2 = synaptische spleet; 3 == postsynaptische membraan; 4 = synaptisch
blaasje; 5 = presynaptische membraanverditiing.

De contactplaats van zenuw en spier, de motorische eindplaat (ook
wel neuromusculaire synaps genoemd), vertoont duidelijke paralleilen
met die tussen zenuwcellen onderling (fig. 6). Ook hiergziin veel blaasjes
te vinden in het terminale zepuwuiteinde. Via cen wijdere spleet dan bij
zenuwen onderling (50-100 nm) wordt de bpodschap overgebracht op
het poslsynaptische splereiement Er zijn echter ook meeg duidelijke
verschillen tussen synaps .en’ motons&ne elhdpf t. Aﬂlereerst is het
aantal synaptische blaasjes in het terminale axorf veel groter (germid-
deld 250.000), maar ook hét con,tactopf]erﬂak tussen zenuwuiteinde en
spiervezel is zeker 1000 fhaal groter Bovehd;en wordt de ruimte tussen
de twee membranen van de motor_lsche emdplaat voot een deel opge-
vaild door de basaalmembraan van de splervezel De postsynaptische
membraan van de spiervezel vertoont op de plaats van de eindplaat
specificke membraanveranderingen, waardoor instuipingen in het
oppervlak ontstaan. Deze vouwen in de postsynaptische membraan
worden bedekt door de continue basaalmembraan, maar worden niet
gevolgd door de membraan van het presynaptische zenuwcelelement,
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Fig. 6A. Moiorische eindplaat: I = zenuwuiteinde; 2 = sarcoplasma; 3 =
spicrfibrillen.
Fig. 68 Detail uir fig. 64: 1 = presynaptisch zenuwuiteinde met synaptische
blaasjes en mitochondrién; 2 = sarcoplasma met mifockondridn, 3 = synaps-
spleet met basaalmembraan.

In het presynaptische zenuwelement, maar ook in het postsynaptische
spierelement, ziin veel mitochondrién aanwezig die door hun grote
aantal cen sterke metabole activiteit suggereren,

Het chemisch onderzoek van de synaps heeft zich de laatste 10 jaren
vooral kunnen ontwikkelen dank zij nieuwe biochemische scheidings-
methodes, die door de twee onderzoekers De Robertis (Argentini®)en
Whittaker (Engeland) onafhankelijk van elkaar voor zenuwwetlsel zija
uitgewerkt. Met behulp van deze biochemische methode, die gebruik
maakt van gradiéntcenirifugatietechnicken (zie het hoofdstuk vaa
Kramer), werd het mogelijk de zenuwuiteinden te scheiden van ander-
soortig zenuwmateriaal, Zo kon een redelijk zuivere suspensie van
synapsen worden verkregen, die behalve de terminale presynaptische
zenuwdelen, ook nog de daaraan gehechte postsynaptische membra-
nen bevatte (fig. 7). Het bijzondere van deze geisoleerde presynaptische
uviteinden was, dat de presynaptische membraan zich afsloot direkt
nadat dit uiteinde door de homogenisatie van de zenuw was losge-
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Fig. 7. Synaptosoom. 1 = presynaptisch dafgesioten zenuwuiteinde; 2 —= post-
synaptische membranen; 4 = synaptische blaasjes; 5 = mitochondrién.

maakt, zodat de inhoud, dus ook de synaptische blaasjes, behouden
bleel. Dere zakjes, die door Whittaker synaptosomen werden ge-
noemd, kunnen dus beschouwd worden als kunstmatige kernloze cel-
fragmenten. De synaptosomen zijn osmotisch intact en kunaen zwellen
en barsten nadat ze vanait hun isotone omgeving, waarin ze zijn geiso-
leerd, in watet worden gesuspendeerd. Hierbij komt ingesloten cyto-
plasmatisch materiaal, zoals synaptische blaasjes en mitochondrign,
vrij en het synaptosoom met aangehechte postsynaptische membraan
blijft leeg achter. Gradiént-centrifugatie maakt het mogelgk deze com-
ponenten van elkaar te scheiden. |

Biochemisch onderzoek van de geisoleerde synaptosomen en de sub-
fracties toonde aan dat transmitters, zopls a,cg:tylc‘holme en foradrena-
ling, in hoge concentritie inv de syna.ptosbomfracﬂe’aanvvcixg zijn, Deze
stoffen zijn echter slechts voor d¢] helft vas gebondeh aan synaptische
blaasjes. Hoewel de sc};‘attmge;n over d‘e transmitter-inhoud van de
blaasjes nogal wat uiteen Topen, is door b1ochemlsch en histochemisch
onderzoek duidelijk geworden dat van elk van beide transmitters
enkele duizenden molekulen aan één enkel verschillend synaptisch
blaasje gebonden kunnen zijn. Tevens bleek uit enzymbepalingen dat
de enzymen die ingeschakeld zijn bij de vorming van neurotransmitters,
juist in de synaptosoomfraciie zijn geconcentreerd. Het enzym dat
acetylcholine afbreekt, het acetylcholinesterase, bleek zich vooral te
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bevinden op de membraan van het synaptoscom. In synaptosomen die
noradrenaline bevatten, bleken zowel de enzymen die het noradrena-
line vormen, als die het afbreken, in het cytoplasma van het synapto-
soom voor te komen.

Chemisch onderzoek van de verschillende membraanfracties na
ultracentrifugatie leverde het onverwachte resultaat dat het fosfolipide-
gehalte van de membraan van het synaptosoom in belangrijke mate
verschilde van het fosfolipide gehalte van de membranen van de syn-
aptische blaasjes. Er zijn echter nog geen onderzockingen verricht
naar de specifieke fosfolipidesamenstelling van de verschillende mem-
branen. g

Het dynamische synapsmodel

De afgifte van boodschappermoleiculen vindt plaats in het impulsaan-
voerend zenuwuiteinde. Het elektrisch signaal, dat via de zenuw wordt
voortgeleid, bereikt daar zijn eindpunt en ter plaatse wordt door nog
onbekende moleculaire processen een chemische boodschap vrijge-
maakt. De transmitterstoffen diffunderen naar de postsynaptische
membraan en veroorzaken aldaar een verandering in membraanpoten-
tiaal, die weer verder wordt voortgeleid. De grootte van deze post-
synaptische membraanpotentiaal verandering hangt 0.a. af van de hoe-
veelheid transmitter die op de membraan van de ontvangende cel aan-
komt.

Ook bij het ontbreken van een elektrisch signaal vanuit de prikkelen-
de cel komen postsynaptische potentiaalveranderingen voor, die toege-
schreven worden aan een spontaan diffunderen van de chemische bood-
schapper vanuit het presynaptische zenuwuiteinde. Katz (1966) togncj,é
aan datin de motorische eindplaat die kleine spontane postsynaptische
potentiaalveranderingen (miniatuur eindplaat-potentialen) niét het
gevolg waren van ¢én of enkele moleknlen transmitier (in dit geval
acetylcholine), maar veroorzaakt werden door een gelijktijdige uit-
storting van een constante hoeveelheid neurotransmitter in de orde van
grootte van 5000 molekulen. Deze pakketjes neurotransmitter werden
kwanten genoemd. De hoeveetheid van één kwant was echter niet vol-
doende om één duidelijk functioneel effect (d.w.z. spiercontractie) te-
weeg te brengen. Het bleck dat daarvoor enkele honderden kwanter
nodig waren, die vrijwel gelijktijdig afgegeven mosesten worden in de
synapsspleet. Deze paar honderd kwanten {circa 10° acetylcholine-
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molekulen) worden in één zenuweel gelijktijdig vrijgemaakt als gevolg
van één enkel presynaptisch elektrisch signaal.

Later bleek dat deze gekwantiseerde afgifte van neurotransmitter
cok in synapsen tussen de cellen van het centrale zenuwstelsel plaats
heeft. Het aantal kwanten dat bij één impuls vrijkwam, was echter
klein (2-30) en afhankelijk van de soort synaps.

Nadat het concept van de gekwantiseerde afgifte was ‘ontwikkeld,
toonden elektronenmicroscopische opnamen een subcellulaire struc-
tuur in synapsen die het morfologisch substraat waren voor de pakket-
ten acetylcholine, namelijk de synaptische blaasjes. Zoals reeds werd
vermeld, kon Whittaker aantonen dat ook de hoeveelheid transmitter
per blaasje in de gewenste orde van grooite lag. Eén kwant kon gelijk-
gesteld worden aan de hoeveelheid transmitter van één blaasje {circa
20005000 molekulen acetylcholine).

Algemeen ,wordt aangenomen, dat bij de chemische informatie-
overdracht via een synaps de inhoud van een groot aantal blaasjes
tegelijkertijd wordt geledigd in de synaptische spleet d.m.v. een proces
van exocytose (zie het hoofdstuk van Daems). Hierbij zou de membraan
van een synaptisch blaasje op de plaats van de synaptische spleet ver-
smelten met de presynaptische zenuwmembraan, waarna de inhoud
van het blaagje nitgestort kan worden in de synaptische spleet. Ver-
volgens zou het lege blaasje weer opgenomen worden in het cytoplasma,
van het presynaptische einde. Vooral deze laatste conditie is nood-
zakelijk omdat één boodschap bij de synaps tussen twee zenuwen
anders de presynaptische membraan met circa. | ym? zou laten toe-
nemen, wat een verdubbeling van het synapsopperviak zou betekenen.
Het is echter niet zeker, dat de plaats waar fusie optheedt tussen blaas-
jes- en presynaptische membraan dezelfde is waar viteindelijk de over-
tollige membraan weer in het presynagtlschq einde worslt obgenomen;
de gefuseerde blaaSJesmembranen zouten namel{jk langs het opper-
vlak van het presynaptische emtle kur ey ;mgreren *n later buiten de
synaps opnieuw op genopen kuntien Wortjen in het cytoplasma van het
presynaptische uiteinde. Daar de cherrische gamenstelling van blaasjes-
en plasmamembranen yerschlllen,.hjkt het echter zeer waarschijnlijk
dat de membraanfusie sechits van korte duur is, en de plaats van afgifte
van transmitter vrijwel dezelfde is als de plaats van heropname van de
blaasjesmembraan (zie ook overzicht van Hoitzman 1973),

Directe morfologische aanwijzingen van exocytose in de synaps
waarbij de membraan van het blaasje fuseert met de synaptische mem-
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Fig. 8. Exocytose bif neurcsecretie. ’

braan, zijn echter nog niet aanwezig. Wel zijn dergelijke membraan-
fusies beschreven voor hormoonproducerende cellen, zoals de somato-
trofe (groeithormoon-producerende) en de mammotrofe (prolactine-
producerende) cellen van de hypofyse. Ook neuronen die hormonen
afgeven aan de circulatie (de neurosecretorische neuronen), vertonen
beelden van exocytose aan het zenuwuiteinde. In tegenstelling tot de
synaptische blaasjes die aanwezig zijn in het centrale zenuwstelsel, zijn
de blaasjes van deze hormoonproducerende neuronen echter een factor
10-20 groter, waardoor membraanveranderingen als gevolg van exo-
cytose dan ook eenvoudiger kunnen worden geconstateerd. Tevens zijn
bij deze hormoonpreducerende cellen vlak bij de plasmamembraan
in het cytoplasma kleine lege blaasjes aanwezig, die de resten kunnen
zijn van de hormoonbevattende blaasjes die hun inhoud hebben uitge-
stort door exocytose (fig. 8).

Het verwijderen en onwerkzaam maken van de boodschappérmole-
kulen nadat de informatie is afgegeven, is een essentiéle voorwaarde
voor het goed functioneren van de micro-informatieoverdracht.

De vernietiging van acetylcholine vindt plaats door het enzym
acetylcholinesterase. Met gecombineerde histochemische en elektro-
nenmicroscopische technieken (elektronenmicroscopische histoche-
mie) bleek, dat in de omgeving van de synaps het acetylcholinesterase
vooral gelokaliseerd was op de buitenmembranen van de pre- en post-
synaptische zenuwuiteinden. Bij de motorische eindplaat vertoonden
de pre- en postsynaptische membranen vooral een hoge activiteit (zie
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Erinké, 1971). Van de splitsingsprodukten acetaat en choline wordt
het choline weer opnieuw opgenomen door de membranen van het
presynaptische zenuwuiteinde,

Bij de informatieoverdracht d.m.v. catecholaminen kan de inacti-
vatie van deze transmitter plaatsvinden via twee enzymen, de catechol-
0-methyliransferase en de monoamine-oxidase. In tegenstelling tot de
acetylcholine-synaps bevinden deze twee inactivators zich echter bin-
nen in het presynaptische viteinde waardoor hun functie bij de cate-
cholamine-inactivatie in de synapsspleet zeer gering is. Het is waar-
schijnlijk dat de verwijdering van de transmitter uit de synapsspleet van
deze systemen tot stand komt via diffusie vit de spleet naar een actief
transportmechanisme dat zich in de membraan van het presynaptische
niteinde bevindt. Hierdoor kan noradrenaline, dat eerst vrijgekomen
was, opnieuw onveranderd gebruikt worden als boodschapper in een
volgende cycl'us van afgifte en opname. Bij deze synapsen, en zeer
waarschijnlijk ook bij synapsen die van een andere neurotransmitter
gebruik maken, is diffusie uit de synapsspleet en heropname van
neurotransmitter in het presynaptische zenuwuiteinde de belangrijkste
manier om de actie van de boodschapper te beéindigen.

Zoals reeds aangepeven werd, zijn de neurotransmitters in het ze-
nuwuiteinde niet allen vast gebonden aan de synaptische blaasjes (zie
p.186}. Een gedeelte van de transmitter lijkt los van de blaasjes in het
cytoplasma van*het zenuwuiteinde voor te komen. Er is echter reden
om aan te nemen dat er twee populaties van blaasjes aanwezig zijn,
één populatie die uiterst labiel is en zijn inhoud bij de gebruikie schei-
dingstechnieken snel afgeeft, en cen andere waarvan 8e transmitter bij
de scheiding vastgebonden blijft aan het blaasje. Experimentele gege-
vens wijzen erop, dat deze labigle blaasjes zwp dldht bij het pgynapsop-
pervlak bevinden waar 7ij cen belangrgfce rol kunnpn sp’;:le,n bij de af-
gifte en snelle heropname yani tmnsmxttegtoffen {zie overzichi Hall,
1972). :

Voor de nieuwvorming van cle chemlséhq boodschapper zijn over
het algemeen stoffen zoals tyﬁosme; tryptbfaan, chaline en glutamaat
(fig. 9) noodzakelijk, die'rijkelijk voorhanden zijo in het bloedplasma
en andere extracellulaire vioeistoffen. De hoogste concentratie aan
enzymen die noodzakelijk zijn voor de transmittervorming, vinden we
in het presynaptische neuronuiteinde. Het is daarom zeer waarschijn-
lijk dat de transmittersynthese hoofdzakelijk in dit deel van het neuron
plaats vindt. Het is daarbij moeilijk voor te stellen hoe de transmitter-
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Fig. 8. Vorming van neurotvansmitters. 4

biosynthese op grote afstand van dit zenuwuiteinde, bijvoorbeeld in
het cellichaam (perikaryon), in staat zou zijn aan de snelle vraag aan
neurotransmitters te voldoen. De hoeveelheid transmitter die aanwezig
is in het presynaptische zenuwuiteinde, is namelijk slechis voldoende
voor circa 1 minuut van constante informatieoverdracht, en het ver
verwijderde cellichaamn heeft zeker enige dagen nodig om het resultaat
van zijn eventueel verhoogde neurctransmitter-aanmaak bij de synaps
te laten aankomen.

Voor de synthese van acetylcholine is acetyl-CoA nodig, een stof die
in de mitochondrién wordt gesynthetiseerd. De heropname van choli-
ne, noradrenaline en eventueel andere transmitters vanuit de synapti-
sche spleet geschiedt actief door een energievragend mechanisme in de
tmembraan, en kan met zo'n grote snelheid gebeuren, dat de concentra-
tie neurotransmitter in het zenuwuiteinde ondanks een verhoogde af-
gifte constant gehouden kan worden. Zowel voor nieuwvorming vai
transmitters als voor de heropname vanuit de synaptische spleet/en hét
transport naar de synaptische blaasjes is veel energie nodig. Zoals eer-'
der genoemd werd, komt dit tot uitdrukking in de relatief hoge con-
centratie aan mitochondrién die zich in het zenuwuiteinde bevinden.
Deze kunnen in de vorm van ATP de benodigde chemische energie ver-
schaffen. Het is te begrijpen, dat deze afhankelijkheid van mitochon-
driale en dus oxidatieve energicaanmaak de synaps bijzonder gevoelig
maakt voor verlagingen in het aanbod van zuurstof.
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Elektrische communicatie tussen prikkelbare cellen

Membraanspecialisaties

Als gevolg van de ontwikkeling van het gebrnik van micro-elektroden
in de fysiologie zijn de laatste jaren voorbeelden ontdekt van een elek-
trische cornmunicatie tussen prikkelbare celien onderling, Tegen de
verwachting in zijn tot nu toe siechts weinig gevalien van een elektrische
informatieoverdracht van cel tot cel in het zenuwstelsel aangetoond.
De chemische overdracht via transmitters is daar kennelijk de aan-
gewezen manier. In andere weefsels daarentegen, zoals in hartspier en
gladde spier, behoort de elektrische overdracht van informatie tot het
normale patroon,

Een elektrische informatieoverdracht is niet denkbaar by cellen
waarvan de afstand tussen de membranen normaal is (15-20 nm) en
waarbij dg vioeistof tussen de membranen dezelfde ionsamenstelling
heeft als intercellulair vocht, Theoretisch wordt dit verklaard door de
hoge weerstand van de synaptische membranen t.o.v. de lage weerstand
van de vloeistof in de synaptische spleet. Ieder elektrisch signaal {(een
iontransport) neemt in dit geval de gemakkelijkste route en vioeit weg
naar de extracelinlaire ruimten die met de synapsspleet in verbinding
staan. Hierdoor bereikt het presynaptische elektrische signaal de over-
kant (het postsynaptische element) niet of nauwelijks (zie Kaiz, 1966;
Furshpan & Potter, 1968).

Het is dan bok niet verwonderlijk dat vooral met de elektronmicros-
coop gezocht.wordt naar membraanveranderingen, die de theoretische
moeilijkheid van een elektrische overdracht omzsaifen. Hierbij wordt
gebruik gemaakt van Lanthaan-zouten, die zeer nauwe extracellulaire
ruimten kunnen binnendringen en daarbif een amorf elektronendicht
materiaal achterlaten (Revel & Karnovsky, 1967). Een dhietal morfo-
logische substraten voor te elektrlsché commun}catle zlfn hierbij naar
voren gekomen (fig. 10). ,Alleré&rst 2z nm membraanspecmhsanes be-
kend waarbij de afstand tissen de twee rpembranen veel kleiner is dan
normaal. Bij de dichte verbinding (* t1ght juhction’) is geen ruimte aan-
wezig tussen de twee tegen blkaar geplakta celmembranen, terwijl de
membraanverbinding van‘ buitenaf niet doordringbaar is voor het
lanthaanzout. Een zeer nauwe opening (2 nm) tussen de twee mem-
branen wordt gevonden by de zogenaamde spleetverbinding (‘gap
junction”). Deze verbinding, die beschreven is door Revel & Karnovsky
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Fig. 10. Membraanapposities: a = “tight junction’: de twee trilaminaire mem-
branen versmelten; b = ‘gap junction’; ¢ = ‘seplate desmosome’.

De honingraatstructuren in b en c zijn beelden van tangentiéle coupes (even-
wijdig aan de membranen) van de met lanthaanzouten gevulde ruimte tussen de
membranen. Door deze structuren ontstaan de karakteristieke strepingen van de
‘gap junction’ en “septate desmosome’ bij coupes loodrecht op de membranen.ge-
sneden. De punten in de hexagonale siructuren worden beschouwd als de E}Hép lis-
matische verbindingen tussen twee cellen. _ i

(1967) is doordringbaar voor, en zichtbaar te maken met lanthaan-
zouten. Hierbyj bleek dat de intercellulaire ruimte in de gap junction
niet alleen opgevuld was met intercellulaire vloeistof maar met een
reeks eenheden die tangentieel getroffen een hexogonaal patroon ver-
toonden (fig. 10).

De andere membraanspecialisaties, die de criteria voor elektrische
koppeling kunnen doorstaan, zijn die waarbij de intercellulaire afstand
weliswaar normaal is (15-20 nm), maar waarbij de intercellulaire ruim-
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te is opgevuld met specificke structuren: de septa. Bij deze koppeling
tussen membranen spreekt men over de septa-bevattende desmosomen
(‘septate desmosomes’). Zij komen slechts voor bij evertebraten en
zouden bij deze diergroep kandidaat kunnen zijn voor de elektrische
informatieoverdracht. Bij de elektrische overdracht in prikkelbare
weefsels van vertebraten is echter de gap junction de functionele mem-
braanverbinding.

De hartspier

Gedurende een aantal jaren werd de hartspier door vele onderzoekers
beschouwd als een syncytium, een weefsel waarvan dus de normale cel-
iulaire opbouw ontbreekt door de afwezigheid van celmembranen. Dit
concept sloeg aan by talrijke fysiologen, omdat het een simpele ver-
klaring gaf van het feit dat een verandering van membraanpotentiaal
die in een gedeelte van het hart werd opgewekt, zich zeer snel door de
gehele hartspier kon verspreiden.

Recente elektronenmicroscopische onderzoekingen toonden echter
aan dat de hartspier toch uit een aantal cellulaire eenheden bestaat,
ieder met een afzonderlijke kern. De membranen van achter elkaar ge-
schakelde cellen bevonden zich op de lichtmicroscopisch duidelijk
zichtbare glanslijn (intercalated disc), waarin elektronenmicroscopisch
¢en normale jntercellulaire tussenruimte van 10-20 nm te zien was. De
celmembranen op de glanslijn vertoonden echter plaatselijk plekken
met zeer nauw contact (‘gap junction’). Ocok op de, lengtemembranen
tussen de hartspiercellen werden zulke gap jupctions aangetroffen
en het is zeer waarschijnlijk, dat langs d'eze celcontacten potentiaal-
veranderingen dwars op de vezelrichting voortgeleid woyden.

Fysiologisch gezien betckenen dezt gap ﬁuncti{)ns in d’ ‘hartspier dus
dat prikkels die via de bekende vezelbundels worgen'voortgeleid, uit-
eindelijk door die harts;iiei:cellbn zelf ath elkaar worden doorgegeven.
Wanneer deze verbindingeh‘lwordc;ﬁ verbroken, gaat de transmissie
tussen de hartspiercelleri ook verlorens '

4 i r. Ld

Gladde spier

Elekirofysiologische experimenten tonen aan, dat de voortgeleiding
van potentiaalverschillen in de gladde spiér plaats vindt door ion-
transport van cel tot cel. De eiektrische eigenschappen van cytoplasma,
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en celmembranen geven aan dat de dubbelmembraan van twee aaneen-
gesloten cellen een zeer lage weerstand heeft t.o.v. de celmembraan
zelf, Het lijkt alsof een appositie van membranen een kleinere weer-
stand ten gevolge heeft.

Morfologisch zijn deze plekken van lage weerstand terug te vinden
als gap junctions (Revel et al., 1967). Hoewel het aantal verbindingen
per cel alsmede hun specifieke weerstand nog niet is bepaald, lijkt het
ook in dit geval weer zeer waarschijnlijk dat deze plekken van nauwe
membraanappositie een functionele rol spelen bij de prikkelgeleiding
door glad spierweefsel.

'

Zenuwweefsel

Het is niet verwonderlijk dat de voorbeelden van een elektrische infor-
matieoverdracht tussen zenuwcellen juist gevonden werden in de
zenuwstelsels van evertebraten. Vertegenwoordigers van deze dier-
groep — zoals wormen, weckdieren en arthropoden — bezitten namelijk
cellichamen, axonen en dendrieten, die uitermate geschikt zijn voor
fysiologische studies van zowel chemische als elektrische informatie-
overdracht.

De perikarya, de presynaptische en postsynaptische einden van deze
zenuwcellen zijn namelijk zodanig uitgegroeid, dat het niet al te moeilijk
is in cellichaam en uitlopers micro-elektroden aan te brengen.

Metingen met intracellulaire elektroden wezen uit dat bij sommige
neuronen de informaticoverdracht van het presynaptische naar het
postsynaptische clement momentaan verliep. Dit in tegenstelling tot de
tijd van 0,51 msec, die verloopt bij de chemische synaps en die nodig is
voor de afgifte en diffusie van neurotransmitters. Qok in grote zenuw-
cellen bij lagere vertebraten, zoals de supramedullaire neurgnen bij
sommige vissen, kon een elektrische overdracht, dus zonder’ trans-
mitters, worden aangetoond.

Elektronenmicroscopisch onderzoek van dergelijke synapsen leert,
datin deze gevallen van elektrische overdracht een gap junction voor de
theoretisch noodzakelijke appositie zorgt. Naast deze membraanver-
schillen met de chemische synaps zijn er bij de elektrische synaps geen
ophopingen van synaptische blaasjes in de buurt van de synapsspleet.
Voor de merkwaardige eigenschap dat ook bij de elektrische synaps de
informatieoverdracht slechts in één richting kan passeren, geeft het
elektronenmicrsocopische beeld nog geen verklaring,

195



Chemische communicatie tussen niet prikkelbare cellen

Recent is het onderzoek van informatieoverdracht tussen niet prikkel-
bare cellen onderling. Elektrofysiologisch onderzoek met micro-elek-
troden toonde aan, dat cellen in volwassen weefsels, zoals epithelia
{huid-, blaas-, darm- en zintuigepitheel), maar ook in lever, nier en
schildklier, in staat zijn de stroom die in de ene cel wordt geintrodu-
ceerd door te geven aan naburige cellen (fig. [1a). De cel is dus niet,
zoals altijd was verondersteld, een opzichzelf staande eenheid die door
een ondoordringbare celmembraan wordt afgesloten van zijn nabuur-
cellen, maar naast elkaar liggende cellen kunnen in ieder geval kleine
ionen - de dragers van die elektrische stroom — zeer snel uitwisselen.
Men spreckt in dit geval van elektrische koppeling. Latere experimen-
ten van Loewenstein (1971) gaven aan, dat ook grotere molekulen
zoals fluoresceine (moleculair gewicht 330) en zelfs albumine (molecu-

50)—”‘0

Fig. 114. Schema van elektrisch aonionen van velcommunicaiie. Bij celcommu-
nicatie vormen de celmembranen geen barriére voor de ionenbewegingen. De
stroom die in de linker cel wordt geintroduceerd, veroorzaakt identielke mem-
braanpotentiaalveranderingen in linker- en rechtercel. Osc = oscilloscoop.
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lair gewicht 69.000) van het cytoplasma van de ene cel naar dat van de
andere cel kunnen diffunderen (fig. 11B).

In de meeste gevallen waarin van een elektrische koppeling sprake
was, werden elektronenmicroscopisch ‘tight junctions’ en ‘gap junc-
tions” aangetoond. Hoewel ook in een aantal gevallen bij evertebraten-
weefsels zogenaamde ‘septate desmosomes’ werden gevonden {Droso-
phila. speekselklier} is het toch zeer waarschijnlijk dat analoog aan de
elektrische synapsen tussen cellen van prikkelbare weefsels slechts gap
junctions verantwoordelijk zijn voor de communicatie tussen niet
prikkelbare cellen.

In embryonaal weefsel van vertebraten zoals van salamander (T¥i-
turus pyrrhogaster), kikker (Rana pipiens) en pad (Xenopus laevis) ver-
tonen de cellen onderling reeds vanaf de eerste klieving zo’n elektrische
koppeling (zie De Haan & Sachs, 1972). Bjj de eerste eiklieving, op het
moment dat de klievingsmembraan juist is gevormd, is de elektrische

50 pm
Fig, 11B. Schema van het fluorimetrisch aantonen van celcommunicatie. De
diffusie van een _fluorescerende stof die in de linker cel wordt geinjiceerd, kan met
behulp van een fluorescentiemicroscoop gevolgd worden. BYf celcommunicatie is
een snelle diffusie aanwezig naar nabuuircellen ondanks celmembranen.
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weerstand over deze membraan zelfs tien maal lager dan die van de
oppervlakiemembraan die niet in contact is met zijn nabuurce!l. Fysio-
logisch onderzoek in vroege embryonale stadia van de inktvis en de kip
toonde aan dat ook na het morulastadium elekirische koppeling aan-
wezig is, niet alieen tussen de cellen van een bepaald te vormen weefsel,
maar ook tussen cellen van verschillende regionen (bij de kip:neurale
plaat en notochord). Latet in de ontwikkeling, bij het ontstaan van de
circulatie, gaan de cellylaire contacten tussen de te vormen weefsels
weer verloren, en elekironenmicroscopisch onderzoek leert, dat gap
junctions hierbij verdwijnen (Furshpan & Potter, 1968). De elektrische
koppeling tussen embryonale celien suggereert dat naasi het transport
vau ionen ook grotere molekulen kunnen worden uitgewisseld. Recente
experimenten bij embryonale cellen van Fundulus (een beenvis) geven
echter aan dat het moleculair gewicht van deze stoffen klein moet zijn.
Tussen deze cellen is namelijk een elektrische koppeling aan te tonen,
maar fluorésceine {moleculair gewicht 330) kan niet passeren.

Hoewel dus nog niets bekend is over de functionele betekenis van
deze mtercellulaire communicatie tussen cellen zowel in voiwassen als
in embryonaal weefsel, is het aantal hypotheses over hun betekenis
legio (0.a. Furshpan & Potter, 1968). Zo denkt men aan een snel inter-
cellufair transport van voedingsstoffen en afvalprodukten in het em-
bryo voordat de circulatie is ontwikkeld, aan een transport van induc-
tors of aan repressors van deling en differentiatie in het voiwassen dier.
Duidelijk is dat de intercellulaire verbindingen de cellen meer gelijk
maken aan elkaar en dat de koppeling een rol kan spelen bij het codrdi-
neren van celactiviteiten. In dit verband is een belangrijke observatie,
dat de elektrische koppeling tussen cellen in een turhorweefsel (lever- of
schildkliertumor) verloren gegaan is, zodat een direkte correla-
tie tussen afwezigheid van celcontacten en ‘ongecontyoleerde cel-
deling voor de hand ligt, Ook het gdiirag van figormila, cellen’ onder
weefselkweekomstandigheden suggereert dat dé beweeglijkheids- en
delingsmogelijkheid van deze céllen ﬁi‘i‘fa;qkelijk is van hun contacten
onderling (Furshpan & Potter,. 1968). ¢ Ey zijn echter ook gevallen,
waarin snel delend weefsel wel degelijk ctlcgmmunicatie vertoont.

Het is zeer wel mogelifk dat de vragen die rijzen betreffende de in-
vioed van celcontacten op de gecontroleerde groei van weefsels, opge-
lost kunnen worden, door inzicht te verkrijgen in de aard van de stoffen
die al of nict door deze intercellulaire contacten kunnen worden door-
gelaten.
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Cyclisch AMP als schakel en hormoon

T M. KoNnN

Dierlifke hormonen py

Na verwijdering van de testes bij jonge hanen krimpen de felrode kam
en lellen en worden flets van kleur. Deze eeuwenlange toegepaste cas-
tratie leverde de kapoentjes op, wier vlees bijzonder in trek was.
Berthold heeft in de vorige eeuw deze gedaanteverandering van de ge-
castreerde haan nader onderzocht. Hjj transplanteerde zaadbalten van
cen haan naar een kapoen en ontdekte dat kleur en grootte van kam en
lellen weer op die van de haan begonnen te lijken. Dit herstel van kam
en lellen suggereerde dat bepaalde stoffen, geproduceerd door de zaad-
ballen, via de bloedstroom naar de kop vervoerd werden. In plaats van
transplantatie kan hetzelfde effect bij de kapoen bereikt worden door
injectie met een testisextract. Qok bij andere dieren bleken bepaalde
stoffen uit de testes een typisch mannelijk gedrag op te roepen.

Tegen het eind van de vorige eeuw werd het duidelijk dat niet alleen
geslachtsorganen, maar ook andere organen stoffen bevatten die na in-
jectie bepaalde biclogische effecten veroorzaakten. Deze actieve che-
mische stoffen werden hormonen gencemd. Zowel bij vertebraten als
bij evertebraten bleck een groot aantal verschillende hormonen werk-
zaam te zijn. Weldra werd duidelijk dat hormonen tezamen sfiet het,
centrale zenuwstelsel zorg dragen voor de regulatie en codrdinatie van
allerlei processen die zich in verschillende organen en weefsels alspe-
len. Hormonen worden doorgaans door klieren geproduceerd onder
invloed van het centrale zenuwstelsel, andere hormonen of bepaalde
stofwisselingsprodukten.

Huxley verdeelde in 1933 de uit dierlijk weefsel gefsoleerde actieve
stoffen in stoffen die binnen de cef geproduceerd én actiel waren, en
stoffen wier actieradius zich over meerdere cellen uitstrekte. Deze laat-
ste groep werd verder onderverdeeld in van diffusie afhankelijke stoffen
die alleen naburige cellen konden beinvioeden en stoffen die via het
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bloed door het hele lichaam vervoerd werden. Deze laatste verbindin-
gen worden doorgaans hormonen genoemd, hoewel het onderscheid
tussen deze door het bloed getransporteerde stoffen en de diffunderen-
de stoffen niet altijd duidelijk is. Typische voorbeelden van door de
bloedstroom vervoerde hormonen zijn adrenaline, noradrenaline,
oestrogenen, androgenen en insuline. Thans zijn er meer dan honderd
hormonen geisoleerd en van de meesten is de plaats van aanmaak en
lozing bekend. Hormonen zijn in bijzonder lage concentraties werk-
zaamn (ongeveer 10712 M). In dergelifke concentralies worden zij via
het bloed naar andere weefsels getransporteerd, waar zij biochemi-
sche, fysiologische en morfologische veranderingen teweeg brengen.

Hun chemische structuur is in veel gevallen ontrafeid. De grootte
van het hormoonmolekuul varieert aanzienlijk. De polypeptiden-
hormonen bevatten minder dan honderd aminozuren die aan elkaar
gekoppeld zijn door peptidebindingen. Vasopressine, een hormoon
dat de permeabiliteit van een aantal epitheliale membranen verhoogt,
behoort tot deze groep. Het is opgebouwd uit slechts acht aminozuren,

Tot de eiwithormonen behoort o.a. het groeihormoon dat is opge-
bouwd nit enige honderden aminozuren.

Een derde groep hormonen, die vooral bekend zijn door hun werking
op gladde spieren, zijn derivaten van aminozuren. Adrenaline en nora-
drenaline behoren hiertoe.

Een vierde groep hormonen wordt gevormd door bepaalde lipiden,
esters van hogere alifatische zuren die evenals hormonen van de derde
groep o.a. gladde spieren kunnen activeren. Tot deze groep behoren
ondermeer de prostaglandinen. Deze laatsten zijn ¥rij recent ontdekien
komen in bijna alle weefsels voor, maar piet in bloed. Hun functie is
nog niet duidelijk; Waal‘SChljnlljk reguleren zlj lokaal spfw1sschngs~
processen. . ( -, 4,

De sterolen vormen : de laa\tste -groep; gesfaohtshormonen zoals
oestradiol en testosterof. vallen® hlerbnder Zij zijn opgebouwd uit het
cholesterolskelet (fig. ). = . - P

Aanvankelijk werden hormonen gel's01¢erd uit grote hoeveelheden
organen. De opbrengst was na zulverlng ‘vaak niet meer dan enkele
milligrammen. Thans worden verscheidene eenvoudige hormonen,
zoals vasopressine, adrenaline, noradrenaline en verschillende ge-
slachtshormonen synthetisch bereid. Deze kunstmatige hormonen
vergemakkelijken het onderzoek naar hun fysiologische en farmacolo-
gische werking aanzienlijk.
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Fig. [. Structuurformules van enkele dierljjke en plantaardige hormonen.

Plantaardige hormonen

De fyto- of plantehormonen functioneren als de chemische boodschap-
pers tussen de verschillende delen van de plant en bevorderen o.a.
groeiprocessen zoals celdeling en celstrekking. De produktie van deze
hormonen vindt plaats in bijzonder kleine hoeveelheden, Zodra de
hormonen hun doelwitcellen bereikt hebben, kunnen ze de aanmaak
van nucleinezuren en eiwitten beinvloeden. De hormoonconcentratie
kan door milienfactoren, zoals zwaartekracht, licht en daglengte, ge-
reguleerd worden.

De fytohormonen kunnen we onderscheiden in auxinen, cytokininen
en gibberellinen, maar ook bijvoorbeeld abscissinezur en ethyleen,
die bij het proces van het afvallen van bladeren betrokken zijn, func-
tioneren als hormonen. - ‘
Auxinen worden o0.a. in de apicale delen van de stengel en van het
coleoptiel, en in ontkiemende zaden aangemaakt om ondermeer de
lengtegroei en de secundaire diktegroei van de stengel te bevorderen.
Went gelukte het in 1926 tijdens zijn onderzoek aan de universiteit van
Utrecht, om groeihormonen uit een coleoptieltopje in een agarblokje
te laten diffunderen. Dit blokje bleek groeistimulerend te werken wan-
neer het op een andere toploze coleoptiel gezet werd, Went ontwierp
door gebruik te maken van deze met auxine geimpregneerde agarblok-
jes de cerste kwantitatieve fytohormonentest. De groeistimulerende
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werking van dit preparaat bleek niet tot één chemische stof beperkt ie
zijn. Na het vaststellen van de structuur van auxine als indolazijnzuur
(fig. 1), bleken cok andere stoffen die nauw verwant waren aan indol-
azijnzuur de groei te stimuleren ; ook bij dierlijke hormonen vinden we
vaak, dat verschillende chemisch nauw verwante stoffen eenzeifde
werking hebben. Bij de aanmaak van indolazijnzuur is het aminoznur
tryptofaan (fig.t) waarschijnlijk een belangrijke bouwsteen. Indolazijn-
zuur wordt geinactiveerd door het enzym indolazijnzuur-oxidase. Dit
enzym speelt mogelijk een rol bij de reguiatie van het endogene gehalte
aan indolazijnzuur. Een ander lot dat indolazijnzuur kan ondergaan is
binding aan een groter molekunl, waarbij zijn groei-stimulerende acti-
viteit al of niet behouden blijft. Het transport van indolazijnzuur is
duidelijk polair; het vindt in de stengel van apicaal naar basaal plaats.

De gibberellinen (fig. 1), die ook vaak nauw aan elkaar verwant zijn,
komen in de hogere planten op dezelide plaats als auxinen voor, Deze
groeistoffen werden oorspronkelijk uit de schimmel Gibberella fujiku-
roi geisoleerd. De door deze schimmel geinfecteerde rijstplanten waren
reeds lang door Japanse boeren opgemerkt door hun ongebreidelde
groei. Het duurde tot 1954 voordat deze groeistimulerende stof geiden-
tificeerd werd als een verbinding met 19-20 koolstofatomen, verwant
aan diterpenen. De plant bevat ook enzymen die gibberellinen kunnen
omzetten, Dit hoeft geen inactivatie te betekenen omdat het nieuwe
produkt vaak weer een gibberelline is. Binding van gibberelline aan
andere celelempenten, wat al of geen inactivatie tot gevolg kan hebben,
komt ook voor. Er zijn geen aanwijzingen voor polair transport van de
gibberellinen.: P

De jongste foot van de familie der fytohormongn vormen de cyto-
kininen. Deze en andere stoffen, zoals zeatine, die de celdeling stimu-
leren, worden vooral in de plan“t_ewor_te : geproduceerd‘ Mogelijke
polariteit van het transport wordt no§ 0n‘d%rzoc]g\_t. "

: ’ ST

st

v b

Werking van hormonen a. R K ": 'j,'
Aanvankelijk veronderstelde men een &ijd’i‘age van het hormoon bij
enzymreacties als co-enzym of no(Sdzakelijk’- brokstuk van een enzym-
molekuul (Stegwee, in: Ontwikkelingen in de moleculaire biologie,
1966). Later bieken hormonen dragers van informatie te zijn {zie het
hoofdstuk van De Voogd van der Straaten; p. 208); deze informatie

kan overgedragen worden aan de voor het hormoon specifieke cellen,
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doordat het hormaoon kleine veranderingen in bepaalde molekulen in
de plasmamembraan aanbrengt. De uiteenlopende werkingen van
hormonen mogen blijken uit de volgende voorbeeiden,

Insuline

Insuline wordt in de pancreas geproduceerd in de §-cellen van de eiland-
jes van Langerhans. Een belangrijk effect van insuline is de stimulering
van de opname van glucose uit het bloed door verschillende weefsels
(0.a. vet- en spierweefsel). Het glucosegehalte in bloed wordt hierdoor
verlaagd. Gebrek aan dit hormoon veroorzaakt suikerziekte. Na af-
gifte aan de bloedstroom bindt insuline zich aan bloedeiwitten die het
hormoon kunnen beschermen tegen afbraak. Insuline activeert waar-
schijntijk een transportmechanisme voor glucose dat met plasmamem-
branen van weefsels verbonden is. Het actieve transport heeft betrek-
king op de passage van glucose door de plasmamembraan van de be-
trokken cel en niet op de passage van glucose door de cellen van de
wand van het bloedcapillair. Verondersteld wordt dat zich in de plas-
mamembraan een dragersiof bevindt waaraan ghicose zich reversibel
kan hechten. Binnen de cel gekomen wordt glucose onder invioed van
het enzym hexokinase gefosforyleerd tot glucose-6-fosfaat, dat via
verschillende biochemische cycli de cel ten dienste kan zijn.

Nog veel onderzoek is vereist om een goed beeld te krijgen over de
werking van insuline, maar er zijn duidelijke aanwijzingen dat, bij-
voorbeeld in de parenchymcellen van de lever, insuline en interactie
kan aangaan met een receptor op de buitenkant van de plasmamern-
braan. Een hechtere binding aan de receptor gaat gepaard met een
efficiéntere werking van het insuline. Misschien beinvloedt insuline het
aan de membraan gebonden adenylaatcyclase, waarover in dg;mlgen-
de paragraal meer gezegd zal worden. i

Glucagon

Behalve insuline wordt ook glucagon in specificke cellen (de «-cellen)
van de eilandjes van Langerhans geproduceerd. Glucagon is een anta-
gonist van insuline en verhoogt het glucosegehalte in het bloed. Evenals
insuline wordt glucagen via de bloedstroom naar zijn doelwitcellen
vervoerd. Membranen van levercellen worden door glucagon geacti-
veerd, waarna het glycogeen, dat in de levercellen opgeslagen ligt, tot
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glucose afgebroken wordt. Via het bioed komt de vrijgekomen glucose
op die plaatsen in het lichaam, waar een tekort aan energic ontstaan is.
Voor de mobilisatie van glucose wordt verwezen naar de volgende pa-
ragraaf.

Vasopressine

Vasopressine, belangrijk als regulator bij de waterhuishouding, acti-
veert 0.a. plasmamembranen van de cellen van de niertubuli. Waar-
schijnlijk stimuleert dit hormoon het aan de membraan gebonden
adenylaatcyclase.

Groeihormoon

Wanneer dit hormoon in overmaat geproduceerd wordt, veroorzaakt
het een overmatige groei van verschillende weefsels, zoals van been-
weefsel. Ratten, geinjiceerd met groeihormonen kunnen in grootie ver-
dubbelen. Gebrek aan dit hormoon resulteert in dwerggroei. Bevorde-
ring van groei onder invloed van het groeihormoon houdt waarschijn-
lijk verband met cen toegenomen ciwitsynthese aan de ribosomen.
Waarschijnlijk wordt dit veroorzaakt doordat mRNA zich in aanwe-
zigheid van glroeihormonen gemakkelijker aan de ribosomen hecht.
Daarnaast stithuleert het groeihormoon ook de RNA-synthese en de
celdeling. _

Hoe belangrijk een goede regeling van het suikervefbruik is voor het
lichaam blijkt wel uit het feit dat ook het groeih6rmoon de suiker-
spiegel beinvloedt. Evenals glucagpn verhbogt (het groeihormoon de
glucose-concentratie in het hloed. Ogk heaft toedienipg #an dit hor-
moon prompie vefmobilisatie tot gevolg, waardoor e concentratie
van vrije vetzuren in het bloed tdgneen) L. Bjj de stimfilatie van deze vet-
mobilisatie is het‘adeny,gladtcyclaée betrokken.

Het is duidelijk dat al de verschillehde wérkingen die bepaalde hor-
monen kinnen hebben hetiendorrinologisch onderzoek aanzienlijk
bemoeilijken. o

Steroidhormonen

Lange tijd heeft men gedacht ook het aangrijpingspunt voor de werking
van steroidhormonen, waartoe de geslachtshormonen behoren, bij de
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plasmamembraan of enzymsystemen te moeten zoeken. Pas in de zes-
tiger jaren werd ontdekt dat het aangrijpingspunt van deze hormonen
in de eerste plaats bij de genen gezocht moest worden. Zij stiruleren
via de genen de aanmaak van enzymen. Hierin onderscheiden de
steroidhormonen zich van de hormonen die het adenylaatcyclase in de
plasmamembraan activeren daar deze laatste hormonen voornamelijk
de activiteit van enzymen beinvloeden.

Cortison bijvoorbeeld (fig. 1), een steroidhormoon dat in de cortex
van de bijnier geproduceerd wordt, beinvloedt het DNA-eiwitcomplex
(chromatine) in de celkern, Sommige cytoplasmatische eiwitten zijn
waarschijnlijk de receptoren voor de steroidhormonen en vormen daar-
mee een complex dat, na de kern binnengedrongen te zijn, zich specifiek
aan het chromatine bindt en de genexpressie beinvlcedt. Verder heeft
cortison, evenals insufing, glucagon, adrenaline en het groeihormoon,
een regulerende werking op het glucosegehalte in het bloed. Er zijn
aanwijzingen dat andere hormonen, zoals het groethormoon, insuline
en adrenaline, naast andere wegen, ook via de genen de processen in de
cel kunnen beinvloeden.

Fytohormonen

Aanvankelijk werd verondersteld dat ook fytohormonen de transcrip-
tie enjof translatie van genetische informatie zouden reguleren. Toen
auxinen bijzonder snel bleken te werken, was men meer geneigd om in
auxinen regulatoren van bepaalde membraancigenschappen te zien,
Geisoleerde fracties van plasmamembranen van hypocotylen van soja-
bonen bleken na toevoeging van auxinen een stof af te scheiden die het
bij de transcriptic betrokken RNA-polymerase activeerde. Andere
onderzoekingen toonden aan dat auxine zich bindt aan een eitvit in het
plasma van de kern en dat het auxine-eiwit-complex de aanmaak van
RNA stimuleert. Deze resultaten laten de vraag open, of auxinen direct
op het RNA-polymerase en dus op de transcriptie van RNA inwerken,
of dit via een membraan bewerkstelligen,

‘ Cyelisch AMP als schakel .

Bij de werking van hormonen bleck vaak het enzym adenylaatcyclase
betrokken te zijn. Adenylaatcyclase katalyseert de omzetting van ATP
tot cyclisch AMP (fig. 2}. Cyclisch AMP is een klein, hittebestendig
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Fig. 2. Aanmaak en afboraak van cAMP.

molekuul, dat een sleutelpositie inneemt bij de regulatie van de snel-
heid van verschillende chemische processen in dier, plant en bacterie,

Ongeveer 15 jaar geleden isoleerden Sutherland en Rall het adeno-
sine 3’,5-monofosfaat of cyclisch AMP, kortweg cAMP. De late ont-
dekking van deze voor de regulering van enzymatische processen zo
belangrijke stof was gedeeltelijk te wijten aan de lage concentratie
waarin cAMP in weefsels voorkomt. Op elke miljoen watermolekuolen
in de cel komt slechis één molekuul CAMP voor; de concentratic van
het verwante ATP is 1000 maal hoger.

Sutherland en zijn medewerkers ontdekten het bestaan van dit cy-
clisch nucleotitle in de lever {oen zij de verschillende stappen nagingen
die betrokken zijn bij een verhoging van het glucosegehalte in het bloed
na toediening van adrenaline. Het hormoon adrenaltne, in de Ameri-
kaanse literatuur beter bekend als epinefrine, is uit de bijnier afkomstig
en kan o.a. de bloedvaten van bepaalde organen, zoals de hersenen en
spicren, verwiden. Het adl}enalin'egghalt.e, stij ét op ;notlenten van
(psychische) spanning, zoals bij plotselinge pijn of angst b tijdens een
woedeaanval; op zulke rrgonientgn kan hgt van feVbnsbelang Zijn om
snel te reageren. De enefgie voor deze ré’gét.ie, die zowel een aanval als
een viucht kan inzetten f wordt door bt na #fbraak van glycogeen snel
vrijgekomen glucose geleverd. -, Ty

Adrenaline beinvloedt alleen de eerste stap bij dit proces, namelijk
de omzetting van glycogeen in glucose-1-fosfaat. T'oen Sutherland en
Rall adrenaline toevoegden aan een preparaat met gehomogeniseerde
cellen in plaats van intacte levercellen, bleek de afbraak van glycogeen
toch nog plaats te vinden, Alleen nadat door centrifugeren de celmem-
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branen verwijderd waren, had het toegevoegde adrenaline geen uit-
werking meer. Een met adrenaline geincubeerd plasmamembraan-
preparaat, waarvan de eiwitten door koken geinactiveerd waren, bleek
na toevoeging aan een membraan-vrij preparaat de afbraak van glyco-
geen weer te stimuleren. Het activerend hittebestendig molelouul was
cAMP. ‘Cyclisch’ (¢) duidt hier op de atoren van de fosfaatgroep die
gen ring vormen met het derde en vijfde koolstofatoom van de ribose-
groep (fig. 2). Deze ring onderscheidt het cAMP van verwante stoffen,
zoals ATP (adenosine trifosfaat) en ADP (adenosine difosfaat) die van
belang zijn voor de energielevering tijdens de stofwisseling. Toevallig
was Lipkin, die onbekend was met het baanbrekend werk in Suther-
land’s laboratorium, er juist in geslaagd om cAMP synthetisch te
maken. De natunrlijke activator bleek identiek te zijn met het synthe-
tisch produkt. Van Lipkin’s synthetisch cAMP werd dankbaar gebruik
gemaakt om de werking van dit cyclisch nucleotide na te gaan.

Het cAMP werd in alle onderzochte organismen, van bacterie tot de
mens, gevonden en was in bijna elk weefsel aanwezig. Weldra bleek dat
niet alleen toevoeging van het hormoon adrenaline een toename van het
cAMP tot gevolg had, maar dat verschillende andere hormonen, zoals
het glucagon, ook het cAMP-gehalte in de lever en in andere organen
verhoogden (zie het hoofdstuk van De Voogd van der Straaten ; p. 208).
Het cAMP bleek in vele gevallen hetzelfde effect te hebben als zou wor-
den waargenomen na toevoeging van het hormoon. Het cAMP werd
gevormd uit het verwante ATP. Deze reactie wordt gekatalyseerd door
het aan de ptasmamembraan gebonden adenylaateyclase (fig. 2). Met
deze gegevens in de hand stelde Sutherland’s groep de volgende hypo-
these op over het cAMP als tweede boodschapper. Verondersteld werd
dat het hormoon, dat in de bloedstroom is opgenomen, fungeert als
eerste boodschapper. Het activeert adenylaatcyclase dat aan de-plas-
mamembraan gebonden is. Dit enzym activeert op zijn beurt Bl’fmén de
cel de omzetting van ATP in cAMP. Het cAMP is de tweede bood-
schapper die een schakel vormt in een keten van moleculaire reacties
waarvan de verschillende stappen nog ontrafeld moeten worden. Het
eindresultaat van een dergelijk moleculair gebeuren, zoals de opbouw
van een ciwit, een toegenomen permeabiliteit of de produktie van een
ander hormoon is afhankelijk van het hormoon dat deze reacticketen
aan de gang zet, en van het soort cel dat gestimuleerd wordt,

Toch zijn er nog verschillende vraagtekens die we in dit eenvoudige
schema kunnen plaatsen.
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Hoe vindt de overdracht van de boodschap van hei hormoon aan de
celmembraan plaats?

Verondersteld wordt dat het enzym adenylaatcyclase uit twee delen
bestaat: een regulerend deel aan de buitenkant van de plasmamem-
braan en een katalyserend deel aan de binnenkant. De receptorplaats
voor het cAMP, die kan verschillen voor verschillende hormonen, zou
deel nitmaken van het regulerende deel van het enzym. Een hormoon
bindt zich aan deze receptorplaats, waarna een verandering in het
katalyiische gedeelte van het enzym zou optreden die het enzym in
staat stelt om de omzetting van ATP in cAMP te katalyseren. De infor-
matieprikkel, ingeleid door contact van het hormoon met de receptor-
plaats, wordt door dit mechanisme aanzienlijk versterkt, De concentra-
tie van deze tweede boodschapper kan namelijk cen factor hoger
worden dan-die van het inducerende hormoon. Het katalytisch deel van
het enzymmolekyul is waarschijulijk voor alle weefsels hetzelfde.

Hoe oefent cAMP zjin tweede boodschapperfunctie uit?

Over dit probleem is in de laatste jaren veel onderzoek verricht.
Greengard toonde aan dat de 3'-binding van de fosfaatgroep met de
ribose een hoeveelheid energie bevat die vergelijkbaar is met de hoe-
veelheid cnerdgle die vastgelegd is tussen de twee buitenste fosfaat-
groepen van ATP. Het is mogelijk dat dank zij de opslag van zoveel
energie in de fosfaatgroep cAMP gedurende de evolu}ie een belangrijke
rol gespeeld heeft bij processen die de stofwisseling regelen. Waar-
schijnlijk is deze energie van belang bij de binding van cAMP aan zijn
recepiormolekulen. Enzymen van, het eiﬂitkingsetype blijken in veel
gevallen deze receptorfuncme te verruller} ElWltklIlD.SP kunnen de
omzetting van de mactleve vorm van bepaalde e&zymén In hun actieve
vorm katalyseren. ATP is hlerbg de dpr;pi van een énerglerg ke fosfaat-
groep. Zowel in splerw;eefsel in lever-als in hersenen zijn namelijk ei-
witkinasen gevonden die vopr hun werk:,ng 'va.n cAMP afhankelijk zijn.
Evenals het adenylaateyclade bestaan eiwitkinasen waarschijnlijk uit
twee componenten : een regulerend en een katalytisch deel. Het cAMP
bindt zich aan het regulerend deel en verandert het eiwit zodanig dat
het actief wordt.

De volgende stap is, het substraat voor de verschillende cAMP-
afhankelijke eiwitkinasen in weefsels te identificeren. Een klassiek
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Fig. 3. Rol van cAMP bij de afgifie van glucose aan bloedvaten door de glyco-
geenbevatiende cellen in de lever.

voorbeeld is de cAMP-afhankelijke eiwitkinase in de lever, die het in-
actieve fosforylase-kinase in zijn actieve vorm omzet (fig. 3). De
gevormde actieve fosforylase-kinase activeert op zijn beurt de omzet-
ting van de inactieve fosforylase b tot de actieve fosforylase a, welk
enzym bijdraagt aan de afbraak van glycogeen tot glucose. Al deze
verschiliende stappen laten een fijnere regulatie toe dan wanneer dit
hele proces tot één reactie gecomprimeerd zou zijn.

Het cAMP is niet alleen betrokken bij de afbraak van glycogeen tot
glucose, maar het remt gelijktijdig de aanmaak van glycogeen door een
omzetting van het actieve glycogeen synthetase in een inactieve vorm.
Hierdoor wordt de glycogeenproduktie geremd en komt mc/f;r‘ATP
voor een snelle glucoseproduktie vrij. '

Andere processen waarbij cAMP betrokken is en waar naar het
werkingsmechanisme gezocht wordt, zijn:
— de afbraak van vet tot vetzuren in de vetcellen,
— glycogenolyse (afbraak van glycogeen) in de spier,
— calciumresorptie in been,
— contractiliteit van het hart,
- waterreabsorptie en fosfaatexcretie in de nier,
— kleursverandering in de huid,
- progesteronafscheiding door het ovarium,
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— prikkeloverdracht in het zenuwstelsel,

~ veranderingen in tumorcellen (zie het hoofdstuk van De Man: p.99)
en

- secretie (zie het hoofdstuk van Kramer).

Wat reguleert de regulator?

Voor een harmonisch samenspel van de verschillende processen die
zich onder invloed van cAMP in de cel afspelen is een goede regulatie
van het cAMP-gehalte vereist. De concentratie van cAMP die nodig is
voor het goed uitvoeren van zijn schakelfunctie in de cel of een bepaald
compartiment van de cel, wordt gewaarborgd door de volgende pro-
CCS5CN.

— De toename van cAMP in de cel hangt af van de werking van ade-
nylaatcyclase dat op zijn beurt gestimuleerd moet worden door hor-
moner.

— Erzijn echter ook processen waardoor de cAMP-concentratie ver-
laagd kan worden. Het enzym fosfodiesterase breekt snel het overtollig
cAMP af tot het inactieve 5’-AMP door de 3-binding tussen fosfaat en
ribose te hydrolyseren (fig. 2). Waarschijnlijk inactiveert meer dan één
fosfodiesterase het cCAMP in elke cel. De activiteit van dit inactiverings-
enzym zelf vergndert naar gelang de hoeveelheid cAMP die geinacti-
veerd moet worden. Op zijn beurt kan fosfodiesterase weer geremd
worden door methylxanthines zoals theofylline, een bestanddeel van
thee, en door coffeine, Uit recent onderzoek blijkt dat ¢t ook natuurlijke
remmers voorkomen, die echter nog op identificatit wachten.

— Een teveel aan intracellulair ;cAMP kan door diffusie of actief
transport naar buiten geloosd worden,wa de plasmamt;mlﬁaan Rela-
tief grote hoeveelheden cAMP worden’zo door df secererende cellen
int nieren en melkklieren geloosd On?e}wr de helft van het cAMP in
urine is in de glomeruli ,put "het.bloedp asma gefiltreerd en de rest is it
nierweefsel afkomstig. Alleen bij de f\cﬁaswae of cellulaire slijm-
schimmels is voor het qAMBeen functie buiten de cel aangetoond (zie
de laatste paragraaf vah dit hoofdstuk).

— Zoals we hierboven al gezien hebben, wordt cAMP binnen de cel
veelal aan eiwitkinasen gebonden. Dat één klein schakelmolekuul bij
zoveel verschillende processen betrokken kan zijn, hangt waarschijnlijk
samen met de specifieke enzymen die in een cel aanwezig zijn of het
enzymatisch profiel van een cel dat van cel tot cel kan verschillen,
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Wat is de functie van cAMP in organismen die geen hormonen hebben?

De enzymactiviteit in bacterién is o.a. afhankelijk van de voedings-
stoffen die ze tot hun beschikking hebben. Wanneer een bepaalde
voedingsstof als koolstof- en energiebron aanwezig is, dan wordt alleen
de aanmaak van dié enzymen gestimuleerd die bijdragen aan de afbraak
van deze voedingsstof. In geval dat aan een bacteriéncultuur alleen
lactose als energiebron toegevoegd wordt, neemt de aanmaak van het
enzym S-galactosidase, dat lactose in galactose en glucose splitst, aan-
zienljjk toe. Recent onderzoek heeft cchter aangetoond, dat het sub-
straat alléén ntet voldoende is om de synthese van bepaalde enzymen te
activeren. Ook het cAMP ig hierbij een onmisbare component.

Bacterién die op lactose en glucose groeien, maken veel minder f3-
galactosidase aan dan bacterién die alleen op lactose groeien, Qok an-
dere koolhydraten kunnen enzymen represseren (onderdrukken).
Daar een dergelijke repressie veroorzaakt wordt door katabolieten
noemt men het wel een kataboliet-repressic. Escherichia coli, een
bacterie die algemeen in onze darmflora voorkomt, is tijdens zijn
groei in een glucosemedium gerepresseerd en produceert weinig cAMP.
Zodra de glucose verbruikt is, stijgt het gehalte aan cAMP in het
medium aanzienlijk. Bovendien blijken dan behalve het adenylaat-
cyclase ook andere enzymen gederepresseerd te worden.

Pastan en Perlman vermoedden dat cAMP betrokken was bij het
deblokkeren van de genen die noodzakelijk ziju om de gerepresseerde
enzymen weer aan te maken. Ook bij deze micro-organismen bleek de
eerste stap een binding van cAMP aan een eiwit te zijn. Waarschijnlijk
bindt het door cAMP geactiveerde eiwit zich in het gen aan het DNA..
Zoals bekend, wordt de genetische informatie aan het gen gecopieerd
(transcriptie). RNA transporteert de gecopieerde genetische in?érma— ;
tie naar de ribesomen. De ribosomen fungeren als assemblage-plaatsen
waar de eiwitten opgebouwd worden uit hun bouwstenen, de amino-
zuren (zie Ontwikkelingen in de moleculaire biologie, 1966, en het
hoofdstuk van Bootsma}. Er zijn aanwijzingen dat voor het copiéren
van genetische informatie die nodig is voor de enzymatische splitsing
van lactose, cAMP op de hiervoor geschetste wijze betrokken is. De
werking van cAMP vertoont hierbij enige overeenkomst met die van
de steroidhormonen (zie p. 204). Hiermee is echter het vraagstuk
van de activatie van genen in bacterién nog geenszins opgelost. Slechts
ongeveer 1 /6 van de 10.000 genen die in een Eeoli-bacterie voorkomen,
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worden gereguleerd door cAMP.

Hoe de andere genen aangezet worden om genetische informatie aan
de ribosomen door te geven, is nog een raadsel. Ook weten we nog niet
of bepaalde genetische informatie bij hogere organismen via cAMP
gederepresseerd wordt. Hel aanpassingsvermogen van een E. coli-cel
hebben Pastan en Perlman aangetoond in een mutant die geen cAMP
aanmaakt, maar toch, klaarblijkelijk via andere wegen, zich kan hand-
haven en vermenigvuldigen.

Een aanwijzing dat cAMP bij bacterién behalve op gen-niveau ook
elders in de cel een functie kan hebben. blijkt uit de invloed van deze
stof op de vorming van flageilen en de daardoor resulterende cel-
beweging.

Is de “tweede boodschapper hypothese® ook van toepassing op planten?

Er zijn aanwijzingen dat cAMP ook bij planten voorkomt maar welke
rol het daar speelt is nog grotendeels onbekend.

Aanvankelijk werd verondersteld dat cytokininen de celdeling regn-
leren door speciale tR NA’s te modificeren. Uit isotopen-proeven bleek
dat cytokinine zo weinig effect op het tRNA had, dat het ofwel het
tRNA helemaal niet beinvloedt, of slechts een kleine selecte groep van
iRNA-molelulen. Wood en Braun vonden dat 8-bromo-adenosine
3.5’-menofosfaat, een derivaat van cAMP, het cytokinine volledig kon
vervangen bij de groei van tabakscallusweefsel. Het cAMP bleek een
minder goede vervanger van cytokinine, wat vermoegelijk veroorzaakt
wordt door het feit, dat het gemakkelijk door de fosfodigsterasen van
de plant afgebroken wordt, '

Andere onderzoekers.vonden dat onder invlced van cytokinine de
ciwitfosforylatie in plantembeefsels ¢h in es(tra.cﬁen hfenvan verhoogd
of geremd kan worden. Dg ElWltklna‘SGaCtlvltell’ van gezulverde ribo-
somen wordt ook door cytokmmen derérhd. Nu het schijnt dat cAMP
en cytokininen dezelfde regul'erende. eff%ct;:n kunnen hebben, ligt het
voor de hand om naar een; verband tusse’n deze twee regulatoren te
zoeken,

Bij gibbereiline- gemduceerde synthese van a-amylyse in aleuron-
lagen van graanvruchten zijn aanwijzingen gevonden dat cAMP als
tweede boodschapper fungeert. Recent onderzock doet echier enige
twijfel hierover ontstaan.
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Is cAM P van belang bij medisch onderzoek?

Daar cAMP een sleutelpositie inneemt bij endocrinologische en ver-
schillende andere levensprocessen, ligt het voor de hand dat een af-
wijkende produktie of werking van cAMP het goed functioneren van
cen organisme bemoeilijkt. Daar het onderzoek van cAMP betrekke-
lijk kort geleden gestart is, begint pas de laatste jaren het belang van
cAMP voor het medisch onderzoek duidelijk te worden. Het is bijvoor-
beeld aangetoond dat gif dat afgescheiden wordt door cholerabacte-
rién, darmeellen stimuleert tot een overproduktie van cAMP. Hierdoor
worden deze cellen tot het afscheiden van enorme hoeveeiheden zout en
water aangezet. Dit kan tot fatale dehydratie van het organisme leiden.

Bepaalde afwijkingen die veroorzaakt zijn door het niet goed futic-
tioneren van de schildklier of andere klieren gaan samen met een ab-
normale produktie van cAMP.

In tumorcellen die afkomstig zijn van embryonaal bindweefsel is een
deficiéntie van cAMP gevonden. Wanneer dergelijke cellen als cel-
cultures gelcweekt worden, vertonen ze een snellere groei en hechten
zich slechter aan een substraat, waarschijnlijk doordat bepaalde grote
molekulen, zoals mucopolysacchariden, langzamer gesynthetiseerd
worden dan in normale gezonde cellen. Na toevoeging van cAMP ver-
dwijnen deze karakteristicke eigenschappen van tumorcellen. Het
afgenomen cAMP-gehalte was geen pevolg van de waargenomen ver-
anderingen in de tumorcellen, maar ging daaraan vooraf. Meer onder-
zoek is nodig om vast te stellen of het gereduceerde cAMP-gehalte be-
trokken is by het ontstaan van tumorcellen (zie het hoofdstuk van
De Man: p. 99).

Wegens het belang van cAMP bij 0.a. de glycogeen- en vetstofwisse-

ling en bij de prikkeloverdracht in het zenuwstelsel mogen we w;c}'a:an'—
nemen dat bepaalde ziekten uiteindelijk hun verklaring zullen vinden in
een afwijking van het cAMP-regelingsmechanisme.

Cyclisch AMP als ‘hormoon’

Organismen waarbij cAMP een belangrijke rol speelt bij chemotaxis
en morfogenese zijn de Acrasieae. De Acrasieae, ook wel cellulaire
slijmschimmels gencemd, komen vrij algemeen in de grond voor en
leven daar van bacterién. Zij beginnen hun levenscyclus als vrijlevende
amoehen. De amoeben delen zich gemiddeld om de drie uur en ver-
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orberen gedurende deze tijd ongeveer duizend bacterién. Daar bacte-
rién twintig minuten nodig hebben om zich te delen is de voedsel-
bron voor de amoeben vrij snel witgeput. Vele grondamoeben om-
geven zich bij voedselschaarste met een stevig wandje en wachten op
betere tijden. Hongerende amoeben van de Acrasieac daarentegen
scheiden een stof af, waarmee ze naburige amoeben aanirekken. Berst
ontstaan kleine klompjes cellen. Wanneer de aggregatie in omvang
toeneemt en de aangetrokken cellen groiere afstanden moeten afleggen,
vormen amoeben ketens die radiaal samenkomen als spaken van een
wiel met als as het corspronkelijk gevormde groepje amoeben (fig. 4).
Deze pecodrdineerde amoeboide bewegingen, waar per aggregaat
soms meer dan 100.000 cellen bij betrokken zijn, doen ons denken aan
de massale celbewegingen zoals die waargenomen zijn gedurende de
vroege ontwikkeling van embryo’s. Tenslotte hopen alle amoeben zich
in de as op en vormen en conys die tegen het eind van deze aggregatie
omvalt en als een slakvormig organisme of psendoplasmodium over de
bodem kruipt. De cellen smelten niet samen zoals het geval is in een
plasmodium van de echte slijmzwammen. Na celaggregatie blijven de
amoeben van elkaar gescheiden door hun celwanden en vormen dus
een pseudoplasmodium; een slakvormig lichaampje van enkele milti-
meters lengte.

Tegen het eind van de migratieperiode rondt het psendoplasmodium
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Fig. 4. Levenscyclus van Dictyostelium discoideum.
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zich af. De cellen die eerst in de top van het pseudoplasmodium lagen,
begeven zich naar het midden. Daar banen ze zich een weg door het
centrum van het pseudoplasmodium en vormen, na de bodem bereikt
te hebben, de eerste steelcellen. De kernen van de amoeben die voor-
bestemd zijn om steeleellen te vormen, desintegreren. Hun celvacuolen
nemen enorm in omvang toe. Door een opwaartse kracht, waarschijn-
lijk veroorzaakt door de in grootte zo toegenomen steelcelien, worden
de toekomstige sporen en de overige potentiéle steelcellen opgetild
(fig. 4). Rondom de steel scheiden cellen, die voorbestemd zijn om deel
van de steel uit te maken, een cellulose bevattende slijmschede af. De
toekomstige steelcellen worden over de rand van deze schede gedrukt
en sterven af binnen het omhulsel dat ze zelf opgebouwd hébben. Nadat
de enkele millimeters [ange steel gevormd is, omgeven de overige cellen
zich met ellipsvormige cellulose-wanden en vormen de sporen. Het
aldus voltooide vruchtlichaampje heeft het uiterlijk van een eenvou-
dige schimmel. De sporen kunnen in een gunstige omgeving ontkie-
men. Na het openbreken van de sporewand laat de amoebe het spore-
omhulsel achter en begint zich weer te voeden met bacterién. De gehele
cyclus duurt niet langer dan twee of drie dagen.

Omdat deze eenvoudige micro-organismen zowel in het planten- als
in het dierenrijk gerangschikt kunnen worden, vormen ze voor systema-
tici een moeilijk te plaatsen groep. Verder overbruggen de Acrasieae
de één- en meercellige organismen. Of zij in de evolutie van planten en
dieren een rol gespeeld hebben, moet betwijfeld worden. Hun verre-
gaande specialisatie tijdens de vorming van een vruchtlichaampje
plaatste deze organismen waarschijnlijk op een dood spoor. Alleen in
het eencellig-stadium wordt voedsel opgenomen en neemt de amoeben-
populatie in aantal toe. Deze organismen zijn voor biochemisch onder-
zoek naar differentiatic interessant omdat de eencellige grocifase
duidelijk van de meercellige differentiatiefase gescheiden is. .~ - i

Overgang van het eencellig naar het meercellig stadium, de celaggre-
gatie, heeft tot nu toe de meesie aandacht getrokken en zal nu meer ge-
detailleerd worden beschreven.

De cellulaire slijmschimmels zijn bij unitstek geschikt om het proces
van celaggregatie te onderzoeken. In het begin van deze ecuw werd al
verondersteld dat celaggregatie veroorzaakt wordt door chemotaxis.
Het duurde tot 1942 voordat Runyon met een eenvoudig cellofaan-
membraanproefje aantoonde dat chemotaxis de drijfveer is voor cel-
aggregatie. Hij plaatste amoeben aan weerszijden van de membraan.
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De amocben die het eerst aggregeerden induceerden bij hun tegen-
liggers hetzelfde aggregatiepatroon,

Dank zij werk van Shaffer in de vijftiger jaren weten we dat bij de
aantrekking tenminste twee stoffen werkzaam zijn: een thermostabiel
molekuul van geringe afmetingen en een thermolabiel molekuu! dat
waarschijnlijk een enzym is. Het chemotactisch actieve kleine moiekuul
wordt door het enzym geinactiveerd, waardoor een groter concentra-
tieverval van de aantrekkende stof kan ontstaan. De amoeben reageren
op dit verschil in concentratie en kruipen naar plaatsen met een hogere
concentratie ofwel naar de bron die de aantrekkende stof afscheidt.

Voor het isoleren, zuiveren en identificeren van de door amoeben
afgescheiden aantrekkende stof was een kwantitatieve test voor het
aantonen van deze stof noodzakelijk. Bij deze test wordt een druppel
amoebensuspensie op ¢en hydrofoob agaropperviak gedeponeerd. Een
dergelijk waterafstotend agaroppervlak wordt verkregen door agar
vaor het oplossen met gedeioniseerd water te wassen. Op een hydro-
foob agaroppervlak van een bepaalde stijfheid blijven alle amoeben
binnen de rand van de druppel, tenzij ze aangetrokken worden door
amoeben die in een naburige druppel aggregeren (fig. 5). Amoeben
trekken niet alleen elkaar aan gedurende de celaggregatie maar worden
ook door hun voedselbron, de bacterién, aangetrokken. In plaats van
een amoebenaggregaat kunnen daarom ook bacterién als bron van
aantrekking gebruikt worden. Door waterextracten van bacterién met
verschillende*biochemische technieken te zuiveren, konden we de aan-
trekkende stof voor amoeben als adenosine 3°,5-monofosfaat of cAMP
identificeren (fig. 2). '

Amoeben zijn bijzonder gevoelig voor het cAMP als chemotactisch
signaal. Een hoeveelheid van 10712 g cAMP geeft al een positicve
reactie. Wanneer 107" * g opgelostiin-water, op ten afstang vap 0,3 mm
van de amoebendruppel geént wordtzullen vergewegde meeste mole-
kulen naar alle kanten, opk in de agar, (;i Tunderbnzodat niet meer dan
enkele duizenden molekulen een ambebe bereiken. Het is, zelfs bij be-
nadering, niet Bckend“hoeyeﬂl van dezé_ molekulen al afgebroken zijn
door het door de celle{l afgdscheiden enkyih fosfodiesterase, voordat ze
de amoeben bereiken.:Dehoeveeiheid cAMP die een amoebe kan acti-
veren iot een gerichte beweging moet daarom wel bijzonder gering zijn.
Nadat de chemotactische activiteit van het cAMP dat geisoleerd was
uit bacterign was aangetoond, moest nog de afscheiding van dit cyclisch
nucleotide door amoeben aangetoond worden. Alle onderzochte soor-
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Fig. 5. Chemotaxis bj Dictyostelivm discoideum. De celaggregatie in de linker-
druppel trekt de amoeben uif de rechierdruppel chemotactisch aan. Vergroting
60 x.

ten van de Acrasieae bleken cAMP af te scheiden, terwijl merkwaar-
digerwijs maar enkele soorten door deze verbinding worden aange-
trokken.

Het isoleren van cAMP wordt aanzienlijk bemoeilijkt doordat de
amoeben zelf fosfodiesterase produceren. De gevoeligheid van de
amoeben voor cAMP hangt van un ontwikkelingsstadium af. Honge-
rende amoeben van het soort Dictyostelium discoideum zijn honderd
maal zo gevoelig voor cAMP als vegetatieve amoeben. De toenemende
gevoeligheid voor het chemotactisch signaal gaat gepaard met een ver-
hoogde adhesie tussen de amoeben onderling. De produktic van cAMP
is bij hongerende amoeben ook met een factor honderd toegenomen.,
Het aantrekkingsmechanisme werkt gedurende de agpregatie dus min-
stens 10.000 maal zo effectief als in het vegetatieve stadium. De toe-
genomen afgifte van cAMP tijdens het hongerstadium heeft Dictyoste-
livm met verschillende andere organismen gemeen: bacterién produ-
ceren aanzienlijk meer cAMP wanneer de glucose in de voedingsoplos-
sing verbruikt is (zie p. 21!), en bij hogere organismen heeft een
gebrek aan‘glucose een activatie van het adenylaatcyclase door gluca-
gon ten gevolge. Dank zij de hogere cAMP-concentratiec neemt ook
het glucosegehalte in het bloed toe {zie p. 203).

Dat aantrekking van amocben gecompliceerder is dan hiervoor is
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weergegeven, hebben Gerisch en zijn medewerkers aangetoond. Zij
vonden dat amoeben, die geen voedsel tot hun beschikking hebben, een
remmer afscheiden voor het enzym fosfodiesterase, waardoor er tijdens
de celaggregatie minder cAMP afgebroken wordt en meer beschikbaar
komt als aantrekkende stof.

We zijn nu voor de opgave gesteld om het aantrekkingsmechanisme,
gevolgd door een gerichte celbeweging, in molekulaire termen te ver-
talen. Hiervoor is de identificatie van het receptormolekuul voor
cAMP op de plasmamembraan van de amoebe noodzakelijk.

Evenals er weinig bekend is over het hormoonreceptor-mechanisme
in de plasmamembraan van hogere organismen, weten we ook vrijwel
niets over het cAMP-receptormechanisme in de amoebenmembraan.

Door zijn extracellulair chemotactisch effect op amoeben mag men
cAMP voor amoeben van Dictyostelium als eerste boodschapper be-
schouwen en het is dan vergelijkbaar met hormonen bij andere orga-
nismen.

Evenals het cAMP voor sommige soorten Acrasieae noodzakelijk is
voor het morfogenetisch proces van de celaggrepatie zijn verschillende
hormonen van groot belang bij de morfogenese van andere organis-
men; enkele voorbeelden zijn het juvenielhormoon dat de verpopping
van bepaalde insektenlarven kan biokkeren; ecdyson, dat de verpop-
ping in deze]fdé larven kan versnellen, en geslachtshormonen die voor
bepaalde watgrschimmels vereist zijn om tot bevruchting te komen.

Over deintracellulaire werking van cAMP bij de Acrasieae is vrijwel
niets bekend. Naar analogie van de effecten van cAMP bij hogere orga-
nismen en bacterién mogen we wel aannemen, dat CAMP ook bij de
Acrasicae binnen de cel effectief is. Het feit dat bepaalde Dicivostelivum-
soorten cAMP afscheiden maar ¢r niet door pangetrokken worden,
wijst op mogell_]ke andere functies’ Va.n ¢AMP dan dlq.vaﬁ een chemo-
tactische stof. Bonnef heeft aangetoond dat cAMP eet r()l zou kunnen
spelen bij de verdere d1fferentlame vap Pictyos teliim, omdat een over-
maat aan cAMP in eemreiatlef grofter, aamal steeleellen kan resulferen.
De veronderstelling dat cAMP de enigg régulator voor een juiste ver-
houding tussen de ste.elcel]en en*sporen zbu zijn, is waarschijnlijk te
eenvoudig.

Een vierde functie van cAMP is die van padvinder voor amoeben
naar hun voedselbron. Deze functic moet het misschien delen met
folinezuur. Onlangs is een aantrekkend effect van deze verbinding voor
vegetatieve amoeben van Dictyostelivin gevonden. Deze stof komt,
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evenals het cAMP, bij een grote verscheidenheid van organismen voor.
Bij hogere organismen is het folinezuur bekend als een vitamine. Ver-
der is de mogelijkheid niet uitgesloten dat de nog onbekende chemo-
tactische stoffen voor amoeben die niet op.cAMP reageren, ook func-
tioneel zijn in andere organismen.

Besluit

Terugkerend tot de titel van dit hoofdstuk kunnen we stellen dat er
overeenk omsten zijn tussen de chemotactische werking van cAMP bij
de Acrasieae en de hormoonwerking bij hogere organismen. In beide
gevallen wordt een boodschapper door bepaalde cellen extraceliulair
afgegeven, resulierend in een communicatie tussen cellen die rnimtelijk
gescheiden zijn. Het cAMP en hormonen zijn in bijzonder lage concen-
tratie werkzaam. Zowel voor cAMP als aantrekkende stof als voor ver-
schillende hormonen zijn receptormechanismen in de plasmamem-
braan van voor de prikkel ontvankelijke cellen aanwezig. Wat hierna
gebeurt, is een nog vrijwel onontigonnen terrein. Wel weten we dat juist
het extracellulair actieve “hormoon’ voor amoeben een belangrijke
intracellulaire schakel vormt bij de hogere organismen.
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Celbiologie in het onderwijs

C. J. H. vaN DEN BROEK

Dit laatste hoofdstuk vloeit voort uit het verzoek, de didactische as-
pecten te bespreken van de vele nieuwe ontwikkelingen in de celbiolo-
gie, die in het voorafgaande werden belicht. Daarmee heeft deze bij-
drage noodzakelijkerwijs een ander karakfer dan de voorafgaande:
terwijl deze alle een overzicht geven van recent wetenschappelifk
onderzoek, moet de didact het vrijwel zonder zulk een wetenschappe-
lijke fundering stellen. Experimentee] onderzoek over de didactiek van
de biologie is er weinig, over die van de moderne celbiologie zijn mij
geen experimenten bekend. Het volgende kan dan ook niet meer zijn
dan een weergave van enkele gedachten en meningen, uitgekristalli-
seerd in de loop van bijna 20 jaar onderwijs aan le t/m 3e-jaars studen-
ten geneeskunde en tandheelkunde en verscheidene jaren deelname

aan eindexamens als deskundige respectievelijk gecommitteerde.
%

Wat, hoe en voor wie?
N L 4

De voorafgaande hoofdstukken geven een uiterstboeiend beeld van de
belangrijke ontwikkelingen die zich in onze tijd op vele terreinen van
de celbiologie voltrekken. Het spreekt Vﬂl{‘lze]f" dat elke gocent die ge-
boeid is door de verdlepmg van ons,begrlp vay fun@amentele levens-
processen, die deze ontwr.kkehng heeft t?waeggébtacht de drang voelt
hiervan iets aan zijn leerhn,gen mee ’te‘geven De vragen dienen dan te
worden gesteld: % ;

—  Wal kunnen we hlervan ove.rdrage'n‘?

~  Wat is de beste nianier om dit te doen?

Gaarne breng ik dank aan dr. J. P. D. W. Payens, secretaris van de Cominissie
Modernisering Leerplan Biologie en drs. H. J. Saaltink, docent in de didactiek
van de biologie aan de Rijksuniversiteit te Utrechi, voor hun hulp bjj de voor-
bereiding van deze bijdrage.
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Deze vragen zijn ondergeschikt aan de prealabele vraag:
— Aan wie wordt het onderwijs gegeven?

Ter beantwoording van deze laatste vraag worden hier (ongetwijfeld
met voorbijgaan van andere groeperingen) de volgende hoofdgroepen
onderscheiden:

I Voortgezet onderwijs: HAVO en MAVO

2 VWO: Voorbereidend wetenschappelijk onderwijs: Gymnasium
en Atheneum

3 WO-1: Wetenschappelijk onderwijs van biclogische vakken voor
toepassing in de geneeskunde, tandheelkunde, dxergeneeskunde land-
bouwwetenschappen, biotechniek enz.

4 WO-2: Wetenschappelijk onderwijs in de biologie, gespecialiseerd
in een celbiologische of moleculair-biologische richting,

Voor deze groepenisde celbiologie van verschillende betekenis: voor
groep 4 zeer groot, voor groep 1 klein. Te stellen, dat 4 alles en 1 niets
van celbiclogie hoeft te weten is zeker te ongenuanceerd, maar geeft de
mogelijkheid, de aandacht hier te beperken tot de groepen 2 en 3. Juist
voor deze groepen doen zich de problemen van introductie tot en pre-
sentatie van de celbiologie duidelijk gevoelen, omdat de belangstelling
van de leerlingen uit deze groepen niet primair op dit vak is gericht.
Deze prohlemen worden nauwelijks gevoeld ten aanzien van groep 4,
die zich uit eigen interesse tot de celbiologie richt. Voor zover het vak
voor groep 1 van belang is, kan de didactiek ervan vit die voor groep 2
worden afgeleid.

We beperken ons dus tot de groepen 2 en 3. Voor beide geldt, dat de
celbiologie inzichten kan aandragen-van fundamenteel belang voor ons
huidige begrip van levensverschijnselen; voor elk van beide groepen
moet worden gezocht naar de mate van diepgang, waarmee op dit ter-
rein begrip kan worden gekweekt en ook verlangd. ya ‘

Dat “begrip verlangd’ dient nader te worden gepreciseerd. Afgeznen'
van de intrinsieke waarde van de celbiologie als menselijk cultuurbezit,
wordt deze hier voor groepen 2 en 3 gezien als een hulpvak, dat bij-
draagt tot een beter begrijpen van processen, die de leerling in een
eerder stadium van zijn lesrproces in een oppervlakkiger, meer globale
vorm heeft leren kennen. De celbiologie biedt steeds nadere detaillering
en het hespreken van de didactische aspecten van de celbiclogie komt
in wezen neer op het bespreken van de vraag, hoe deze detaillering z0
kan worden aangeboden, dat het geleerde deel gaat nitmaken van de
denkwereld van de leerling, m.a.w. een geintegreerd bestanddeel wordt
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van de voorstellingswereld, waarmee de jonge mens de opleiding ver-
laat. Dit houdt méér in dan het aanbieden in begrijpelijke vorm: een
handig docent kan zijn leerlingen ertoe brengen de meest buitenissige
dingen te leren, maar als deze zaken niet in blijvende verbinding staan
met de wereld waarin de leerling leeft, is het geleerde slechts een schijn-
weten en is het verwerven ervan een nodeloze belasting geweest,

Zoals gezegd beschikt de didactick van de celbiologie niet over ex-
perimentele gegevens aangaande de wijze, waarop dit hoofddoel moet
worden bereikt. Over de didactiek in het algemeen beschilt men lang-
zamerhand echter over een rijke en ook op experimenteel onderzoek
gefundeerde ervaring, Daarbij komit van verschillende kanten, o.a.
van leerpsychologen als Ausubel {1963), de stelling naar voren, dat
niets zodanig geleerd kan worden dat het een blijvend bezit is, als het
niet kan worden aangehaakt aan iets dat reeds deel uitmaakt van de
denkwereld van de leerling. Zo zegt Jerome Brumer (1960): ‘Perhaps
the most basic thing that can be said about human memory after a
century of intensive research is, that unless detail is placed in a struc-
tural pattern it is rapidly forgotten.’ — een ‘structural pattern’ welte-
verstaan, dat reeds het geestelijk bezit is van de onderwezene. Ook dit
symposium is van deze gedachie uitgegaan: het werd immers ingezet
door een kaarttekening (zie het hoofdstuk van De Voogd van der
Straaten) dig, aanhakend aan een bij sommige tochoorders misschien
minder gedetgilleerd weten, een structuurpatroon verschafte, waarin
de volgende bijdragen konden worden geplaatst.

De celbiologie neemt een plaats in in een strugtuurpatroon, dat
wordt gevormd door de rangorde van niveaus van,biologische organi-
satie. Vrij naar de ‘Biological science curriculum study’ (Klinckmann,
1970) geef ik deze rangorde als volgt weer: ¢
8 Totaliteit van het leven bp aarde?, ! PR f

Populaties o £
Organismen SRR Y WL
Organen - 1 ot
Weefsels Sy .
Cellen o
Celorganellen
Macromoleculaire systemen
De didactische presentatie van dit structuurpatroon kan in principe
bij elk van deze niveaus aangrijpen. In sommige biologie-curricula van
middelbare scholen wordt bij niveau 7 of 8 begonnen en van daaruit

-
-

3
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naar de lagere niveaus afgedaald. 1n universitaire kringen is het van
! oudsher gebruikelijk, de voorstelling omtrent levensprocessen op te
) bouwen van eenvoudiger naar meer ingewikkelder organisatieniveaus,
in de gepresenteerde schaal dus van beneden naar boven.

Voordat nader over de didactiek van de celbiologie, die zich voor-
namelijk afspeelt op het niveau van de celorganellen, kan worden ge-
sproken, dient te worden bezien of (a) dit niveau al zodanig deel uit-
maakt van de voorstellingswereld van de leerling, dat hier direct kan
worden begonnen, of (b) het moet worden benaderd vanuit een ander
niveau dat meer tot deze voorstellingswereld behoort. Tk acht veron-
derstelling (a) uiterst twijfelachtig en daarom een bezidning op (b)
nodig. Ten aanzien van (b) meen ik, dat de situatie bij het VWO en het
WO zoveel verschili, dat van hieraf de beide groepen afzonderlijk
moeten worden bezien.

Celbiologie in het YWOQ

Noch het eindexamenprogramma VWO-HAVO-MAVO (1970), noch
de daarop gegeven interpretatie (1972) noemen de celbiologie als zo-
danig; aanduiding van onderwerpen op celbiologisch terrein zijn
spaarzaam. Binnen het geheel van de biologie wordt de celbiologie
blijkbaar als een nogal sterke detaillering gezien. Fen detaillering
uiteraard van het naasthogere nivean: de cel. De vraag moet dus wor-
den gesteld of de cel - en dan een enigszins gedbstraheerd begrip van de
cel, waarin een zekere verscheidenheid van functionele manifestaties is
verwerkt — daartoe in voldoende mate deel nitmaakt van de voorstel-
lingswereld van de leerling VWO.

De cel als uitgangspuni //j T
Uit talloze eindexamens heb ik de indruk gekregen, dat het de kandi-
daten VWO algemeen bekend is dat hogere organismen uit cellen zijn
opgebouwd. De vraag of dit een vit het hoofd geleerd feit is dan wel een
' zelf verworven ervaring, is soms moeilijk te beantwoorden. Bij velen
! geldt het laatste zeker voor de plantecellen. Met een eenvoudig practi-
' cum plantenanatomie wordt bereikt, dat dit gegeven door eigen ont-
dekking wordt verworven, De plantecel is bovendien door zijn wand,
vacuole en chlorofylkorrels duidelijk gestructureerd en geeft daarmee
enkele aanknopingspunten voor processen die zich daarin afspelen;
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plasmolyseproefjes geven dankbaar aanvaarde mogelijkheden voor
demonstratie of — nog liever — zelf doen op een practicum.

Wordt op een examen gevraagd: *Teken eens een cel’, dan komt
bijna zonder uitzondering de gestrekte, turgescente plantecel op pa-
pier: dit is het beeld dat de meeste leerlingen zich van de cel in het alge-
meen hebben gevormd. Zien wij dan echter naar hetgeen in dit sympo-
sium over de ceibiologie is verteld, dan wordt het wel duidelijk dat dit
beeld van de gespecialiseerde plantecel slechts voor betrekkelijk wei-
nig van de besproken celbiologische processen een geschikt structuur-
patroon kan leveren. Daarvoor zou nodig zijn een bekendheid met al-
thans cen aantal celtypen, waaruit een abstractie van ‘de cel’ in zijn
aigemeenheid kan worden afgeleid. Ik heb de indruk, dat de plantecel,
juist door zijn bruikbaarheid voor sommige didactische doeleinden,
het verweryen van zulk een algemeen celbeeld in de weg staat.

Zulk een meer algemeen celbeeld komt niet vanzelf: het maakt zeker
geen deel uit van de dagelijkse werkelijkheid die de leerling omgeeft.
Zulk een celbeeld moet daarom op zijn beurt worden geplaatst in een
structuurpatroon, waarvan dit wél het geval is. Opnicuw is er dan de
keuze uit de & niveaus, gegeven in de tweede paragraaf. Tk meen dat we
dan met de lagere niveaus: celorganellen, macromoleculaire systemen
of zelfs met moleculen in dit opzicht niet veel opschieten. Ook de hoog-
ste niveaus hcht ik als aangrijpingspunt minder geschikt: de totaliteit
van het leveft op aarde en populaties zijn voor de leerling eveneens
abstracties waarbij hij zich weinig kan voorstellen.

Het niveaw waarbij dit bij uitstek wél het geval ist is het organisme:
vooral het eigen lichaam en zijn functioneren, het digen welbevinden en
ziekzijn, zijn zaken waarbij ieder zich direct betrokken zal voelen. 1k
acht het dan ook uit didactische o'\rer"yegii}gen "\:roor leerlghgen van een
middelbare school de aangewezen weg, op dit niveaurt¢’beginnen, dan

~ eerst de orgaansystemer en organen'nggr bouw en functie (voorlopig

zonder veel detail) te Lerm kennen d‘ni‘ enslotte voor nadere uitleg de
cel en zijn werkwijze daarbjj te betrekken. Bit betekent, dat celbiologi-
sche zaken pas goed kunnen, worden geplaagst, als de verbindingsdraad :
organisme — orgaan > cel stevig wordt geknoopt.

Helaas geeft de wijze, waarop de cel geplaatst is in het overzicht van
het Examenprogramma biologie MAVO-HAVO-YWO (1970} alsook
in de Interpretatie daarvan (1972) weinig aansporing tot het volgen van
deze didactische opzet. We lezen hier namelijk :

‘B. Eenheid uit verscheidenheid.
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1. Cel - weefsel — orgaan — organisme

2. ... (enz)
Ik acht het denkbaar, dat hier de in universitaire kringen gebruikelijke
opbouw te klakkeloos is overgenomen.

De verbinding organisme — orgaan — cel moet niet alleen worden
gelegd, maar moet ook worden onderhouden. Het is nict voldoende, de
cel éénmaal te introduceren om daarna, verheugd eindelijk bij het ware
niveau te zijn aangeland, een groot deel van de biologie vanuit cel-ni-
veau te behandelen. Biclogieboeken die dit ook doen, zijn niet moeilijk
te vinden. Het verbindingsdraadje is dan echter te dun en het breekt als
er veel aan wordt opgehangen! g
| Een voorbeeld uit de eindexamenpraktijk op ander, maar aanver-
| want terrein: bij vragen over genetica komen prompt de Zogenaamde

schaakbordjes op papier en de examinandus weet aan de hand van deze
! abstracties eenvoudige genetische problemen zeer wel te lijf te gaan.
Vraagt men dan echter, waardom zulk een schaakbord mag worden ge-
hanteerd, dan is het opvaliend, hoe vaak het antwoord daarop nitblijft.
Met andere woorden, de brog tussen de abstractie en de werkelijkheid :
het gebeuren bij meiose en mitose, het onafhankelijk van elkaar be-
wegen der chromoesomen, de crossing-over, enz, is verloren gegaan,
zodat de abstractie niet langer als verlengstuk van de werkelijkheid
wordt ervaren. Het schaakbordje is dan een braaf uit het hoofd geleerd
kunstie geworden en heeft daarmee zijn waarde als symbool voor de
voorstellingswereld van de leerling verloren.

Men heeft tegengeworpen, dat toch ook de scheikunde zich voort-
durend van symbolen bedient. Inderdaad, en dit is dan ook een goede
illustratie van het voorafgaande: ook de scheikundedocent streeft er
inuners naar, door middel van demonstraties en practicum te bereik@n’,‘
dat de chemische symbolen worden gezien als representanten van een
waargenomen werkelijkheid. Chemie zal waar mogelijk gekoppeld
worden aan het zien, voelen, ruiken of proeven van stoflen ; waar het
biologische omzettingen betreft, zal de leraar deze relateren aan pro-
cessen die de leerling uit zijn dagelijkse belevingswereld bekend zijn.

Het gevaar, dat de abstractie van de werkelijkheid vervreemdt en
een eigen leven gaat leiden wordt gelukkig terdege onderkend in krin-
gen die zich met de vernicuwing van het biologie-onderwijs bezig-
houden. Uit de Syllabus bij de vijfde proeftocts biologie (1973} die
handelt over de voortplanting, citeer ik:

‘Bij de visuele presentatie in de stofuitwerking is van het volgende prin-
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cipe vitgegaan. Zover dat mogelijk is, wordt telkens begonnen bij het
concrete, complete met het blote oog waarneembare organisme en
wordt van daaruit geleidelijk aan afgedaald naar (vaak slechts miciros-
copisch waarneembare) onderdelen van die organismen, soms leidend
tot abstracte modellen, zoals celdelingsschema’s en voortplantings-
cycli.

Een waarschuwing is in dit verband mogelijk op zijn plaats. Sommi-
ge docenten, met name de pas afgestndeerden, behandelen deze stof
vanaf het begin vaak op €en Zo abstract niveau, dat de leerling geen
enkele relatie met de concrete werkelijkheid kan leggen. Men begint
met chromosomen, genen, gameten, kruisingsschema’s en haploide
fase, alsof de beginnende leerling daarbij werkelijk iets zou kunnen
denken.

Door bij de hele mens en bij de hele bloem te beginnen ontloopt men
dit gevaar. De sequentie, waarin de stof in de hiervolgende pagina’s
zowel visueel als verbaal is aangeboden wil dan ook een handreiking
zijn om - welke bronnen men verder ook nog gebruikt — steeds het
concreie volledige organisme uitgangspunt &n punt van aankomst te
laten zijn,

Uitgangspunt én punt van aankomst, onverschillig welk boek men
gebruikt, niets garandeert zozeer het onderhonden van de band tussen
de wereld van alledag en de zeer kleine dimensies, waarbinnen de ver-

klaring van de levensprocessen wordt gezocht.
k]

Enkele hoofdlijnen van de celbiologie ,

Gesteld nu, dat het door steeds opnieuw relateren*van functies aan de
antomische en daasma aan de mici:oscopisqhe bouw van de betreffende
organen lukt, de leerling dujdelijk'te makep dat'we voor et begrijpen
van de werkwijze moeten afdalen tofle cel en zgn veprichtingen, dan
staan we voor de vraag, welke vgm de ta_l‘r“ke celdiructuren en -functies
kunnen worden besproken. De ‘modbrhe celbiologie is zo uitgebreid,
dat een keuze moet Wc?rd,eq gedaan.-Hiérb;’j kan men zich laten leiden
door de vragen: . P ‘o

—  Welke celfuncties gevén de beste illustratie van de eenheid die aan
de basis van de biologische verscheidenheid ligt?

- Welke celfuncties zijn het meest relevant voor verschijnselen die de
leerlingen uit hun dagelijkse omgevingswereld bekend zijn, maar daar-
uit niet begrepen worden?
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- Hoeveel tijd neemt een en ander en hoe liggen de prioriteiten ten
opzichte van andere vragen die door de biologie moeten worden be-
antwoord?

Als hoofdlijnen waaruit ‘de eenheid wit verscheidenheid” tussen cel-
len het duidelijkst naar voren komt, zou ik de volgende willen noemen,
enigszins analoog aan de apbouw van dit symposiumverslag:

1 functiecodering

2 compartimentalisatie

3 celcontact en -herkenning
4 energichantering

Functiecodering Onder deze naam wil ik al datgene samenvatten dat
samenhangt met de genetische code, zijn copiéring, distributie, ver-
taling in specificke eiwitten, alsook de invloeden erop.

Het bieden van een peschikt structuurpatroon lijkt hier niet al te
moeilijk: men kan beginnen met te demonstreren dat een weelsel it
vele cellen bestaat, langs deze weg of via het ontstaan van het organis-
metotcelvermenigvuldiging komen, dan de mitose grondig behandelen
en daarmee de functie van de celkern illustreren; langs deze weg komt
men op de chromosomen en DNA. Het lijkt me belangrijk hierbij de
dimensies in de gaten te houden.

De mitose (zie het hoofdstuk van James) wordt uiteraard op alle
scholen behandeld, maar lang niet altijd duidelijk op het eindexamen
verteld. Een goed super-8 filmpje, waaraan het proces herhaaldeliik
kan worden gezien, lijkt voor dit onderwerp welhaast onmishaar. Een
gebrekkig begrip van de mitose leidt tot verwarring wanneer het zoveel
gecompliceerder proces van de meiose moet worden verwerkt, 1k heb
de indruk, dat deze verwarring op zijn beurt oorzaak is, dat de cel-
biclogische grondslagen, waarop de wetten van Mendel berusten, bij
de genetica uit het gezicht worden verloren, zoals eerder werd gesigna-
[eerd. <

De bouw van de nucleinezuren wordt tegenwoordig in het VWO vrij
algemeen besproken. Het lijkt mij zeer goed mogelijk de essentiéle
betekenis van de dubbele helix als code-drager én in zijn geschiktheid
voor replicatie met behoud van deze code duidelijk te maken aan leer-
lingen, die de chemische samenstelling van pentosen en N-basen niet
beheersen. Het leren van de namen adenine, cytosine, enz. acht ik
daarbij niet essentieel. Wél essentieel lijkt mij, dat de leerling begrijpt,
hoe het in principe mogelijk is, dat de genetische code wordt vertaald
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in een eiwitstructuur, Dat hiertoe een boodschapper-RNA en ribo-
somen nodig zijn, zon voor déze leerlingen echter beschouwd kunnen
worden als een nadere detaillering, die voorbehouden mag blijven aan
degenen die zich voor het onderwerp bijzonder interesseren en het bij-
voorbeeld als keuze-onderwerp bestuderen. Het onderscheid tussen
membraangebonden en vrije ribosomen en de functie van het RER
zouden dan eveneens onder deze verdere detaillering kunnen worden
gerangschikt, tenzij men dit wil gebruiken om althans iets te vertellen
over de compartimentalisatie van de cel (zie onder de volgende para-
graaf). Een meer gedetailleerde behandeling van de transcriptie DNA-
RNA en de translatic RNA-eiwit is te vinden in ‘Ontwikkelingen in de
moleculaire biologie’ (1966).

Belangrijker dan deze detaillering lijkt mij, dat het op basis van het
hierboven als essentieel gekenschetste duidelijk wordt, hoe afwijkingen
in DNA afwijkingen in celfunctie ten gevolge hebben, m.a.w. dat het
verband met de genetica zeer duidelijk wordt gelegd. Het voorkomen
van ‘inborn errors of metabolism’ kan begrijpelijk worden gemaakt
en het belang van ‘genetic counseling’ aangetoond. Misschien zou voor
speciaal geinteresseerden kunnen worden behandeld, hoe men tegen-
woordig uit het onderzoek van heterokaryons (zie het hoofdstuk van
Bootsma) zicht krijgt op het menselijk genoom en hoe virussen met de
genetische code van de cel kunnen gaan meespelen met alie gevolgen
van dien (zie het hoofdstuk van De Man).

Het spreekt vanzelf, dat men op deze laatste zaken in het VWO niet
diep kan ingaan. Van wezenlijk belang lijkt mij echter, dat al datgene,
wat hier onder de titel ‘functiecodering’ is samengevat in zijn samenhang
wordt begrepen.

Compartimentalisatie  Een van de meegst universele inzichten, die zijn
voortgekomen uit het elektronenmicroscopische onderzoek is, dat de
cel aan zijn stofwisselingsprocessen richting geeft door bepaalde stoffen
binnen compartimenten af te zonderen en ze zo als het ware veilig te
stellen voor de baaierd van de cytoplasmatische matrix. Opvallend is
de universaliteit van deze inrichting ; het kan stoffen betreffen die de cel
zelf maakt en dan binnen de cel transporteert enjof opslaat (endoplas-
matisch reticulum, lysomen, secreetgranula), het kunnen van buiten
opgenomen stoffen zijn (fagocytose- of pinocytose-vesikels) maar ook
kan de cel delen van het eigen cytoplasma door een membraan om-
geven en daarmee buiten gebruik stellen en afbreken (autofagosomen).
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Hoewel noglang niet volledig doorzien, is ons omtrent de sleutelpositie
vait het Golgi-apparaat in de laatste jaren veel duidelijk peworden.
Voor veel van deze compartimentale systemen zie men de hoofdstuk-
ken van Kramer en Daems. Ook mitochondrién en chloroplasten heb-
ben hun eigen membraanomhulling; de celkein is een geval apart.

Op didactisch gebied worden wij gesteld voor de vraag, of het in het
middelbaar onderwijs mogelijk is, veel verder te gaan dan de consta-
tering van de compartimentalisatie als universeel verschijnsel (althans
bij eukaryoeyten). Demonstratie ervan is mogelijk aan de hand van de
vacuole van de plantecel, maar alweer is dan de brug tussen dit extreme
geval en de vele slechts elektronenmicroscopisch zichtbare 4ormen van
compartimenten in andere cellen moeilijk te slaan. Nog moeilijker zal
het zijn, uit te leggen hoe dit systeem werkt: dan komt men namelijk
terecht bij de eigenschappen van biologische membranen en het is ¢en
probleem, hoe diverse werkingsmogelijkheden daarvan {gewone
diffusie, “facilitated diffusion’, actief transport, enz.) aan een middel-
bare scholier duidelijk gemaakt kunnen worden. .. voor zover de cel-
bioloog het zelf allemaal al begrijpt!

Volgens sommige didacten kan een eerste benadering van het pro-
bleem van de membraanwerking gegeven worden in de vorm van de
plasmolyseproeven met de plantecel. Dit kan inderdaad wel een idee
geven dat er iets als een selectieve doorlaatbaarheid in de levende cel
bestaat, maar dit te presenteren als de nitwerking van één enkele cyto-
plasmamembraan is toch wel een wat ver doorgevoerde vereenvoudi-
ging. Beter is dan wellicht een demonstratie van schrompeling en zwel-
ling van erythirocyten in hyper- respectievelijk hypotonisch milieu.

Teneinde de biologie meer in de vorm van praktisch werk te presen-
teren, streeft men in vele leergangen naar eenvoudige macroscopische
experimenten, waaruit de leerling elementaire Ievensverschijnselen kan
leren kennen. Zo beveelt Falk (1971) een practicumproef aan, waarbij
een met een oplossing gevuld zakje van cellofaan of varkensblaas in
water wordt gehangen en de leerling waarnegemt, dat sommige stoffen
deze membraan wel passeren, andere niet. Een dergelijke waarneming
mag nuttig zijn om duidelijk te maken, dat bepaalde membranen be-
paalde stoffen wel en andere niet doorlaten, hij is wel bijzonder ver
verwijderd van de enorme specificiteit, verscheidenbeid en verander-
baarheid, die de ceibioloog constateert dan wel moet postuleren voor
de membranen die bij het intraceliulair gebeuren cen rol spelen. Juist
discrepanties als deze illustreren duidelijk, hoe groot de kloof is, die
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onze huidige kennis van de celbiologie scheidt van hetgeen door de
leerling van de middelbare school begrepen (en hier wordt niet bedoeld :
uit het hoofd geleerd!) kan worden.

Zo men al iets van de compartimentalisatie van de cel wil noemen,
dan Ljkt één aspect daarbij onmisbaar, en we} enig besef van de dimen-
sies, waarbinnen de processen zich moeten afspelen, enig begrip van de
afstanden, die bij normale temperatuur door gewone diffusie binnen
voor de stofwisseling aanvaardbare tijd moeten worden overbrugd.
Het beeid, dat men zich van de compartimentalisatie van de cel maakt,
dient hiermee samen te hangen.

Weer een voorbeeld uit de praktijk : op een recent eindexamen bleken
de leerlingen tot in details uitstekend op de hoogte van de werking van
de dwarsgestreepte spier: ‘sliding mechanism’, T-systeem, sacroplas-
matisch reticutum, Ca®*-transport werd allemaal keurig in goede
samenhang vefteld. Maar na de vraag: hoe groot is nu zo’n sarcomeer ?
ontstond er verwarring en pas na lang aarzelen kwam er uit: zowat een
millimeter. Daar had men blijkbaar nooit bjj stilgestaan (al was het
maar voor het raam van een slagerswinkel). Op zichzelf is die milli-
meter natuurlijk niet belangrijk, maar de uitspraak verraadt dat de
relatie tussen dimensies en moleculaire kinetick niet werkelijk begrepen
is. Ik zal de laatste zijn om dat een VWO-leerling aan te rekenen; waar
het op aankomt is, dat een niet onbelangrijke leer-inspanning op dit
niveau (waar het draadje naar het rechtstreeks waarneembare geknapt
is) niet heeft geleid tot werkelijk begrijpen en dus wellicht beter had
kunnen worden besteed.

Celcontacten  Onder dit hoofd moge ik, nogal kunstmatig, een aantal
onderwerpen samennemen, die althans dit gemeen hebben, dat ze niet
zozeer binnen de cel gelocaliseerd zijn maar meer te maken hebben met
interactie tussen cellen.

Hieronder valt o.m. de bekleding van de celmembraan met een laagje
glycoproteine, dat te maken heeft met het als “eigen’ of ‘vreemd’ her-
kennen van cellen en daardoor van belang is voor immuniteitsreacties
(zie ook het hoofdstuk van De Man). Het lijkt, pezien de gecompliceer-
de chemie en de nog vele onbeantwoorde vragen op dit terrein, nauwe-
lijks zinvel iets hiervan in het VWO-programma op te nemen, ware het
niet dat juist in deze glycoproteinelaag de sleutel ligt van de bloed-
groepen, die algemeen wél worden behandeld en wegens hun belang
voor de dagelijkse praktijk mijns inziens terecht. Er zijn zaken, die
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wegens hun praktisch belang al een vaste plaats in het biologie-onder-
wijs hebben verworven en waarvan de celbiologische achtergrond wel
aanwijsbaar is, zonder dat in feite de mogelijkheid is gegeven, deze tot
een beter begrip te doen bijdragen.

Ten aanzien van een ander voorbeeld van celcontacten, namelijk de
verschillende vormen van aanhechting tussen cellen: desmosomen,
gap junctions, tight junctions e.d., lijkt het vooralsnog een wijze be-
perking, de bespreking daarvan weg te laten voor leerlingen voor wie
het celbegrip nog zo moeilijk is.

lets anders wordt het, wanneer vergelijkbare structuren functies wit-
oefenen, waarvan het resultaat in de dagelijkse omgeving, waaronder
begrepen het eigen lichaam, valt waar te nemen. Bij de behandeling van
het zenuwstelsel kan de bespreking van synapsen en neurotransmitters
(hoofdstuk van Jongkind) verhelderend werken.

Daarmee komen we op het terrein van de invloed die cellen langs
chemische weg op elkaar uitoefenen. Het spreekt vanzelf dat in het
biologieonderwijs aan de werking van hormonen behoorlijk aandacht
wordt besteed en dat duidelijk wordt gemaakt, dat de uitwerking van
een hormoon uiteindelijk berust bij de werking van de cellen, die door
dat hormoon worden beinvloed. De celbioloog denkt dan aan de ver-
schillende wijzen, waarop de laatste stap van deze beinvloeding wordt
geéflectueerd (hoofdstuk van Konijn). Hier stuiten we echter opnieuw
op talrijke nog nauwelijks begrepen punten, bijvoorbeeld de moeilijk-
heid, zich een receptorplaats op de celmembraan voor te stellen. Ook
doet zich het bezwaar gelden van de verdere complicering die aan het
bespreken van cyclisch AMP vastzit, om nog te zwijgen van de andere
mogelijke aangrijpingspunten van een hormoon op een ‘target cell’.
Ook voor dit onderwerp dient men zich dus wel zorgvuldig af te vragen,
of celbiologische detaillering verhelderend werkt dan wel ten gevolge
van de té grote verfijning verwarrend gaat werken.

Energiehantering  Voor de volledigheid wordt de energiehantering als
vierde hoofdonderwerp hier vermeld, hoewel deze in dit symposium-
verslag nauwelijks een plaats heeft gekregen. Het onderwerp ligt ook
meer op het terrein van de moleculaire biologie (als men die met Van
Herk (1966) niet wil beperken tot de DNA-RNA-eiwit-mode) en van
de biochemie; de celbiologie speelt daarin mee als het gaat om de struc-
tuur van mitochondrién en chloroplasten. Ock op dit gebied lijkt het
mij, dat de hoofdzaken van assimilatie en dissimilatie heel goed be-
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handeld kunnen worden zonder op genoemde structurele bijzonder-
heden in te gaan. Omgekeerd zou men vrij ver in de detaillering van de
bouw van mitochondrién en thycaloiden moeten afdalen om te berei-
ken, dat de kennis van deze structuur werkelijk bijdraagt tot een ver-
dieping van het begrip van hetgeen er biochemisch plaatsgrijpt.

Keuze

Uit de beschouwing van deze vier hoofdlijnen van de celbiologie komt
naar voren, dat er weliswaar een groot aantal onderwerpen is te vinden
waarbij celbiologische aspecten kunnen worden aangedragen, maar
dat bij vele ervan toch een vrij lange aanloop nodig is om ze duidelijk in
een structuurpatroon te plaatsen en om te voorkomen dat men details
uit het hoofd gaat leren die daardoor geen werkelijke bijdrage leveren
tot het begrip van biologische processen.

De beperking in de beschikbare tijd zal dan ook nocodzaken tot het
doen van ecen keuze en deze keuze zal vooral bepaald worden door de
doelstellingen van het VWO. 1n deze doelstellingen acht ik twee ele-
menten van dominerende betekenis.

Ten eerste: Het VWO is voorbereidend wetenschappelifk onderwijs, Dt
houdt in, dat de leerling althans in elementaire vorm iets moet ervaren
van wat wetenschappelijlc werk betekent. Er is dan ook bij degenen die
werken aan de modernisering van het biologie-onderwijs een streven
naar uitbreiding van het praktische onderwijs (zie bijvoorbeeld Falk,
1971) en een vervanging van de oude, deductieve methode door een in-
ductieve. Het formuleren van een vraagstelling, het ontwerpen en uit-
voeren van ecn experiment, het registreren en ordenen van vitkomsten,
het formuleren van een conclusie zijn in het VWO van fundamenteler
waarde dan veel uit de stortvloed van feiten, waarnit het biologie-
arsenaal van de middelbare school veelal bestaat. Voor de leerling zelf
zijn de spanning van het zelf waarnemen en de vreugde van de eigen
ontdekking de ervaringen, die hem enig idee kunnen geven van wat
wetenschappelijk onderzoek is. Zulke ervaringen zijn temeer gewenst,
omdat in de eerste jaren van het wetenschappelijk onderwijs zoveel
feitenmateriaal moet worden aangedragen, dat het praktisch onmoge-
lijk is, dit langs inductieve weg te doen.

Het werkveld van de celbiologie van vandaag biedt weinig ruimte
voor experimenten die in het VWO kunnen worden herhaald, Als sub-
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stituut kan dan een wetenschappelijk onderzoek worden naverteld of
in een film kort weergegeven, waarna de leerling kan worden aange-
spoord, zelf daaruit zijn conclusies te trekken. Het behoeft geen betoog,
dat deze inductieve methode veel meer tijd kost dan de deductieve,
m.a.w. dat in de beperkte beschikbare tijd minder ‘stof” kan worden
aangedragen en het dus eens te meer noodzakelijk is, te selecteren. Ik
meen, dat men zich bij deze selectie van onderwerpen zou moeten
richten naar wat ik als een tweede doelsteiling van het VWO zou willen
Zlen:

Ten tweede: Het VWO moet zoveel kennis van biologische zaken aan-
dragen dat diegenen, die na hun eindexamen niét een richfing kiezen
waariit biologie als hulp- of hoofdvak voorkomt, voldoende weten om
in de praktijk van het dagelijks leven het belang van de biologische aspec-
ten te kunnen onderkennen.

Tk druk het wel eens, chargerend, zo uit: een abituriént moet met ver-
stand de krant kunnen lezen. Daarmee wordt aangeduid dat bij het
selecteren van een biologie-programma voor de hogere klassen van het
VWO niet in de eerste plaats moet worden gekozen voor het belang van
de biologie, maar voor het belang van de leerling, van wie straks, als
hij als volwassene in de maatschappij functioneert, op grond van zijn
ontwikkeling een verstandig oordeel wordt verwacht, ook over zaken
met biologische aspecten. Vragen als: wat is goede voeding, waarom
drinkwaterfluoridering, wat is een infectie, wat is immuniteit, wat zijn
bloedgroepen, in hoeverre zijn de mogelijkheden van de mens erfelifk
bepaald, wat is ‘genetic counseling’ vragen van geslachtsverkeer,
menstruatiecyclus, zwangerschap, de pil, waar komt de energie van-
daan die ons in staat stelt te leven, wat zijn de grote kringlopen en hoe
dreigen die te worden verstoord in onze geindustrialiseerde maat-
schappij...; zulke vragen dienen dan te worden geplaatst tegenover
datgene, wat over de moderne celbiologie in dit symposium is aange-
dragen.

Zelfsindien men recht wil doen aan de intrinsicke waarde van de cel-
biologie als cultuurbezit dient ook dit aspect gesteld te worden tegen-
over die van de vele andere waardevolle zaken, die de leerlingen kun-
nen worden meegegeven. Naar mijn mening blijft er dan in het VWO
voor de celbiologie slechts een bescheiden bijdrage over, nitgezonderd
uiteraard voor diegenen door wie celbiologische hoofdstukken als
keuze-onderwerp worden bewerkt,
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Hierin is dan tevens het antwoord besloten ten aanzien van de in het
begin van dit hoofdstuk genoemde groep 1: MAVO-HAVO.

Celbiologie in het WO

De betekenis van de celbiologie als basisvak in het WO is van geheel
andere orde dan die in het VWO. Het gaat hier niet alicen om de
enkele hoofdlijnen, die uvit ons inzicht van de fundamentele levens-
verschijnselen naar voren komen, maar het gaat er bovendien om, de
student terdege op de hoogte te brengen van de ontwikkeling in de be-
trokken onderzoekrichtingen waaruit nieuwe toepassingsmogelijk-
heden op medisch, landbouwkundig, biotechnisch of aanverwant ter-
rein kunnen voortvloeien, Men moge mij verontschuldigen, dat ik bij
het bespreken van deze aspecten het oog vooral richt op de medische
opleiding, waarmee ik het beste bekend ben en mij daarbij gaarne
baseer op de woorden van Bittar & Bittar (1968) in de inleiding van hun
boek “The biological basis of medicine’: ‘It is now generally accepted,
that cell biology has not only a key position among the biological
sciences, but also serves at the meetingground for the physiologist,
biochemist, cytologist, pathologist, and others... Cell biology offers
the basis upon which life in health and disease can be properly under-
stood... Our belief is that ultimately cellular biclogy will be the disci-
pline unifying the basic medical sciences.’

Vanuit dit gezichtspunt is het dan ook terecht, dat aan alle universi-
teiten veel 1ijd wordt ingeruitnd voor celbiologie in de medische en
daarmee verwante opleidingen. Men kan zich echter afvragen of de
vele tijd, hieraan besteed, wel maximaal rendement oplevert, wanneer
men constateert, hoe zeer juist hier de eerder besproken didactische
grondregel, dat nieuw feitenmateriaal moet worden geplaatst in een
structuurpatroon dat de leerling reeds vertrouwd is, wordt veronacht-
zaamd. ’

Uit hetgeen op pag. 223 e.v. werd gezead, volgt dat de abituriént van
het VWO aan de universiteit aankomt met een veelal nog vaag en on-
volledig begrip van de levende cel in al zijn complexiteit en wisselwer-
kingen en zeker nog ver verwijderd is van het beeld van de czl zoals het
door De Voogd van der Straaten (pag. 11) werd gegeven. Bovendien
gaat de belangstelling van de aankomende studenten in de geneeskun-
de, tandheelkunde, diergeneeskunde, enz. zeker niet in de eerste plaats
vit naar de cel: het is logisch dat hun aandacht en studieverwachtingen
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zich richten op hun tockomstig werkveld en dan vaak nog met voorbij-
gaan van de preventieve aspecten. Terugwijzend naar de eerder aange-
haalde uitspraak van Brumer (pag. 222} lijkt het dan ook een didacti-
sche eis, de *patiént’, dat is het lotale organisme, als structuurpatroon
aan te bieden, van waaruit hadere detaillering moet worden bereikt.

De opbouw van de meeste medische curricula in de basisjaren ver-
toont evenwel trekken die opvallend overeenkomen met de aanpak
van de jonge, onervaren leraar uit het citaat op pag. 225-226. Die op-
bouw is doorgaans traditioneel: éérst de molekulen, dan via macro-
moleculaire systemen naar de werkingen van een cel, véél /celbiologie
voordat over weefsels wordt gesproken, pas uit de weefsels de organen
opbouwen en pas uit het samenstel van deze laatste de mens als individu
(en patiént) leren begrijpen. Deze traditionele opbouw is voor degene,
die op al deze terreinen thuis is, volstrekt logisch en goed hanteerbaar,
doch druist niet alleen in tegen het gesignaleerde didactische grond-
beginsel, maar is ook strijdig met de wijze, waarop bijvoorbeeld de
medicus bij de uitoefening van zijn vak (zo ooit) gebruik zal maken van
celbiologische inzichten. De arts ziet in de eerste plaats de patiént;
mogelijk wordt een klacht in een bepaald orgaan of orgaansysieem
gelokaliseerd, in dat geval zal de pedachtensprong via weefsel naar cel
worden gemaakt en zal misschien worden teruggevallen op de algemene
wetmatigheden, volgens welke cellen werken.

Door deze vanzelfsprekende gedachtengang te veronachtzamen
wordt bereikt, dat de student in het begin van zijn studie - die hij is in-
gegaan met slechts een vaag idee over <e biologie op cellulair niveau —
moleculaire biologie en celbiologie krijgt te verwerken in een hoge mate
van complexiteit zonder voldoende relatie met datgene, waar het later
in moet worden gepast of met datgene, waar zijn aandacht in de eerste
plaats op gericht is. Bij gebrek aan een voor hem passend structuur-
patroon ziet hij al pauw door de bomen het bos niet meer, maar leert
het allemaal braaf — hij wil immers zijn papiertje halen —maar is het dan
ook allemaal heel gauw weer vergeten.

Daar komt nog bij, dat vele klinische docenten hun kennis omtrent
de celbiologie vele jaren geleden hebben opgedaan en zodoende, speci-
aalin een zich zo snel ontwikkelend vakgebied, van de laatste vorderin-
gen niet geheel op de hoogte 2ijn. Zij kunnen daardoor hetgeen in het
basisonderwijs werd aangedragen niet opvangen en weten bovendien
vrijwel niet wat er in voorafgaande jaren is behandeld. Zodoende gaat,
wat er eventueel bij de student mocht zijn blijven hangen, ook om die
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reden verloren.

Wil de celbiologie werkelijk tot het denk-arsenaal van bijvoorbeeld
de arts gaan behoren, dan zal vooral in dit opzicht een grondige her-
bezinning op de basis van het curriculum noodzakelijk zijn. Men zal
moeten beginnen met datgene, dat door elke aankomende student on-
middellijk als relevant voor zijn studie wordt gezien: de mens als ge-
heel, de met het blote oog of eenvoudige meetinstrumenten waarneem-
bare, normale en waar mogelijk ook pathologische functies. Uiteraard
kan hierbij worden voortgebouwd op hetgeen in het VWO werd ver-
worven. De lijn: organisme — orgaan — cel behoeft nu geen nadere
vitleg meer, maar men mag, dacht ik, niet verwachten dat elke aan-
komende student een z0 duidelijke voorstelling heeft van een ver-
scheidenheid van vooral vertebratencellen, dat celbiologische proces-
sen zonder moeite daarin kunnen worden geplaatst. Hoe de situatie zal
zijn voor die studenten die de biologie, zijnde niet vereist, uit hun eind-
examenpakket hebben weggelaten, moet bezorgd worden afgewacht.

In het eigen onderwijs geef ik er de voorkeur aan dat de studenten
cerst de algemeen voorkomende celtypen wat minder gedetailleerd
leren kennen en herkennen, maar wel de functie van die cellen zien in
het grotere geheel van weefsel en orgaan. Pas geleidelijk worden ultra-
structurele details in dit elementaire histologische onderricht inge-
bouwd, waarbij gehoopt wordt te komen tot een nader samengaan
met het onderwijs in de biochemie. Pas later, bij de microscopische
anatomie, worden verdere celbiologische details aangedragen voor de
celtypen die specifick zijn voor de beireffende orgaanfunctie. Aldus
wordt nagestreefd, dat steeds opnieuw de band gelegd wordt: orga-
nisme—orgaan —cel— celorgaan— macromoleculair systeem.

Gaandeweg, in de loop van bijvoorbeeld de eerste twee of drie studie-
jaren kan, hand in hand met elementair klinisch onderwijs, gewerkt
worden aan een geleidelijke verdieping van de analyse van levensver-
schijnselen, zodat omstrecks het eind van het derde jaar het vereiste
niveau op het gebied van de celbiologie is bereikt. Indien dit onderwijs
in die drie jaren steeds en, naar valt te verwachten ook in klimmende
mate, geintegreerd is geweest met klinische bijdragen, zullen de klinici
uit hun overleg met de docenten uit de basiswetenschappen wellicht
zoveel over de moderne celbiologie meepikken dat dit niveau ook in
hiin onderwijs in stand wordt gehouden.

Dit zal ertoe kunnen leiden, dat de celbioloog ook in de latere fasen
van de opleiding, bijvoorbeeld bij de specialisatie, nog bij het onderwijs
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wordt betrokken en is dit eenmaal gebruikelijk, dan zal hieruit wellicht
voortvloeien, dat veel ‘leerstof” in de eerste jaren kan worden wegge-
laten en de nu ernstige dreiging van overbelasting wordt afgewenteld.

De hoeveelheid materiaal, die in het huidige bestel binnen korte tijd
moet worden overgedragen, maakt het vrijwel onmogelitk, dit anders
te doen dan via de deductieve weg. Voor een inductieve benadering,
laat staan een kennis nemen van celbiologie door zelf experimenteren,
is er in de basisjaren nauwelijks tijd. ln sommige curricula wordt in het
derde jaar gelegenheid gegeven tot het doen van een wetenschappelijlke
stage, maar slechts een kiein deel van de studenten Kiest hiervoor het
terrein van de celbiologie. ,

Aan de enc kant accentueert deze sitnatie de dringende wenselijkheid
van inductief onderricht in het VWO (zie pag.232), aan de andere kant
moet ook in het WO de didactiek erop gericht zijn, een vak als cel-
biologie als een grociende wetenschap te presenteren en niet als een ver-
zameling feiten die men nu eenmaal {om vaak duistere reden) moet
kennen.

Een geschikie presentatievorm lijkt dan ook, de gang van zaken bij
een wetenschappelijk onderzoek te weerspiegelen: eerst de vraag te
stellen, dan inzicht te geven in de experimentele mogelijkheden, ver-
volgens het experiment te beschrijven en de uitkomsten te laten zien en
tenslotic de studenten zelf daaruit hun conclusie te laten trekken. De
moeilijkheid, dit te doen in een collegezaal met 200 studenten, laai ik nu
maar terzijde; er zijn gelukkig andere onderwijsvormen, Voor toetsing
lijken dan vragen volgens volgende modellen bruikbaar:

1 Beschrijf een verschijnse! dat de leerling niet onmiddellijk kan be-
grijpen. Vraag met welke methoden men de verklaring kan vinden.

2 Beschrijf een experiment. Vraag wat de student verwacht te zullen
waarnemen. ‘
3 Beschrijf een experiment en de uitkomst daarvan {eventueel met
kwantitatieve gegevens). Vraag welke conclusie de student hieruit
trekt.

4 Beschrijf experiment, nitkomst en een conclusie. Vraag of deze con-
clusie juist is en of die uit zulk een experiment getrokken mag worden.
Er zijn uiteraard verdere variaties op dit thema mogelijk.

Met een presentatie volgens deze lijnen, die zou kunnen culmineren
in het laten lezen van recente wetenschappelijke publikaties (wat in elk
geval een onderdeel van de wetenschappelijke stage behoort te zijn),
zou men kunnen bereiken, dat de nitkomsten van recent onderzoek,
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vaak nog te veel als vaststaande feiten ‘geleerd’, gezien gaan worden als
elementen in een voortdurende stroom van feit-hypothese-onderzock-
uitkomst-discussie-nieuwe hypothese, enz., waarin het wetenschappe-
lijk bedrijf zelf als een dynamisch proces voortbestaat. Op zijn beurt
kan hieruit de motivatie voortspruiten van een “‘éducation permanente’,
die men voor clke academicus steeds meer als enige oplossing ziet.

Nog een derde element kan helpen, de celbiologie als hulpweten-
schap meer gestalte te geven, en wel het telkens terugkeren van bepaal-
de verschijnselen in ander verband. Herhaling is een essentieel element
in de didactick. Indien, overeenkomstig de hierboven aangegeven
richtlijnen, celbiologische aspecten worden besproken als detaillerin-
gen van orgaanfuncties zullen functies van celorganellen zoals: Golgi-
apparaat, mitochondrién, het lysosomale systeem, plaatsen van cel-
contact, telkens opnieuw, maar telkens in andere samenhang naar
voren komen.

Een voorbeeld: voor enkele jaren werd door de school van Seljelid
et al., (1970) aangetoond, dat de mobilisatie van schildklierhormoon
vit de follikel plaats vindt via pinocytose en intracellulaire afbraak
van thyreoglobuline door lysosomen. Hiermee kwam een nieuwe func-
tie van het lysosomale systeem aan het licht, waarvan een groot aantal
functies al bekend was, onder andere bij het verwerken van gefagocy-
teerd materiaal door makrofagen en granulocyten, de verwerking van
geresorbeerd macromolecniair materiaal door niertubuli en het buiten
gebruik stellen van celdelen bij involutie van de cel. Dat een dergelijke
veelheid van functies in wezen berust op de gevaricerde toepassing van
éénzelfde celorganel demonstreert de ‘eenheid in verscheidenheid’ die
het boeiende kenmerk is van biologische systemen.

Wanneer dit boeiende door de meerderheid der studenten wordt
ervaren kan men stellen, dat de celbiologie zijn plaats heeft verworven
tussen de vele disciplines waaruit het curriculum is samengesteld,

5
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Glossarium

Deze lijst bevat een aantal belangrijke begrippen die in de/verschillende
hoofdstukken voorkomen. Begrippen welke in de tekst nitvoerig wor-
den verklaard, zijn niet opgenomen of worden slechts in het kort be-
handeld. Hiervoor raadplege men het register. Woorden aangeduid
met een asterisk worden elders in dit glossarium besproken.

Actief transport Transport van stoffen tegen een concentratiegra-
diént in, waarvoor energie (in de vorm van ATP) nodig is.

Angsirom (4)  Verouderde maat. 1 A komt overeen met 1077 mum.

Antilichaarm  Eiwit dat gesynthetiseerd wordt in een plasmacel en dat
gericht is tegen lichaamsvreemde stoffen (antigenen). De reactie tus-
sen antilichaam en antigeen is zeer specifiek. Antilichamen komen
voornamelijk voor in die fractie van de serum-eiwitten welke behoren
tot de y-globulinen. Naar hun werking onderscheidt men een aantal
groepen:

- agglutinines: doen bacterién samenklonteren,

— antitoxines: maken door bacterién afgegeven toxische stoffen on-
schadelijk,

— precipitines: slaan lichaamsvreemde eiwitten neer,

— bacteriolysines: *lyseren bacterién,

— opsonines: vergemakkelijken de *fagocytose van lichaamsvreemde
stoffen door leucocyten.

Antigeen Lichaamsvreemde substantie. De *antilichaam-reactic is
gericht tegen eiwit- of polysaccharidecomponenten van het antigeen.

Biomembranen Membraneuze ‘structuren, betrokken bif transport-
en syntheseprocessen binnen de-cel en het transport van stoffen tussen
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de cel en de extracellulaire ruimte. Zij bevatten de ‘carrier’-systemen
voor *actief transport en herkenningsplaatsen (receptoren} voor stof-
fen die betrokken zijn bij de regulatie van cellulaire processen, zoais
hormonen. Biomembranen zijn opgebouwd uit ondermeer eiwitten en
lipiden, en de structuur is onderhevig aan continue afbraak- en syn-
theseprocessen (dynamische structuur). De belangrijkste biomem-
branen zijn:

— de plasmamembraan,

— de kernmembraan,

- membranen rond celorganellen zoals *mitochondrién, chloroplas-
ten, *lysosomen,

— de membranen van het *endoplasmatisch reticulum en het *Golgi-
systeem.

Cel De kleinste organisatie-eenheid van enig levend organisme die
— mits in een geschikte omgeving — in staat is tot cen onafhankelijk
bestaan van enige duur en in staat is zijn eigen substantie te vervangen.

Celfractionering  Het van elkaar scheiden van verschillende cel-
componenten d.m.v. fragmentatie gevolgd door centrifugatie-technie-
ken.

Centromeer Deel van het chromosoom waar de spoeldraden van de
*delingsspoel aangrijpen. Herkenbaar doordat zich hier ¢en insnoe-
ring (primaire constrictie) bevindt.

Chemotaxis Beweging van de cel welke wordt gedirigeerd door een
chemische substantie die zich buiten de cel bevindt.

Chromatine  Letterlijk: kleurbare substantie. Het geheel van chro-
mosoomfibrillen in de celkern. Het chromatine kan voorkomen in twee
condensatiegraden: :

— Heterochromatine: Chromosomen in gecondenseerde vorm, zoals
deze ondermeer zichtbaar zijn tijdens de metafase van de celdeling (zie
mitose). In deze toestand zijn ze genetisch inactief.

- Euchromatine: De chromospomfibrillen liggen los dooréén in een
diffuse kluwen. In deze toestand kunnen ze genetische informatie af-
geven.

240




Co-cultivatie  Het tezamen kweken van meerdere celsoorten.

Contactinhibitie Het verschijnsel dat bij cellen de groei stopt nadat
zi] elkaar raken. Bij het kweken van cellen op een voedingsbodem
resulteert dit in een zogenaamde ‘monolayer’: cellen groeien nadat
de voedingsbodem met én laag bedekt is niet verder. Bij *getransfor-
meerde cellen gaat deze eigenschap verloren.

Crinofagie Het opnemen van in de cel gevormde secreetkorrels door
de *lysosomen, door middel van een proces van membraanversmel-
ting. Crinofagie is een belangrijk regulerend systeem voor de secretoire
activiteit van cellen.

Cyioplasma  Inalgemenezinisdit het cellichaam buiten de celkern. Als
cytoplasma in engere zin kan men beschouwen de vloeistof waarin de
celorganelien zich bevinden. Dit noemt men ook wel de cytosol. De
cytosol bevat verschillende enzymsystemen, zoals die voor de glycolyse
(zie glucose-afbraak), de vetzuursynthese, etc.

Delingsspoel Bestaat uit twee soorten spoeldraden : van pool tot pool
en van pooi tot *centromeer. De polen worden vaak gevormd vanuit
de zogenaamde centriolen. De spoeldraden zijn opgebouwd uit micro-
tubuli die geassembleerd worden uit kleinere bouwstenen.

DNA Zie nucleinezuren.

Endocytose Door in- of uitslulping van de plasmamembraan wordt
een deel van de extracellulaire ruimte afgezonderd en, omgeven door
het betreffende deel van de plasmamembraan, in de cel opgenomen.
Bij de endocytose onderscheidt men:

— fagocytose (phag- = woordstam voor eten}; het opnemen van vaste,
althans microscopisch zichtbare, partikeltjes,

— pinocytose (pinein = drinken}; het opnemen van vloeistoffen.

Endoplasmatisch reticulum (ER)  Structuur in de cel bestaande uit een
verzameling van veelal parallelle platte ruimtes {cisternen) welke van
het cytoplasma zijn afgescheiden door membranen. De ruimtes zijn
onderling tot een netwerk verbonden. Het is te onderscheiden in een
ruw (RER) en een glad (SER) endoplasmatisch reticulum.

241



Het RER is bedekt met *ribosomen en is in de eukaryote cel de
voorhaarnste plaats voor de synthese van eiwitten.

Het SER speelt een voorname rol bij de koolhydraat- en vetstof-
wisseling, en is ondermeer betrokken bij intracellulair transport.
Tevens is het ER een voorloper van de membraansystemen van het
*Golgi-apparaat en mogelijk van de kernmembraan.

Energierjjke verbindingen Verbindingen waarin voor chemische
reacties bruikbare energie ligt opgeslagen. Deze energie komt vrij bij
hydrolyse van deze verbindingen. Enige voorbeelden :

— Adenosinetrifosaat (ATP). Bij hydrolyse van 1 mol ATP tot ADP
komt ca. 7.000 cal vrij.

— Fosfoénolpyruvaat: vrije energic ca. 13.000 cal.

— Acetyl Coénzym A vrije energie ca. 8.000 ¢cal.

— Creatininefosfaat: vrije energie ca. 9.000 cal.

Epigenetisch Heeft betrekking op de expressie, *transcriptie, *trans-
latie of interactie van het genetisch matertaal.

Episoom Een accesoir-genetisch element dat in het genoom geinte-
greerd kan zijn, doch ook kan voorkomen als een vrije, semi-autonome
factor.

Eukaryoten Organismen met een, door een dubbel membraan om-
geven, kern met daarin de chromosomen.

Exantheem Vlekkige huidaandoening, berustend op ontsteking.

Exocytose Het proces waarbij stoffen uit de cel worden verwijderd.
Deze stoffen zijn tevoren al in een door een membraan omgeven ruim-
te binnen de cel opgehoopt; de exocytose vindt plaats nadat deze
membraan met de plasmamembraan is versmolten en ter plaatse is
doorgebroken.

Fagosoom Door membraam omgeven gefagocyteerd partikeltje of
een gepinocyteerd vloeistofdruppeltje.
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Genetische redundantie Het verschijnsel waarbij stukken genetische
informatie meer dan éénmaal in het genoom voorkomen,

Glucose-afbraak

— Anaerobe afbraak (glycolyse). Eindprodukt van deze afbraak kan
zijn melkzuur, alkohol, etc. Bij dit proces wordt ATP gevormd zonder
dat er behoefte is aan een elektronenacceptor, zoals Q.

— Aerobe afbraak. Het eerste deel is vrijwel gelijk aan glycolyse; ver-
dere afbraak tot CO2 en H2O geschiedt volgens de citroenzuurcyclus
en de daaraan gekoppelde ademketen. Bij dit proces is de ATP-op-
brengst per mol glucose veel hoger dan bij anaerobe afbraak, de vor-
ming is echter geheel athankelijk van de aanwezigheid van zuurstof,

Glycocalix Een laagje macromolekulen (eiwitten en koolhydraten
bevattend) op de buitenzijde van de plasmamembraan. Speelt een rol
bij de opname en afgifte van stoffen door de cel.

Golgi-apparaat  Het secretieorgaan van de cel, waarin de uit te schei-
den celprodukten worden afgewerkt, geconcentreerd en verpakt in
membranen. Het bestaat uit systemen van gladde, opééngepakte
*cisternen (dictyosomen). Zie ook endoplasmatisch reticulum,

Huaemolyse Proces waarbij het rode bloedpigment (haemoglobine)
uit de erythrocyten wordt verwijderd, zonder dat deze ten gronde gaan.

Haemopoise Het proces van de vorming van bloedcellen.

HeLa-cellen Voor celbiologisch en moleculair biclogisch onderzoek
veel gebruikte cellijn. De cellijn is oorspronkelijk afkomstig it cellen
van een tumor van de baarmoederhals die ongeveer dertig jaar geleden
verwijderd werd bij de patiente Helen Lane. Sindsdien worden HeLa-
cellen op vele laboratoria voortgekweekt.

Heterokaryon Letterlijk: kern die bestaat uit verschiilende delen. De
naamwordt echter gegeven aan een heterokaryotische cel met twee of
meer kernen, waarvan de kernen afkomstig zijn uit cellen van ver-
schillend genetisch type.
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Histonen Eiwitten die gekenmerkt worden door een hoog gehalte
aan aminozuren met een basische zijketen en die voorkomen in combi-
natie met *nucleinezuren.

Hybridisatie 7

— Moleculaire hybridisatie. Biochemische methode, waarbij de graad
van homologie tussen DNA-molekulen onderling of tussen *DNA-en
*RINA-molekulen getoetst kan worden. Bij deze methode wordt ge-
bruik gemaakt van het feit dat complementaire nucleinezuurmole-
kulen een stevige onderlinge binding aangaan.

— Celhybridisatie. De fusie tussen in vitro gekweekte cellen van ver-
schillende oorsprong. ’

Inductie (model van *Jacob en Monod) Een metaboliet kan vaak de
synthese van de enzymen die nodig zijn voor de verwerking ervan
‘induceren’. Het metaboliet, inductor genoemd, bindt zich aan het
*repressormolekuul. Door deze interactie verandert het repressor-
molekuul van structuur, waardoor het niet meer aan de *operator-site
kan binden. De structurele genen van het betreffende *operon kuanen
nu worden afgelezen, en de enzymen die door deze genen worden ge-
codeerd worden gesynthetiseerd.

Infiltratieve groei  Groei van tumorcellen die zich niet storen aan ana-
tomische grenzen.

Invitro Letterlijk: in glas (reageerbuis). Heeft betrekking op experi-
menten met cellen of celbestanddelen waarbij de structuur waarin ze
normaal voorkomen (in vivo) in meet of mindere mate i$ gedestry-
eerd.

Isoénzymen Het voorkomen van een enzym, binnen één bepaald
soort, in meer dan één structurele vorm.

Jacob en Monod-model Het model dat betrekking heeft op de regula-
tie van de gen-activiteit bij *prokaryoten.

Locus  Speciefieke plaats op het genoom.
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Lymfocyt Eén van de celtypes die bij de amoeboide leucocyten kun-
nen worden onderscheiden. De stamcel, waaruit de lymfocyt ontstaat,
is de lymfoblast.

Lysis  Proces waarbij de celwand wordt gedesintegreerd en de cel-
inhoud vrijkomt.

Lysosoom Blaasvormig celorganel dat is omgeven door een mem-
braan en dat is betrokken bij de intraceilulaire vertering. Zij bevatten
veel hydrolytische enzymen die eiwitten, vetten, etc. kunnen afbreken.
Het lysosoom kan met het *fagosoom, dat via fagocytose of pinocytose
materiaal binnen de cel brengt, fuseren. Indien delen van celorganellen
uit de eigen cel worden ‘gefagocyteerd” door het lysosoom spreekt
men van autofagie.

Macrofaag  Cellen die in milt, lever en beenmerg in gelixeerde toe-
stand voorkomen. Zij kunnen overgaan in een vrije vorm en kunnen
zich dan vrij in het bloed bewegen. Zij zijn in staat tot fago- en pino-
cytose (zie endocyiose) en spelen een belangrijke rol bij afweer- en
opruimreacties.

Mesosomen Complexe structuren bij *prokaryoten, ontstaan door
instulpen van de plasmamembraan; mogelijke concentratieplaatsen
voor enzymen van de ademhalingsketen.

Micrometer (um) 1 pm komt overeen met 107 # mm.,

Microsomen Na differentiéle centrifugatic sedimenteren by hoog
toerental kleine fragmenten van het endoplasmatisch reticulum en
andere biomembranen. Deze fractie heeft men de microsoomfractie
genoemd (letterlijk : kleine lichaampjes). (Zie ook celfractionering.)

Mirochondrién Celorganeilen met een buiten- en een (geplooide) bin-
nenmembraan. Bevat een eigen *DNA en *ribosomen. Het is de voor-
naamste syntheseplaats van ATP dat uit ADP wordt gevormd d.m.v.
een proces dat bekend staat als oxidatieve fosforylering. In verband
hiermee vinden we in het mitochondrion de citroenzuurcyclus ¢én de
ademketen (zie ook glucose-afbraak). Ook de vetzuurafbraak
vindt plaats in het mitochondrion. Tevens is dit celorganel betrokken
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bij diverse syntheseprocessen (zoals de synthese van bepaalde steroid-
hormonen),

Mitose -Indirecte celdeling. Bij microscopische observatie zijn de vol-
gende fasen te onderscheiden:

~ Interfase: de toestand van de cel tussen twee delingen in. -

— Profase: het zichtbaar worden van de chromoscomstructuur en
*delingsspoel, hierbij verdwijnen de nucleolus en kernmembraan.

— Metafase: het rangschikken van de chromosomen in equatoriaal
vlak, waarbij de twee identieke componenten (chromatiden) van elk
chromosoom zichtbaar worden,

— Anafase: de chromatiden bewegen etk naar de tegenoverliggende
polen van de delingsspoel; deling van het centriool. Begin van in-
snoering van het cellichaam.

— Telofase: de zichtbare chromosomenstructuur verdwijnt. Vorming
nienwe kernmembraan en nucleolus. Voliooting van de deling van het
cellichaam,

Mutanten Cellen of virussen die een sprongsgewijze verandering in de
erfelijke informatie hebben ondergaan (mutatie). Enkele voorbeelden:
— ‘Missense’-mutaties. Hierbij resulteert de verandering in de syn-
these van een eiwit (enzym) waarin één of meer ‘foutieve’ aminozuren
zijn ingebouwd, waardoor dit eiwit zijn functie niet of niet goed meer
kan vitoefenen. Hiertoe behoren ondermeer de ‘temperatuurgevoelige’
mutanten die een bepaald proces niet meer kunnen uitvoeren bij tempe-
raturen waarbij het oorspronkelijke (‘wilde’) type dit nog wel kan.

—~ ‘Nonsense’-mutaties, Hierbij wordt een eiwit (enzym) geheel of ge-
deeltelijk niet meer gesynthetiseerd. ,

.

Nanometer {um) 1 nm komt overeen met 107 ¢ nm.,
Necrose Afsterven van tellen en weefsels.

Nucleinezuren

DNA (desoxyribonucleineznur) komt meestal voor in een dubbel-
strengsvorm (uitzonderingen worden gevonden bij bepaalde bacteriéle
virussen waar het DNA uit slechts één streng bestaat). Veelal is het
DNA circulair. Elk van de DNA-strengen is opgebouwd uit een groot
aantal nucleotiden, bestaande uit een stikstofbase, een suiker (desoxy-
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ribose) en een fosfaatgroep. De genetische informatie is in het DNA
vastgelegd door de nuleotiden volgorde. De nucleotiden verschillen
onderling alleen in dz stikstofbase; in DNA komen in hoofdzaak vier
verschillende basen voor: adenine (A), guanine (G), cytosine (C) en
thymine (T). De twee strengen ziju complementair aan elkaar, hetgeen
wil zeggen dat tegenover een A in de ene streng, een T in de andere
streng staat, en tegenover een C een G. Bij prokaryoien komt het DNA
voor als een vrijwel naakte dubbelhelix met een diameter van ca. 2 nm;
bij eukaryoten is de DNA draad veel dikker, doordat hij is omgeven
met eiwitten en mogelijke ook met RNA en bovendien nog extra is
gespiraliseerd tot een saperhelix. Het wordt dan de ‘elementaire fibril’
genoemd en heeft een dianeter van 15-20 nm,

RNA (ribosenucleinezuur) verschilt van DNA in de volgende op-
zichten:
- Het bestaat (meestal) uit één streng,
— De suviker in het nucleotide is ribose.
— In plaats van thymine vinden we in RNA uracil.
— Als regel is het een korter molekuul dan de meeste DNA-molekulen.
In de cel zijn tenminste 3 soorten RNA geidentificeerd,;
— Messenger (boodschapper-) RNA (mRNA). Wordt tidens de
transcriptie als een complementaire streng op één van de twee sirengen
van het DNA gesynthetiseerd. Zorgt voor de overdracht van de gene-
tische informatie naar het cytoplasma.
— Ribosomaal RNA (rRNA). Bestanddeel van de *ribosomen. In elk
ribosoom komen 3 verschillende ribosomale RNA-molekulen voor.
— Transport-RNA (tIRNA). Zorgt tijdens het *translatieproces voor
binding van aminozuren aan het riboscom-mRNA-complex.

Nueleoid Vorm van het genetische apparaat bij prokaryoten. Bestaat
it het lange dubbelstrengs DNA-filament dat sterk gevouwen is.

Nucleolus Kernorganel dat nauw betrokken is bij het synthese en het
transport van ribosomaal *RNA. Doordat de nucleolus tevens betrok-
ken is bij het transport van messenger *RNA heeft het een conirole-
functie op het transport van genetische informatie naar het cytoplasma.

Oncogeen  Kankerverwekkend, hesft betrekking op virussen.
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Operator site (model van *Jacob en Monod) Plaats waar de *repres-
sor aangrijpt, liggend voor de structurele genen van het *operon.

Operon (model van *Jacob en Monod) Een complex van genen op
het DNA, die specificeren voor eiwilten (enzymen) die betrokken zijn
bij één en hetzelfde metabole proces, en die als eenheid worden geru-
leerd (d.w.z. als groep worden ‘ingeschakeld’ bij *inductie en ‘vitge-
schakeld’ bij *repressie). Het meest intensief bestudeerde operon is het
lac-operon bij Escherichia coli, dat specificeert voor enzymen die be-
trokien zijn bij het lactose-metabolisme.

Prokaryoten Organismen die niet in het bezit zijn van een door cen
membraan omgeven kern.

Promoter site (model van *Jacoben Monod) Behoort tot het *operon,
en ligt voor de *operate site. Op dit stukje DNA start de *trans-
criptie van het betreffende operon, wanneer deze tenminste niet ge-
blokkeerd wordt doordat de operator site bedekt is door de repressor.

Recombinatie Het uitwisselen van stukken genetische informatie
tussen twee verschillende DNA-molekulen.

Repressie  Doordat een ‘repressormolekuul’ (een eiwit) zich bindt aan
de *operator site kan de genetische informatie van het betreffende
*operon niet worden afgelezen, en is de synthese van de enzymen welke
door dit operon worden gespecificeerd onderdrukt.

Ribosoom Celorganel, betrokken bij de *translatie. Het bestaat it
ribosomaal *RNA en een groot aantal {ca. 50) verschillende eiwitten.
Tijdens de translatie bevinden zich op het messenger *RNA meerdere
ribosomen : en dergelijke structuur wordt een polysoom genoemd.

I

RNA Zie nucleinezuren.

Sarcoom Kwaadaardige tumor, ontstaan uit cellen afkomstig uit
mesenchaal weefsel.

Superinfectie  Herinfectie van cellen welke reeds geinfecteerd zijn met
eenzelfde of een ander virus.
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Svedberg (S) De Svedberg-ecenheid is een maat voor de snelheid
waarmee cen decltje in een centrifugaalveld sedimenteert. De S-waarde
van een deeltje wordt ondermeer bepaald door het molekuulgewicht,
de vorm en massa van het decltje en de dichtheid van de vloeistof
waarin het deeltje sedimenteert.

Transcriptie  Het overzetten van de DNA-code in een RNA-code,
met behulp van het enzym DNA-afthankelijke RNA-polymerase. Het
aldus gevormde messenger *RINA wordt naar het cytoplasma getrans-
porteerd, alwaar de *translatie plaats vindt.

4

Transformatie Overerfbare verandering in het biclogisch gedrag van
cellen, tengevolge van virusinfectie.

Translatie Het “verhalen’ van de genetische informatie in de amino-
zuurvolgorde van eiwitten aan het RNA-*ribosoom-complex.

Viraemie De verspreiding van virus door de bloedbaan.

Virus  Letterlijk: smetstof. Kan zich alleen vermenigvuldigen door
tussenkomst van een gastheercel. [s dit een bacterie, dan spreken we
van bacteriofaag.

Zwavelbrug  Veel voorkomende covalente bindingsmogelijkheid tus-
sen verschillende polypeplideketens. De binding vindt plaats tussen
twee cysteine-molekulen, aminozuren die een SH-groep bevatten.
Zwavelbruggen kunnen worden verbroken door behandeling met ver-
bindingen als mercapthoéthanol en dithiodiglycol.
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Acrasieae 210, 213-215, 218
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adenosine difosfaat, zie ADP

adenosine trifosfaat, zie ATP

adenovirus 92, 93, 97

adenylaatcyclase 2035, 207, 208, 210-
211

adenylcyclase 31

ADP (adenaosine difosfaat) 207

adrenaline 31, 200, 206-207

agglutineren 96
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radioactief — 121, 122, 129, 134

aminozuurmolekuul, afmetingen ~
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amoeben 213, 214, 219
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groeps-specifieke (gs-) — 110
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tumor-specifieke transplantatie—
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antilichaam 21 \

atmosfeer 19, 20

ATP (adenosine trifosfaat) 31, 127,
133,191,205-209

ATP-ase activiteit 17

autofagie 175

autoradiografic 13, 64
elektronenmicroscopische —
(EMA) 122

auxinen 201, 205

aviaire leucosevirus (ALV) 110
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Bacillus subtilus 44
bacterién 44, 49
enzymactiviteit in — 211
Barr, lichaampje van — 53
basesequenties, homologe — 100
biomembraan 24, 25
boodschappermolekulen, zie trans-
mitters
Britten en Davidson, model van 35
‘budding particles’ 105

calcium-ionen 37, 127, 133
cAMP (cyclisch adenosine 3,5'-
monofosfaat) 31,99,127, 132,199,
205 e.v.
regulatic van —gehalte 210
schakelfunctie van — 205 e.v.
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carcinogenen, chemische — 99
catecholaminen 150
caveolae 133
cel :
‘afmetingen van — 10, 115
definitie van — 1}
dynamische aspecten van — 27
getransformeerde — 39 e.v.
grensvlak van — 148 e.v.
celaggregatie 214-218
celbegrip 7,11, 27, 38-42
celbiologie 10
algemene en speciéle — 7
celfractionering 120, 123
celfusie 26, 65-85
celfysiologie 10
celhybridisatie 65-85
celleer 39, 40
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3Gewv.

celtheorie 39, 40

celtransformatie 91
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differentiéle— 123, 124
gradiént— 124
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centromeergebied 53, 56
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choline 191
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hetero— 53

chromosomen 34, 51, 53, 55, 65
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Golgi-cisternen)
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concentratievacuolen [17-119, [335,
136, 141
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crinofagie 175,176

cytochalasine B 34

cytochemie, (enzym— 13

cytokinesis 46

cytokininen 201, 202, 212

cytologie 10

cytopempsis 162

cytoplasma 12,63e.v,, 92

Danielli-Davson-model 153

delingscyclus 79-81 (zie ook mitose)

delingsspoel 15

diacytose 162

dictyosomen 22, 118 (zie ook Golgi-
stapels)

Dictyostelium discoideum, levens-
cyclusvan—214,217

diffusie 29

dinoflagellaten 60
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46,48,51,52,54,63
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mitochondrionaal - (mtDNA) 61
DNA-virussen 86, 90 e.v.
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DPOPA-oxidase 71
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fixatie en kleuring bij — 150, 153,
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endoplasmatisch reticulum (ER) 116
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25,116-119, 135, 136, 166
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endoplasmatische ruimte 148, 149,
157, 166 e.v.
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derlijke namen)

epigenetische mechanismen 113
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erythrocyten 36
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Escherichia coli 34,49,211

esterase-2 (Es-2) 73,74

eubacteria 47

euchromatine 35
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morfologie van — 20e.v.
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evolutie, cellulaire — 18e.v.,43
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exoplasmatische ruimte 148, 149,
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‘factory’ 92

fagocyt 45

fagocyteren 8, 92

fagocytose 19,25,157,158

fagosoom 169,171,172

fasecontrastmicroscopie 13

ferritine 142, 143

fibril, elementair — 51-53, 55

flagellen 47

fluorescentiemicroscopie 14

folinezuur 218

fosfodiesterase 210

fosforglucomutase 1 (PGM,) 66-69

6-fosfoghiconaathydrogenase
(6PGD) 66, 68, 70

fotosynthese 48

fungi 47

‘gap junction’ 164, 192-198

genlokalisatie 69.

genen 34-36, 60, 63 ev., 107, 2035,
211

generatie-cyclus 54

genetica 11 {zie ook genen)

genetische redundantie 34

genexpressic 69-85

genofoor 46

genoom 63 e.v.

Gibberella fujikuroi 202

gibberellinen 201, 202

glycocalyx 26, 149-151, 162

glyco-lipoproteinen 144

glycoproteinen 102, 144, 145

glucogeen 206

glucagon 31, 203, 207

glucosegehalte in het bloed 203-205

Golgi

—apparaat 22, 23,149, 164, 166

—blaasjes 117-120

—cisterne 117-120, 145
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—gebied 135, 136
—stapel 117,118, 120
—systeem 117-120, 166, 167

Haeckel 40
HeLa-cel 36, 75-84
helpervirus 110
heterochromatine 34
heterokaryon 75
histonen 52, 54
Hooke 38,39
hormonen 3lewv., 131
dierlijke — 199,201
groei- 204
plante (fyto)- 201, 202, 205
steroid— 204, 211
werking van — 202 e.v.
‘host range’ 109
hybridisatietechnicken
cel- 36
moleculaire — 94
somatische - 36
hypofysckwab 131
mammotrope cellen van — 129
hypothalamus 131
hypoanthine-guanine-fosforibosyl
transferase (HGPRT) 71, 83

immunofluorescentie 93
immunoglobuline 135
incubatietijd 3%
indolazijnzuur 202
informatieoverdracht 178 e.v.
chemische - 180 e.v.
elektrische -~ 192 e.v.
informatieverwerking, genetische en
niet-genetische — 32e.v,
initiatiefase bij virusinfectic 90e.v.
insuline 131, 203
‘intergrator-gen’ 35
interstitiéle cel van de testis 22
isoénzymen 69
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Jacob en Monod, model van 34



karyolymfe 52

karyoplasma 57

katabole processen 30

kern 21, 34, 41, 42, 46,48, 57,63, 92
polyploide — 57
—porién 53, 58-60

kerntransplantatic 33

kinocilia 47

kippesarcoom 106

lamina densa 60
lanthanumzouten 143, 192
lectinen 102
Leeuwenhoek, Van 38, 39
leucosevirus 107, 110, 112
lichtmicroscoop 13, 44, 45
domein van — 10
lipiddruppels 22
lipoproteinen 144
lymfklieren 7
lymfoblasten 8
lymfocyten 8
lysosomen 30, 129, 141-143, 169-176
primaire — 171
secundaire — 174

macrofagen 8

mamma-tumorvirus bi) muizen 107,
112

melkzuurdehydrogenase (LDH) 69

membraan 10, 24, 41, 115, 126, 132
e.v., 188,192
bio- 24, 25
biologische — 135G e.v.

membraanfusie 23 e.v., 155, [57, 167,
188

mesokaryoten 6l

mesosomen 50, 60

metozoa 47

microfilamenten 133

microsomen 124, 125

microtubuli 15-18, 55, 133

microvillus 150, 169

milieu van de cel 7, 8, 28 e.v.

mitochondién (mitochondria) 10,22,
47,61,124

mitose 15-17, 50, 54, 55
moleculaire processen in de cel 9
‘monolayer” 122

morfogenese 213,218

metorische cindplaat 184, 185, 187
‘multivesicular bodies’ (MVB) 137
mufatie 91

mycobacteria 47

mycoplasmata 47

myxobacteria 47

necrose 89

neurcnen 178 e.v.
neurotransmitters 131
‘nexus’ 164
nonhiston-eiwitten 52
‘non-permissive’ ceflen 9§
noradrenaline 131, 132,

191, 200

nucleoid 46, 48,49, 60
nucleolus 21, 81 (zie ook kern)
‘nucleolus organizer regions” 82, 84

186, 190,

oncornavirussen 106
operon 64
organogenese 89

pancreozymine 131,132
‘permissive’ cellen 98
peroxydase 143
pentose-fosfaatketen 69
‘phenotypic mixing® 109, 110
pilocarpine 135
pinocytose 8,25, 157,158, 161
macro— 137,160, 161
micro— 160, 161
plasmacel 21
plasmamembraan 149,150,153,155
e.v., 166 (ziec ook membraan)
pleuropneumonia-achtige organis-
men (PPLO) 49
polarisatic
de— 132
hyper— 132
polyomavirus 97 e.v.
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—microscopie 13

polysomen 115

prokaryoten 10, 18-20, 34, 38, 43
ev. -
repressie- en inductieverschijnselen
bij — 34

‘promotor site’ 95

protozoa 47

pseudoplasmodium 214

receptormolekulen 131, 134

recombinatic 69

ribosenucleinezuur, zie RNA

ribosomen 10, 22, 47, 49, 50, 61, 63,
70,115, 166

rickettsiae 47

rijpingsfase bij virusinfectie 90 e.v.

reflexboog 178

‘residual body’ zie restlichaampje

RER, zie endoplasmatisch reticulum,
ruw

restlichaampje 174

reticulair bindweefsel §

RNA (ribosenucleinezuur) 48,63, 04,
81,115
beodschapper— (messenger)
(mRNA) 64,69,82,115e.v.
ribosomaal — (rRNA) 60, 70, 82
—polymerase 205

RNA-virussen 86, 103 e.v.
oncogene — {05-107, 109

Rous-sarcoomvirus (RSV) 107, 09—
111

sarcolemma 37

Schultze 41 N
secrectkorrels 26, 120, 121, 126, 129,
133, 136

secretie 114e.v., 155,166,210
gestimuleerde — 130e.v., 136
ongestimuleerde of nuchtere — 128

‘septate desmosomes’ 193,194

SER, zie endoplasmatisch reticulum,
glad

signaalstoffen 32

skeletspiervezel 36
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spirocheten 47
spoeldraden 15-17
dessamblage-ressemblage hypo-
thesebij— 17,18
spoelfiguur 55
stereolen 200, 201
stofwisseling, intermediaire 30
streptomyceten 47
SVag-vrius 87 ev.
synaps 30, 178, 182, 185
synapsmodel
dynamisch — 187 e.v,
statisch — 180 e.v.
synapsomen 186
synthese, vectoriéle — 117

‘target’-organen 88, 89
theéolylline 210
thymidine-kinase 71, 72
‘tight junction” 30,192, 193
transcriptie 32, 33, 48, 66, 74
— en eiwitsynthese 92e.v.
omgekeerde — 108
transferasen {435
transformatic
door DNA-virus 98 e.v.
door RNA-tumorvirus 107
translatie 33, 66, 74
transmissie, horizontale en vertikale
111
transmitters (neurotransmitters) 178
€.v.
,vorming van — 190, 191
transport 149
actief — 29, 30
—energie 29
intracellulair — 116, 134
1s- (temperatuurgevoelige) mutanten
101
tumor 106,179, 198,210,212
—~virugsen 86 e.v,

vacciniavirus 92, 93
vasopressine 200, 204
vertebraten 64, 197
vetzuren 26



viraemic 88, 89 virusinfectie 86 e.v.
Virchow 40

virion 42, 86

virus(sen) 42 (zie ook afzonderlifke  weefselkweek 14

namen)
afmetingen van — 10, 86
oncogene — 86 X-chromosomen 53, 54, 56, 69

vegetatief — 91
virnsassemblage 96 e.v.

virusassociatic met de cel 91 zenuwcellen, zie neuronen
virus-DNA 95e.v. zenuwstelsel, centrale — (78 e.v.
virusgenoom 91 zwavelbruggen 16

-

In dit register wordt niét verwezen naar de pagina’s van het Glossarium
(p. 239-249), waar een aantal begrippen in het kort worden verklaard.
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