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In dit proefschrift wordt verslag gedaan van een morfologisch, cyto-
chemisch en biochemisch onderzoek van een aanlal cellulaire membranen
in de leverparenchymcel van de Peking eend bd vitamine E gebrek.

In hoofdstuk I worden de bij eerder onderzoek gevonden veranderin-

-cen in de membraan behandeld waaronder het verlies aan positief mem-
braankontrast en de afname van het percentage meervoudig onverzadigde
vetzuren. IVIede op grond van nieuwe inzichten over de opbouw
van membranen wordt aangegeven waarom het wenselijk is bij vita-
mine E gebrek aandacht te schenken aan de eiwitkomponent in de
membraan.

Hoofdstuk 2bevat een overzicht van de voor het onderzoek belangrijke
literatuur over membranen, over vitamine E en over de celbiologische
verschijnselen bij vitamine E gebrek. In dit hoofstuk wordt tevens een
overzicht gegeven van de voornaamste membraanmodellen en wordt na-
der ingegaan op de belangrijkste hypothesen over cle biologische werking
van vitamine E.

In hoofdstuk 3 wordt de vraag of uitamine E gebrek nqast Deranderingen
in de membraanlipiden, ook ueranderingen in de membraqneiwitten tot
geuolg heeft nader uitgewerkt.

i. Is er een verschil waar te nemen in de ultrastrukt.uur van membranen
in de leverparenchymcellen van kontrole en vitamine E deficiënte eenden
na fixatie met een speciale methode voor het preserveren van membraan-
eiwitten? ii. Heeft vitamine E gebrek invloed op de afmetingen van de le-
verparenchymcel en zljn organellen? iii. Welke enzymen in de lever worden
bij vitamine E gebrek beïnvloed en wat kan de betekenis daarvan zijn voor
het funktioneren van de leverparenchymcel? Daar in een voorondetzoek
voora\ de aandacht vïel op 5'-nucleotïdase en glucose-6-tosfatase komen

ook nog de volgende vragen aan de orde: a) is de cytochemische lokalïsa-

tïe van S'-nucleotidase en glucose-6-fosfatase in de levers van kontrole en

vitamine E deflciënte eenden identiek? b) is er biochemisch een verschil

waar te nemen in de aktiviteit van 5'-nucleotidase en glucose-6-fosfatase
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in de levers van kontrole en vitamine E deficiënte eenden? c) gaat de bij

vitamine E gebrek gevonden verandering van de aktiviteit van de in de

plasmamembraan langs de galkapillair gelokaliseerde 5'-nucleotidase

gepaard met veranderingen in de samenstelling van de over deze mem-

braan getransporteerde gal? iv. Zijnde veranderingen in de aktiviteit van

5'-nucleotidase en glucose-6-fosfatase toe te schrijven aan een veranderde

hoeveelheid enzym of aan een verandering van de milieuomstandigheden

in de membraan? v. In hoeverre ondersteunen onze resultaten de hypo'

thesen over de biologische werking van vitamine E?

Nadat in hoofstuk 4 de in het onderzoek gebruikte materialen en me-

thoden zijn beschreven worden in hoofstuk 5 de resultaten van het onder-

zoek in 3 afzonderlijke delen gepresenteerd: een morfologisch, een enzym-

histochemisch en cytochemisch en een biochemisch gedeelte. Elk deel

wordt besloten met een diskussie over de technische aspekten alsmede

over die aspekten die niet op vitamine E gebrek betrekking hebben.

De morfologische resultaten kunnen als volgt worden samengevat. In

iichtmikroskopische koupes van de levers van vitamine E deficiënte een-

den werd een groter aantal vetvakuolen gevonden en was de hoeveelheid
glycogeen minder dan bij kontrole eenden. Tevens werd een toename van
kleine lichtgekleurde cellen waargenomen die tussen de leverparenchym-
cellen liggen en op elektronenmikrofoto's de indruk gaven mogelijk van
lymfocytaire aard te zijn.Bij toepassing van een speciale fixatiemethode
voor het preserveren van membraaneiwitten werd een ultrastruktureel cel-
beeld verkregen, waarbij het cytoplasma positief gekontrasteerd was en de
membranen ongekontrasteerd waren. De mitochondriale binnen- en bui-
tenmembraan waren vrijwel nooit gescheiden waar te nemen; de membra-
nen die de cristae vonnen waren wel gescheiden waar te nemen. Op cellu-
lair- en organelniveau werden bij toepassing van deze fixatiemethode geen
verschillen gevonden tussen leverparenchymcellen van kontrole en vitami-
ne E deficiënte eenden; de dikte van membranen en de diameter van eiwit-
partikels in membranen bleken echter wel te verschillen. De dikte van de
mitochondriale buitenmembraan was bij vitamine E gebrek afgenomen,
die van de binnenmembraan was gelijk gebleven, die van de membraan
van het ruwe endoplasmatische retikulum was toegenomen en de dikte
van de plasmamembraan was gelijk gebleven. De diameter van de eiwit-
partikels bleek alleen in de mitochondriale membraan te zijn afgenomen.
Het volume van de leverparenchymcel en zijn organellen werd morfome-
trisch bepaald in routine-gefixeerd weefsel. Bij vitamine E gebrek bleek
het volume van de leverparenchymcel 30 \ groter te zijn geworden. Dit
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grotere volume berustte op een toegenomen volume van de vetvakuolen
en van de cytoplasmatische matrix.

Bij vitamine E gebrek bleken histochemisch zes enzymen in de lever
gestimuleerd te zijn : 5'-nucleotidase, glucose-6-fosfatase, NADP- afhan-
kelijk isocitroenzuurdehydrogenase, NADH- en NADPH-tetrazolium-
reductase, en melkzuurdehydrogenase. Al deze aangetoonde enzymen
zijn membraangebonden. Cytochemisch werd aangetoond dat de ultra-
strukturele lokalisatie van 5'-nucleotidase (gelokaliseerd aan de lumenzij-

de van de plasmamembraan langs de galkapillairen) en glucose-6-fosfatase
(gelokaliseerd in de membranen van het ruwe endoplasmatische retiku-
lum en van de kernmembraan) in de levers van vitamine E deficiënte
eenden identiek is aan die blj kontrole eenden.

De biochemische bepaling van de akliviteitvan S'-nucleotidase en gluco-

se-6-fosfatase in leverhomogenaten van kontrole en vitamine E deficiënte
eenden gaf eveneens een verhoging van de aktiviteit van deze enzymen
bij vitamine E gebrek te zien. De toename van de aktiviteit was het
grootst per mg DNA: voor 5'-nucleotidase 49/, en voor glucose-6-fosfa-

tase 461. De toename van de aktiviteit per mg eiwit, per mg fosfolipide
en per mg RNA bedroeg voor 5'-nucleotidase respektievelijk24, 27 en
18 i( en voor glucose-6-fosfatase 18, 30 en 25 %. Bii preïnkubatie van het
homogenaat met het detergens digitonine was de procentuele toename
voor beide enzymen bij kontrole en vitamine E deficiënte eenden gelijk.

Voorts bleek bij vitamine E gebrek per gewichtseenheid DNA de gewichts-

hoeveelheid RNA, eiwit en fosfolipide te zljn toegenomen. Bij analyse
van de gal van vitamine E deficiënte eenden bleek het fosfolipide-gehalte
3 maal zo hoog te zijn dan bij kontrole eenden.

In hoofdstuk 6 worden de resultaten bediskussieerd aan de hand van de
in hoofdstuk 3 gestelde vragen. i. De afgenomen dikte van de mitochon-
driale buitenmembraan wordt geacht veroorzaakt te zijn doordat de daar-
in gelokaliseerde eiwitpartikels door de aktiviteit van vrije radikalen
kleiner zijn geworden. De toename van de dikte van de membraan van
het ruwe endoplasmatische retikulum werd toegeschreven aan een toena-
me van het aantal enzymmolekulen in de membraan. ii. De toename van
het volume van de vetvakuolen en van de cytoplasmatische matrix, die
berusten op een toename van de hoeveelheid eiwit, fosfolipide en RNA in

de leverparenchymcel, moeten waarschijnlijk gezien worden als algemeen
optredende reakties van de leverparenchymcel bij vitamine E gebrek daar
zij ook bij de rat voorkomen. iii. De aktiviteit van de cytoplasmatisch
gelokaliseerde enzymen is per leverparenchymcel en per celorganel aan-
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zienlijk toegenomen. Ondanks de veranderingen in de membraan is de ul-
trastrukturele lokalisatie van 5'-nucleotidase en glucose-6-fosfatase niet
veranderd. Over de celbiologische betekenis van de toename van de aktivi-
teit werd hetvolgende opgemerkt. De toename van NADP-afhankelijkiso-
citroenzuurdehydrogenase hangt mogelljk samen met de behoefte aan
NADPH; deze verbinding is van belang bij de vetzuursynthese. De toename
van glucose-6-fosfatase houdt waarschijnlijk verband met een stagnering
in de energievoorziening evenals de toename van melkzuurdehydrogenase.
De toename van S'-nucleotidase gaat gepaard met een toename van de
fosfolipidenkoncentratie in de gal en hangt mogelijk samen met de terug-
resorptie van met de gal uitgescheiden nucleotiden. De toename van de
fosfolipidenkoncentratie in de gal houdt verband net een toegenomen
membraanafbraak niet alleen in leverparenchymcellen maar ook in ande-
re weefsels in het lichaam. iv. De toename van de aktiviteit van 5'-nucle-
otidase en glucose-6-fosfatase berust waarschíLjnlijk op een toename van-
de enzymkoncentratie en niet op een verandering van de specifieke aktivi-
teit van het enzymkompleks zelf. v. In de door Molenaar en medewer-
kers geformuleerde hypothese over de biologische werking van vita-
mine E wordt uitgegaan van een bescherming van de membraan tegen
vrije radikalen door het vitamine E molekuul, dat in de membraan aan-
wezig is als een kompleks met arachidonzuur. Aangezien eiwitten gedach-
tig het membraanmodel van Singer, een integraal bestanddeel uitmaken
van membranen zouden vrije radikalen niet alleen met meervoudig onver-
zadigde vetzuren kunnen reageren maar ook met membraangebonden en-
zymen. Deze membraangebonden enzymen kunnen ten eerste direkt rea-
geren met vrije radikalen, ten tweede kan hun aktiviteit beïnvloed worden
door een primaire verandering van de vetzuursamenstelling en ten derde
kunnen zij beïnvloed worden dooreen verstoring van de kompartimentali-
satie in de cel ten gevolge van veranderingen in de vetzuursamenstelling
in de membraan. Onze resultaten ondersteunen de genoemde hypothese in
die zin dat de intracellulaire membranen, die een relatief hoog gehalte
meervoudig onverzadigde vetzuren bevatten, het meest worden aangetast
en de plasmamembraan, met weinig meervoudig onverzadigde vetzuren,
het minst. In principe worden membranen met een elektronenoverdrachts-
keten zoals de mitochondriale binnenmembraan en de membraan van het
endoplasmatische retikulum door vitamine E beschermd en worden deze
membranen bij vitamine E gebrek aangetast. Dat de mitochondriale
buitenmembraan het meest wordt aangetast komt omdat deze membraan
geen vitamine E bevat en tegen de binnenmembraan met elektronenover-
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drachtsketen ligt. Daar de plasmamembraan geen elektronenoverdrachts-
keten bezit en een hoog gehalte aanveruadigde vetzuren bevat, moet de
verandering van enzlmaktiviteit hier als een secundair effekt worden
beschouwd. Dit onderzoek heeft aangetoond dat vitamine E gebrek naast
veranderingen in de membraanlipiden ook aanzienliike veranderingen in
de membraaneiwitten tot gevolg heeft.
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