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Membranen worden in levende cellen door motoreiwitten in

allerlei labyrintachtige netwerken van membraanbuizen ge-

trokken. We hebben een minimaal modelsysteem ontwik-

keld waarmee we de vorming van membraanbuizen kwanti-

tatief hebben kunnen bestuderen buiten de cel. Dankzij deze

experimenten weten we nu hoe moleculaire motors in staat

zijn gezamenlijk de krachten te leveren die voor buisvorming
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MEMBRANEN IN DE CEL

De cel is de basisbouweenheid van le-
vende organismen. Planten- en dieren-
cellen zijn doorgaans tussen de 10 en
50 pm groot. Een dubbellaag van lipi-
den die is doorspekt met eiwitten (zie
figuur ra) vormt de afbakening tussen
de cel en de buitenwereld. De cellen
zijn geen zakjes met een homogene
soep van componenten, zelfs op deze
microscopische schaal is er een duide-
lijke organisatie. Er zijn verschillende
compartimenten (organellen) voor de
verschillende functies en componen-
ten in de cel, die ook weer afgebakend
worden door een membraan. Zo wordt
het pNA opgeslagen in de celkern,
wordt er energie aangemaakt in de mi-
tochondrién, worden eiwitten en lipi-
den geproduceerd in het endoplasma-
tisch reticulum en dient het Golgi-ap-
paraat als een sorteercentrum voor
transport tussen verschillende com-
partimenten (zie figuur 1b).

De positie en de vorm van membraan-
compartimenten wordt in de cel gere-
geld door een complex samenspel van
motoreiwitten en het cytoskelet (het
skelet van de cel). Het cytoskelet ver-
schaft stijfheid aan de cel en vormt te-
gelijkertijd een infrastructuur waar-
over motoreiwitten kunnen bewegen.
Het cytoskelet bestaat uit verschillende

componenten waarvan de zogenaam-
de microtubuli de dominante compo-
nent voor de intracellulaire mem-
braanorganisatie vormen (zie figuur
1b). Het motoreiwit kinesine beweegt
bijvoorbeeld over deze microtubuli
door ATP te verbruiken, het molecuul
dat verantwoordelijk is voor opslag en
transport van chemische energie
binnen de cel. Kinesine kan daarbij een
maximale kracht uvitoefenen van onge-
veer zes picoNewton. Wanneer een
motoreiwit zich vastkoppelt aan een
membraan, kan het membraancom-
partiment worden meegetrokken, of
zelfs worden vervormd als deze bewe-
ging elders wordt tegengehouden.
Onder bepaalde omstandigheden kun-
nen er zo membraanbuizen met een
diameter van ongeveer 50 nm gevormd
worden. Deze buizen vormen een be-
langrijke bouwsteen van intracellulaire
compartimenten (zie figuur 1c) en
worden bovendien gebruikt als lang-
gerekte containers voor het vervoer
tussen de verschillende compartimen-
ten.

IN VITRO-STUDIE VAN BUISVORMING
De correcte organisatie van mem-
braanstructuren in de cel en het trans-
port tussen de verschillende comparti-
menten is essentieel voor het gezond
functioneren van cellen. Een beter be-
grip van de mechanismen die deze or-
ganisatie tot stand brengen zal leiden
tot meer kennis van het disfunctione-
ren van membranen en de vele moge-
lijke consequenties daarvan.

Een belangrijk vraagstuk is hoe de or-
ganisatie gecoordineerd en geregu-
leerd wordt. Hoe wordt bijvoorbeeld
de ruimtelijke organisatie van mem-
branen gereguleerd gedurende de ver-
schillende stadia die een cel doorloopt
in haar delingscyclus? Hoewel met in-
genieuze technieken veel informatie is
vergaard, is het door de complexiteit
van de complete cel bijna onmogelijk
om de basisreguleringsmechanismen



Figuur 2

a) Schematische voorstelling van een
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te begrijpen. Om dit probleem te om-
zeilen, hebben we een vergelijkbaar
systeem buiten de cel (in vitro) gere-
construeerd en bestudeerd. Daartoe
hebben we microtubuli en het motor-
eiwit kinesine uit cellen gehaald. Door
gebruik te maken van de intrinsieke
eigenschap van lipiden om zich te or-
ganiseren in dubbellagen, kunnen
grote (~20 pm diameter) membraan-
blazen worden gemaakt die bestaan
uit éen dubbellaag van vooraf gekozen
lipiden [3]. Deze membranen dienen
vervolgens als een gesimplificeerd
modelsysteem voor de cellulaire mem-
branen. Het voordeel van het werken
met een gereconstrueerd systeem is
dat elk van de verschillende aanwezige
componenten bekend is, in een ge-
controleerde hoeveelheid. Omdat de
membraanblazen relatief groot zijn,
kunnen ze bovendien zichtbaar ge-
maakt worden met geavanceerde mi-
croscopie.
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a) Schets van een celmembraan [1] (zie tekst). b) Schets van een cel met microtubuli en enkele van
de intracellulaire compartimenten. c) Fluorescentieplaatje van de labyrintachtige structuur van het

endoplasmatisch reticulum [2].

De motoreiwitten kunnen nu aan deze
membraanblazen gekoppeld worden
(door een biochemische true, zie fi-
guur 2a), waarna ze in contact ge-
bracht kunnen worden met een onge-
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motoreiwitten (niet op schaal). b) Schets

van een groepje motoreiwitten dat gezamenlijk een membraanbuis vormt. c) Schets van een netwerk van membraan-
buizen gevormd uit een blaas op een ongeordend netwerk van microtubuli. d) Fluorescentiemicroscopieplaatje van
een netwerk van membraanbuizen zoals gevormd in een experiment (de microtubuli en motors zijn niet zichtbaar) [4].
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ordend en geimmobiliseerd netwerk
van microtubuli. Als de motoreiwitten
nu gaan ‘lopen’ over de microtubuli
(figuur 2b) zullen ze kracht uitoefenen
op de membraan. De experimenten
laten zien dat dit (ook in een gerecon-
strueerd systeem) resulteert in de vor-
ming van netwerken van membraan-
buizen (figuur 2¢c en d).

SAMENWERKING DOOR MOTORS

Het interessante is dat de kracht die het
kost om een buis te vormen, meestal
hoger blijkt te zijn dan de kracht die één
enkel motoreiwit kan uitoefenen (zie
verderop). De motoreiwitten moeten
dus op de een of andere manier samen-
werken om voldoende kracht te kunnen
genereren. Het heeft echter geen zin er-
gens halverwege de buis kracht uit te
oefenen aangezien de membraan vloei-
baar is, lipiden kunnen dus vrijelijk be-
wegen en diffunderen in hervlak van de
membraan. Wanneer een motoreiwit
halverwege de buis aan een lipide trekt,
zal deze daarom door de membraan
heen getrokken worden totdat de punt
van de buis is bereikt. Alleen de motor-
eiwitten die hier kracht uitoefenen zul-
len vervolgens een bijdrage leveren aan
de vorming van een buis,
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Door in de experimenten de concen-
tratie van motoreiwitten en de mem-
braaneigenschappen te variéren, heb-
ben we dit modelsysteem kwantitatief
kunnen bestuderen. De belangrijkste
conclusies uit de experimenten zijn ten
eerste dat louter motoreiwitten, micro-
tubuli en membraanblazen voldoende

a Membraanblaas

Polystyreen
balletje

Figuur 3

voldoende motors bij de cluster voegen
om het aantal dat eruit getrokken
wordt te compenseren [5].

HOEVEEL KRACHT IS ER NODIG?

Als er een lokale kracht op een blaas
wordt uitgeoefend door eraan te trek-
ken, dan zal in eerste instantie een
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a) Een polystyreen balletje wordt gebruikt om een membraanbuis uit een blaas te trekken (Differential Interference
Contrast-microscopie). b) De kracht op het balletje gedurende het vormen en vasthouden van buizen uit blazen met

verschillende eigenschappen.

zijn voor de vorming van buizen, en
ten tweede dat er een drempelconcen-
tratie van motoreiwitten nodig is om
buizen te vormen. Deze concentratie
hangt af van de kracht die het kost om
een buis uit de blaas te trekken (zie ver-
derop).

Deze resultaten kunnen beschreven
worden met een theoretisch model
waarin de motors een cluster vormen
die dynamisch in stand wordt gehou-
den. Motoreiwitten die reeds in het
groepje aanwezig zijn, zullen met een
bepaalde kans loslaten. Deze kans is
afhankelijk van de kracht die het
motoreiwit te verduren heeft. Tegelij-
kertijd zal zich per seconde een aantal
motors (afthankelijk van de concentra-
tie van motoreiwitten) bij de cluster
voegen. De hoeveelheid motoreiwitten
in de cluster kan dus alleen gehand-
haafd worden als er zich per seconde
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groot deel van de membraan vervor-
men. Verder in het trekproces gebeurt
er iets contra-intuitiefs: in tegenstel-
ling tot vaste elastische materialen
wordt de membraan niet verder over
het hele oppervlak vervormd, maar
wordt er een membraanbuis met een
constante diameter van enkele tiental-
len nanometers gevormd. Het vormen
van een buis is energetisch voordeliger
en dankzij de vloeibare aard van de
membraan kunnen de lipiden zich
makkelijk hergroeperen tot deze nieu-
we configuratie.

Om dit systeem beter te begrijpen heb-
ben we de buiskracht gemeten, ofwel
de kracht die het kost om een buis na
vorming op een vaste lengte te houden,
voor membranen met een verschillen-
de samenstelling [5]. Deze krachten
zijn doorgaans een paar (tientallen)
picoNewtons. Krachten van deze orde

lkunnen gegenereerd en gemeten wor-
den met een optisch pincet [6]. Met dit
optisch pincet wordt een balletje van
enkele micrometers groot aan de blaas
geplakt en vervolgens wegbewogen en
op een vaste afstand gehouden (figuur
3a). De kracht op het balletje wordt
achteraf bepaald door de verplaatsing
ervan in het optisch pincet te meten.
De eigenschappen van de membraan
hebben we op twee manieren gevari-
eerd: de membraan is stijver gemaakt
door er cholesterol in op te nemen, en
de spanning van de membraan is gemi-
nimaliseerd door gaatjes in de mem-
braan te maken waardoor de osmoti-
sche druk wordt weggenomen. Als we
de kracht meten die het kost om een
buis te trekken na toevoegen van cho-
lesterol vinden we grofweg een verdrie-
voudiging van de kracht die het anders
kost om een buis te vormen (van ~15
naar 45 pN, zie figuur 3b). Als door de
gaatjes in de membraan de membraan-
spanning wordt geminimaliseerd, vin-
den we een kracht die ongeveer zestig
keer zo laag wordt als die voor mem-
branen zonder gaatjes (van ~45 pN
naar ~0,75 pN, zie figuur 3b). Deze
krachtveranderingen kunnen begrepen
worden door de twee belangrijkste bij-
dragen aan de energie van een mem-
braanbuis in ogenschouw te nemen: de
membraanspanning en de buigings-
stijfheid. Aan de ene kantvereist de vor-
ming van het oppervlak van de buis
extra energie die bepaald wordt door de
grootte van de membraanspanning.
Hier geldt: hoe dunner de buis, hoe
voordeliger. De buigingsstijfheid van
de membraan zal echter het steeds dun-
ner worden van de buis beperken. Aan-
gezien een membraan erg dun is
(~5 nm) kost het in principe weinig
energie om deze te verbuigen. Bij de
vorming van een buis met een diameter
van ~50 nm blijkt de buiging desalniet-
temin een vergelijkbare bijdrage aan de
energie te leveren als die door toedoen
van de membraanspanning [7].



BARRIERE VOOR BUISVORMING

De initiéle kracht (de drempelkracht)
die vereist is om een buis te vormen,
blijkt niet even groot te zijn als de
kracht die nodig is om een reeds ge-
vormde buis vast te houden. Tijdens de
eerste vervorming van de membraan
neemt de kracht toe tot een moment
waarop de situatie niet meer stabiel is
(figuur 4a, tweede en derde plaatje van
boven). Op dat moment wordt er een
membraanbuis gevormd (figuur 4a,
onderste figuur) en voor de handha-
ving hiervan is een lagere kracht ver-
eist. De hoogste kracht die bereikt
moet worden om een buis te vormen is
de drempelkracht.

ken wordt (figuur 4¢), en dat de ver-
houding tussen de diameter van het
oppervlak waaraan getrokken wordt
en de diameter van de gevormde buis
de drempelkracht bepaalt [8]. Deze ex-
perimentele metingen hebben we kun-
nen staven met resultaten van compu-
tersimulaties en theoretische bereke-
ningen.

RELEVANTIE VAN DE RESULTATEN

In tegenstelling tot wat gedacht werd,
laten onze experimenten zien dat
motoreiwitten de intrinsieke eigen-
schap hebben om via zelforganisatie
een cluster te vormen die voldoende
kracht kan uitoefenen om membraan-
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die vervormd wordt door een balletje (nauwelijks zicht-

baar). b) Vergroting van het oppervlak dat aan het balletje vastplakt. c) De kracht op het balletje gedurende drie maal
de vorming van een buis. De krachten corresponderen met de figuren in b), waarin het contactoppervlak iedere keer

toeneemt.

Om de drempelkracht te bestuderen
hebben we verscheidene malen buizen
gevormd uit dezelfde blaas. In dit ex-
periment hebben we ervoor gezorgd
dat het contactoppervlak waarop de
kracht wordt uitgeoefend iedere keer
dat een buis gevormd wordt, toeneemt
(figuur 4b). Deze experimenten tonen
aan dat de drempelkracht voor buis-
vorming lineair toeneemt met de om-
trek van het oppervlak waaraan getrok-

buizen te vormen. Het is daarbij niet
noodzakelijk om de motors via een sta-
tische connectie aan elkaar te binden.
Bovendien hebben we laten zien dat er
voor buisvorming een minimale con-
centratie van motoreiwitten vereist is
die afhangt van de kracht die het kost
om de buis te vormen. Dit suggereert
dat de mate van buisvorming in de cel
gereguleerd zou kunnen worden door
bijvoorbeeld de concentratie van mo-

toreiwitten te beinvloeden. Het is ook
mogelijk dat de stijfheid of de span-
ning van de membraan gemodificeerd
wordt. Onze krachtmetingen suggere-
ren daarnaast dat voor buisvorming
een hogere kracht vereist is als er aan
een groter oppervlak wordt getrokken.
Het is dus niet alleen de grootte van de
kracht, maar ook de manier waarop
een kracht wordt uitgeoefend, die be-
paalt of membraanbuizen gevormd
worden. Deze vondst suggereert dat de
mate van buisvorming in de cel wel-
licht gereguleerd wordt door de groot-
te van de domeinen waarmee de
motoreiwitten verbonden zijn.

We hebben via onze in vitro-benade-
ring veel geleerd van de basismecha-
nismen die de ruimtelijke organisatie
van membranen bepalen. De uitdaging
zal nu zijn om te bestuderen hoe deze
mechanismen in de complexiteit van
de levende cel daadwerkelijk geregu-
leerd worden.
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