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Den levende celle er omgivet af en membran, der dan-
ner en barriere mellem to veeskefaser. Biologiske mem-
braner er lukkede overflader, men topologisk er de ikke
ngdvendigvis simple.  Falles for dem alle er, at de
adskiller "selv" fra "ikke-selv" (Figur 1). Denne ar-
tikel handler om de strukturer i membranen der tillader
transport af stof mellem cellen og dens omgivelser.
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Figur 1. Simpel cellemodel, der illustrerer cellemembranens
selektive barriereegenskaber.

Membraner som Selektive Barrierer

Funktionelt er biologiske membraner selektive barrierer, i
den forstand at de ikke tillader fri bevaegelse af materiale
mellem de to vandfaser. Men biologiske membraner er
ikke kun barrierer, for i sa fald ville cellens indre veere
et lukket system - ude af stand til at vedligeholde det
stofskifte der er ngdvendigt for at veere levende. Det er
derfor ngdvendigt at cellen kan udveksle materiale og in-
formation med omgivelserne. Den biologiske membrans
selektive barriereegenskaber opstar ved at membranen er
opbygget af et bimolekylart lipidlag (se Ole G. Mourit-
sens artikel i dette nummer) i hvilket der er indkorporeret
membranproteiner, der er i kontakt med vaeskefaserne pa
de to sider af membranen (Figur 2).

Den bimolekylare lipidmembrans struktur ger at mem-
branen er en god barriere mod passage af polare stoffer,
sd som sma uorganiske ioner, kulhydrater, aminosyrer
og proteiner. Membranen er uigennemtraengelig for disse
molekyler fordi de er uoplgselige i membranens olielig-
nende indre; den tillader fri passage for sma ikke polare
stoffer som er oplgselige i membranens indre f.eks. 02,
C02, og mange legemidler).

Den selektive passage af stof og information gennem
membranen finder sted gennem membranproteiner (Figur
2). Det er f. eks. ngdvendigt at natriumioner kan
passere gennem cellemembranen; denne passage af Na+
finder sted ved at der er membranproteiner som selek-
tivt binder Na+ og transporterer den gennem proteinet
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fra den en veskefase til den anden. Andre membran-
proteiner er specialiseret til at transportere kalium, etc.
Disse membranproteiner katalyserer derfor passagen af
materiale fra den ene vandfase til den anden. Denne
proteinkatalyserede stofpassage er meget selektiv: det er
muligt at skelne mellem Na+ og K+. Membranproteiner
er derfor selektive protein katalysatorer, eller enzymer.

Figur 2. Biologiske membraner er opbygget som en bi-
molekyler lipidmembran i hvilken membranproteineme er

indkorporeret.
SECONDARY
ACTIVE TRANSPORT
FACILITATED
DIFFUSION

Figur 3. Eksempler pa protein-katalyseret stof bevagelse gen-
nem en membran. Til venstre: katalyseret diffusion (ogsa
kaldet uniport), hvor passagen af et molekyle (X) finder
sted som en "simpel” diffusion gennem proteinet. | midten:
sekunder aktiv transport, hvor passagen af X er koblettil Na+,
der diffunderer fra hgj til lav koncentration. Hvis X og Na+
beveger sig i samme retning, sa taler man om en symport;
hvis X og Na+ gar i hver sin retning, sa taler man om en
antiport. Til hgjre: primear aktiv transport, hvor transporten af
Na+ og K+ er koblet til hydrolyse af ATP til ADP og P

Man skelner mellem tre forskellige typer af katalytisk
aktivitet (Figur 3). Den simpleste form er katalyseret diffu-
sion (ogsa kaldet faciliteret diffusion), hvor den "drivende
kraft" for passagen af et stof (X) udelukkende er betinget
afen forskel i den kemiske koncentration og det elektriske
potentiale pa de to sider af membranen. Koncentrations-
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forskellen giver anledning til en diffusion, fra hgj til lav
koncentration. Potentialforskellen giver anledning til en
elektromigration af ladede partikler i det elektriske felt.
Stofbevagelsen drives af "simple fysiske kraefter".

I mange tilfelde kan man ikke ggre rede for stofpas-
sagen udfra sadanne simple overvejelser, hvilket skyldes
at transporten af X er drevet af en energikilde - enten
en koncentrationsforskel af et andet stof normalt Na+ -
eller af stofskiftets vigtigste energikilde: Hydrolyse af
adenosintrifosfat. ATP. til adenosindefosfat, ADP, + uor-
ganisk fosfat, P. Natrium koncentrationsforskellen over
cellemembranen opretholdes af en ATP-drevet Na+ trans-
port ud af cellen, der ogsa transporterer K+ ind i cellen.

Denne ATP-drevne Na+, K+ udveksling medfgarer at
den intracellulere kalium koncentration er hgjere end den
ekstracellulzre koncentration. Cellemembranens perme-
abilitet for K+ er meget starre end permeabiliteten for
Na+. Dette giver anledning til et elektrisk potentiale, der
er ca. 60 mV lavere inde i cellen, end i vaesken udenfor.
For en detaljeret gennemgang af bioelektriske f&anomener
henvises til Sten-Knudsenl.

Katalyseret Diffusion

Pa det molekylare plan er der to forskellige diffusionsveje
for katalyseret diffusion gennem cellemembranen. En-
ten via sékaldte kanalproteiner eller via carrierproteiner.

Figur 4. Eksempler pd faciliteret diffusion: Til venstre: en
ionledende kanal, hvor ionbeveagelsen finder sted igennem
en vandfyldt pore der forbinder de to vandfaser. Kanalens
funktion er bestemt af ligevaeegten imellem de forskellige kon-
formationer: lukket og en &ben. Til hgjre: en carrier, hvor
passagen af et stof (S) er koblet til konformationsaendringer i
carriermolekylet.

Den fundamentale forskel mellem kanaler og carrierer
er, at stofpassage igennem en kanal (Figur 4, til venstre)
sker gennem en vandfyldt pore og derfor ikke er koblet
til konformationsandringer i proteinet; stofpassage igen-
nem en carrier (Figur 4, til hgjre) er koblet til sddanne
konformationseendringer. Falles for disse, og alle andre
membranproteiner, er, at deres kontaktflade til lipidmem-
branen er hydrofob (vandskyende), og at der er teet kobling
mellem protein og lipidmembran. Kontaktfladen til de to
vandfaser, og til den passage hvor igennem stofbeveegelsen
finder sted, er poler.
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Poren i en ionledende kanal er relativ stabil (rigid) s&
ionpassagen kan ske meget hurtigt (passagetid % 10 ns),
og man kan méle ionpassagen gennem kanalen som en
elektrisk stram (se nedenfor). Den meget hurtige ionpas-
sage ngdvendigger, at man kan kontrollere kanalens funk-
tionstilstand, om kanalen er permeabel (aben) eller irper-
meabel (lukket). Denne transformation mellem lukket og
aben kanal er betinget af eendringer i proteinstrukturen.

Elektrofysiologisk kan man male funktionstilstanden
af en enkelt kanal (et enkelt molekyle eller molekylkom-
pleks), da man kan isolere et meget lille del, en patch
af cellemembranen med en glaspipette (Figur 5). Den
elektriske leekage, mellem glas og membran er meget
lille (< 10 pS), hvilket geor det muligt at observere
ionbeveegelser gennem en enkel kanal som en elektrisk
strgm i stagrrelsesordenen af 1 - 10 pA. Denne elektro-
fysiologiske, patch-clamp metode ger det muligt at ob-
servere funktionen af cellemembranens kanaler med en
tidsmaessig oplgsning pa 10 - 100 ps. hvilket har veeret af
afgerende betydning for forstaelsen af celluler elektrofy-
siologi. Erwin Neher og Bert Sakmann fik da ogs& Nobel-
prisen i fysiologi i 1992 for udviklingen af denne metode.

Figur 5. Skematisk patch-clamp madling af den elektriske
aktivitet i et lille membransegment. Maleelektroden er en
glaspipette fyldt med en passende elektrolyt. Den isolerer
en "patch” med et areal pd ~ 1//m2. Da den elektriske
modstand af "patch’en” er meget hgjere end resten af mem-
branarealet, kan man @ndre potentialet over patch'en ved at
®ndre potentialforskellen mellem den ekstracellulere vand-
fase og maleelektroden.

Mens en kanal tillader en fri iontransport sé leenge den
er dben, er det ganske anderledes i en carrier (Figur 4,
til hgjre). Her er stoftransporten uadskillelig fra kon-
formationsendringer i membranproteinet. Et molekyle
af det substrat der skal transporteres bindes til et bind-
ingssted pa carrierproteinet, der er i kontakt med den
ene vandfase. Carrier-substrat komplekset kan derefter
skifte konformation, saledes at bindingsstedet (og sub-
stratmolekylet) kommer i kontakt med den anden vand-
fase, substratet kan dissociere fra carrieren og diffundere
ud iden anden vandfase. Den "tomme” carrier kan nu igen
skifte konformation, saledes at bindingstedet igen bliver
tilgeengelig for substratmolekyler fra den fgrste vandfase.
Saledes transporter en carrier hvert enkelt molekyle aktivt
gennem membranen.
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Den kvalitative forskel mellem en kanal og en carrier
er, at carriermolekylet besidder en form for molekyler
hukommelse, i den forstand at man, umiddelbart efter et
substratmolekyle er dissocieret fra carrier-substrat kom-
plekset, ved, hvilken veeskefase bindingstedet er i kon-
takt med. Hukommelsen skyldes at den katalytiske ak-
tivitet er betinget af proteinets konformationsaendring. |
en ionledende kanal er der ikke en tilsvarende hukom-
melse da den katalytiske aktivitet er uafthaengig af konfor-
mationsendringer i kanalen.

Carriermolekylets hukommelse er stor af betydning,
da den ligger til grund for den eksperimentelle identifika-
tion af carrier-medieret stofpassage. Hvis hukommelsen
er darlig, hvis konfoimationsandringen er s lille at et
substratmolekyle kan snige sig igennem carrieren uden en
konformationszendring finder sted, s bliver det vanske-
ligt at skelne mellem en kanal og en carrier. Der er hgjst
sandsynligt en glidende overgang mellem den klassiske
kanal (Figur 4, til venstre) og den klassiske carrier. (Fig-
ure 4, til hgjre).

Gramicidinkanaler

Mange spgrgsmal vedrgrende ionledende kanalers funk-
tion kan belyses uden at man kender den tredimension-
ale struktur; men egentlig mekanistisk viden kreever at
man kender molekylstrukturen. Den bedst kendte kanal
er gramicidinkanalerne der er dannet af et polypeptidanti-
biotikum, gramicidin A:

Formyl-L-Val— Gly-L-Ala-D-Leu-L-Ala-
1 2 3 4 5

-D-Val-L-Val-D-Val-L-Trp-D-Leu-L-Trp-
6 7 8 9 10 11

-D-Leu-L-Trp-D-Leu-L-Trp-ethanolamine.
12 13 14 15

Bagsidefiguren  viser  gramicidinkanalens  tre-
dimensionale struktur, bestemt ved hjelp af to-
dimensional kernemagnetisk resonans af A. Arseniev
og V. Bystrov (Shemyakin-Instituttet, Moskva).

Den alternerende L-D-sekvens tillader anrinosyrenes
sidekaeder at stikke ud til kun den ene side af en he-
lix der dannes af peptidgrupperne. Denne helix har
6.3 aminosyrer per omgang og er stabiliseret af in-
tramolekyleare brintbindinger; den kaldes en (36" -helix.
Kanalen er en antiparallel dimer, hvor de to monomere
mgdes i formyl-NH-endeme og danner intermolekylaere
brintbindinger. Denne struktur ger at kanalen er for-
bavsende robust, med meget veldefineret funktion. Gram-
icidinkanalen er kation-selektiv, «25 A lang med med en
pore diameter pd »4 A, hvilket svarer til diameteren af
et vandmolekyle eller en alkali metalion. loner og vand-
molekyler kan derfor ikke passere hinanden i kanalen -
stofpassage gennem kanalen foregar i gdsegang.

lonpassagen  meget  hurtig, 0og man Kkan
male stremmen igennem den enkelte  kanal.
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Figur 7 viser en Kkarakterisation af gramicidin A
kanaler i en syntetisk bimolekyler lipidmembran.

0 1 2 3
Current / pA

Figur 7. Karakterisation af gramicidin A kanaler. @verst:
Enkelt-kanal stramme gennem en fosfolipidmembran i til-
stedevaerelse af gramicidin A. De rektangulere stramspring
svarer til at en kanal dannes, ved at to monomere mgdes, og
falder fra hinanden igen. | midten: et amplitude histogram,
hvor man ser at >95% af stramspringende haren meget velde-
fineret starrelse. Nederst: Fordelingen af kanallevetider, der
kan beskrives ved en simpel eksponential fordeling. Fordelin-
gen afdbningsintervaller kan ligeledes beskrives ved en simpel
eksponential fordeling.

Membranen adskiller to elektrolytoplgsninger, og
maleopstillingen ligner den i Figur 5. Det vil sige man
isolerer et lille membransegment og maler stremmen igen-
nem dette. Membranens modstand er ca. 1012 Q, man kan
derfor méle stremmen igennem en enkelt kanal. | dette ek-
sempel (Figur 7, for oven) er strammen 3 pA, hvilket svaret
til en nettoflux pa 2 « 107 Na+/s. De enkelte strgmspring,
fra grundlinien til det ledende niveau og tilbage igen,
svarer til at to ;76 3-helices danner den dimer, der udger
kanalen, og dissocierer igen. Til hgjre i figuren ses et
dobbelt strgmspring. Det opstar fordi to kanaler dannes
- farst en og sd en til et andet sted i membranen, hvilket
giver anledning til endnu et stremspring.

De enkelte stramspring har nogenlunde samme hgjde.
| dette forsgg er de enkelte kanaler med andre ord meget
ens. Det kan kvantiseres ved at opbygge amplitudehis
togrammer af stremspringene (Figur 7, i midten); nastet
alle stremspringene har den samme hgjde

I modsetning den snavre fordeling af stramspringene
sa er levetiden af de enkelte kanaler meget forskellig.
Det skyldes at sandsynligheden for at de to monomere i
kanalen dissocierer fra hinanden er konstant per tidsenhed.
Fordelingen af kanallevetider kan derfor beskrives som en
enkel-eksponential fordeling (Figur 7, nederst).
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Den kendte struktur og relativt simple funktion ger
gramicidinkanaleme velegnede til at undersgge mange
problemer vedrgrende ionledende kanaler: hvorledes
kanalfunktionen afhanger af aminosyresekvensen; og
hvorledes funktionen pavirkes af andringer i den om-
liggende lipidmembran. Derudover kan man ogsé
klargare hvorledes kanalstrukturen pavirkes af @ndringer
i de kanaldannende molekylers aminosyresekvens. Det
er muligt fordi enkeltkanalmalinger kan betragtes som en
form for spektroskopi. Hvoramplitudehistogrammet giver
et spektrum af kanalernes ionpermeabilitet. Tilsvarende
er der fuld a&kvivalens mellem levetidsfordelingen i Figur
7 (nederst) og levetidsfordelingen i et konventionelt spek-
troskopisk forsgg.

Gramicidinkanaleme kan ogsd bruges til f4 almene
fysisk-kemiske oplysninger om stofpassagen i elektrolyt-
ter og om bimolekylere lipidmembraners mekaniske egen-
skaber. Jeg vil kort beskrive et eksempel pa dette.

Maling af membraners deformationsenergi.

De strgmspring man ser i tilstedevarelse af gramicidin A
skyldes kinetikken i monomer-dimer livaegten, hvor en
monomer fra hvert monolag danner kanalen. Kanalens
lengde er kortere end gennemsnitstykkelsen af den om-
givende lipidmembran, som illustreret i figur 8 medfarer
kanaldannelsen derfor en membrandeformation.

Denne deformation gger membranens overfladeareal
og mindsker det volumen der er til radighed for fos-
folipidemes fedtsyrekaeder. Man skelner mellem tre
forskellige komponenter i deformationen: en kompres-
sion, hvorlipidernes fedtsyrekader presses mod hinanden;
en forggelse af overfladearealet; og en bgjning (eller splay)
i de to monolag. De vigtigste bidrag er kompressions- og
bgjningsenergien, der hver bidrager med ca 50% til defor-
mationsenergien (A Gdef).

Det mekaniske misforhold mellem kanalens lengde
og membranens tykkelse giver mulighed for at bestemme
membranens mekaniske egenskaber, da mono(M)-
dimer(D) ligeveegtkonstanten, K. der bestemmes af kanal-
frekvensen og middellevetiden (se Figur 7), afhanger af
deformationsenergien:

AGO = AG°int + AG°def,

hvor AGint er det membran-uafhengige bidrag
til AGO. For en given deformation vil en
"stiv' membran, med en hgj kompressibiletets- eller
bgjningsmodulus, have en hgj deformationsenergi og en
lille ligeveegtskonstant for monomer-dimer ligevagten.
Starrelsen af disse materialekonstanter er bestemt af
variationen i de intermolekylere krefter langs mem-
branens lipider, fra de polere grupper til de hy-
drofobe fedtsyrekeder. Det er derfor muligt at
&ndre membrandeformationsenergien farmakologisk, ved
at adsorbere overfladeaktive stoffer pd membranen
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og at male e@ndringemene i deformationsenergien.

Compression

Figur 8. Gramicidinkanaler som kraftmalere. @verst: Nar
en gramicidinkanal dannes sker der en deformation af den
omkringliggende lipidmembran. 1 midten: Man kan male
ligeveegten mellem monomer og dimer ved at bestemme
sandsynligheden for at observere en ionledende kanal. Ned-
erst: de tre komponenter (overflade @&ndring, kompression, og
bgjning) i den totale membrandeformation.

En videre forstaelse kraever detaljeret viden om lipid-
membraners mekaniske egenskaber. Blandt de ulgste
problemer er, blandt andet, hvordan man beskriver pro-
tein/lipid greensefladen, og om man kan bruge materi-
alekonstanter der er malt pd makroskopiske systemer
(med lille spontan krumning) til at beskrive membraned-
formationen omkring et enkelt proteinmolekyle. Det
er derfor ngdvendigt at have eksperimentelle data for
deformationsenergien i et veldefineret system, grami-
cidinkanalerne er velegnede til dette formal.

Lipidmembranens mekaniske egenskaber kan males
ved at approximere membranen ved en lineer fjeder:

AG°g = A =62 )

hvor A er en fenomenologisk fjederkonstant, som varierer
med membranens materialekonstanter, og 6 er &ndrin-
gen i membrantykkelsen. | denne approximation kan
starrelsen af A bestemmes ved at méle stabiliteten af

gramicidinkanaler af forskellig leengde. Den mest pracise
bestemmelse far man i et elegant eksperiment hvor man

blander modificerede gramicidiner af forskellig leengde
i sin membran. Derved kan monomere af samme eller
forskellig leengde kombineres til gramicidinkanaler af
forskellige leengder. Man kan for eksempel tage en grami-
cidin analog med 14 aminosyrer og en med 16 aminosyrer
og indkorporere dem begge i membranen, sd vil man

kunne observere kanaler der er 28, 30, og 32 aminosyrer
lange. Kanalens lengde varierer med 0.8 A/aminosyre, sa
man har tre kanaler med veldefineret leengdeforskel (A)

pé& 1.6 A. Man kan bestemme de relative koncentrationer af
de forskellige kanaltyper ud fra de relative kanalfrekvenser
(/) og middellevetider (r), der bestemmes ud fra levetids-
og intervalfordelingeme (Figur 7). Man kan saledes male

den fri energi (AAG?®) for kanaler med 30 aminosyrer
relativt til kanalerne bestdende af to ens monomere med
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henholdsvis 28 og 32 aminosyrer:

Y "iE R SR

hvor subskriptene angiver de forskellige kanaltyper.
Eksperimentelt finder man at AAG°® « —1.5 kJ/mol.
Hvis man antager at AAG° udelukkende skyldes
mekaniske pavirkninger mellem kanalerne og den om-
givende lipid membran, sa kan AA6' bestemmes ud fra
ligning 1

AAGP°

AAG® — A m{(&0)2—[(60+ A)2+ (&0—A)2]/2}

= A-A*,

hvor @ angiver membrandeformationen for den blandede
kanal. AAG(er malt, A er kendt, og A kan beregnes
til at veere ~ 110 kJ/mol), i god overenstemmelse med den
beregnede fjederkonstant. Det vil sige, at det skulle veere
muligt at bruge "makroskopiske™ materialekonstanter til
at beskrive de mikroskopiske membran deformationer.

Konklusion

De biologiske membraners selektive barrieregenskaber
gor det muligt at male funktionen af enkelte molekyler
ved hjelp af elektrofysiologiske metoder. Disse metoder
bruges farst og fremmest til at beskrive funktionen af et
molekyle, eller en celle. De kan opgsa bruges til at stud-
ere molekylstruktur, for eksempel hvorledes aminosyre-
sekvensen koder et membranproteins (en ionledende

kanals) struktur.  Derudover giver elektrofysiologiske
malinger pa ionledende kanaler generelle oplysninger om
bimolekylaere lipidmembraners materialeegenskaber (og
om stoftransport i elektrolytoplgsninger). Vi er derfor ved
at nad et punkt, hvor biologien ikke kun drager fordele af
de fremskridt der sker i fysik og fysisk kemi, men ogsa
begynder at bidrage til en gget forstaelse af fysiske prob-
lemer.
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