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HET ONDERZOEHK

Het in dit proefschrift beschreven onderzoek heeft vooral betrekking op de ver-
anderingen in de water- en ionenhuishouding die optreden gedurende de voort-
plantingsperiode van mannelijke driedoornige stekelbaarzen in zoet water. Zoals
reeds is vermeld, worden de nieren bij dit dier grotendeels omgevormd tot een
orgaan dat slijm produceert voor de nestbouw.

Al in 1885 werd door Mobius beschreven dat het slijm, dat het mannetje van de
aan de driedoorn nauwverwante zeestekelbaars (Spinachia spinachia) gebruikt
voor de nestbouw, geproduceerd wordt in de nieren. Bij de driedoornige stekel-
baars nemen de nieren ongeveer 7-voudig in omvang toe. Het worden bleekroze,
sterk gezwollen organen, in plaats van de smalle, donkerrode organen zoals die
bij niet-rijpe mannetjes en bij vrouwtjes te vinden zijn. Dit is een gevolg
van zeer ingrijpende veranderingen die zich voltrekken in het nierbuis-epitheel

In 1924 werd door van Qordt vastgesteld dat bij de tiendoornige stekel-

baars (Pungitius pungitius) de nieren zich niet tot slijmvormende organen ont-

wikkelden wanneer de dieren gecastreerd werden. Craig-Bennet (1931) constateerd§

dat bij de driedoornige stekelbaars de veranderingen in de nieren gecorreleerd

zijn met een toename in de omvang van het interstitiéle weefsel in de testes,d

plaats waar het mannelijke hormoon gevormd wordt. Uit experimenten waarbij aas
castraten mannelijk geslachtshormoon werd toegediend, kon tenslotte definitief

worden geconcludeerd dat dit hormoon, direkt of indirekt, verantwoordelijk is

voor de strukturele veranderingen die plaatsvinden in de nierbuizen van rijpen
mannelijke stekelbaarzen (Wai en Hoar, 1963; Mourier, 1972). Wai en Hoar (19}

stelden bovendien vast, dat soortgelijke veranderingen ook in de nieren van vifg

welijke dieren teweeg kunnen worden gebracht door testosteron injecties. Dit

hormoon is tevens direkt betrokken (al of niet in samenwerking met gonadotroo
hormoon) bij de regulatie van het voortplantingsgedrag van de mannelijke ste-
kelbaars (Hoar, 1962; Baggerman, 1966, 1968).

Het fenomeen dat nierbuiscellen onder invloed van androgenen omgevormd kun
worden in slijmsecernerende cellen komt niet alleen voor bij stekelbaarzen ma
is ook beschreven voor andere lagere vertebraten zoals hagedissen en slangen
(Pel Conte, 1972). De betekenis hiervan voor deze dieren is echter veel minder
duidelijk.

Gezien de grote rol die de nieren spelen bij de hydrominerale regulatie, moet
deze transformatie tot slijmvormend orgaan grote gevolgen hebben voor de wiju

waarop de geslachtsrijpe mannelijke stekelbaarzen zich weten te handhaven in
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zoet water. De belangrijkste doelstellingen van het onderzoek dat beschreven is
in dit proefschrift houden hiermee dan ook verband en luiden als volgt:
1. Wat zijn de strukturele veranderingen die optreden in de glomeruli en
nierbuizen tijdens de voortplantingsperiode van de mannelijke stekelbaars?
2) Vinden deze veranderingen plaats als direkt gevolg van de verhoogde
testosteron-spiegel in het geslachtsrijpe mannetje of is hier sprake
van een indirekt effekt?
3) Wat zijn de gevolgen van deze strukturele veranderingen voor de water-

en ionenregulatie van het dier?

De verandering van nierbuis-cellen in slijm secernerende cellen gaat, zoals
in dit proefschrift wordt aangetoond, gepaard met het verdwijnen van het basale
labyrinth en dus met het vermogen van de nierbuis—cellen om ionen terug te re-—
sorberen. Dit zou tot een groot verlies van ionen kunnen leiden wanneer de uri-
neproduktie - en dus ook de glomerulaire filtratiesnelheid - niet sterk zou
worden verminderd in geslachtsrijpe mannetjes. Daarom is gezocht naar methoden
om de GFR te kunnen meten. Omdat de GFR met de voor hogere vertebraten geéigen-
de methoden in stekelbaarzen niet of nauwelijks te bepalen is (Lam, 1969;
Beyenbach en Kirschner, 1976) is een andere methode gebruikt om uitspraken te
kunnen doen over de GFR in de stekelbaars. Dit is ondermeer gedaan door na te
gaan of er veranderingen optreden in de struktuur van de glomeruli bij de ge-
slachtsrijpe mannetjes. Dit onderzoek wordt beschreven in Hoofdstuk TI. Hierbij
is van de gedachtengang uitgegaan dat, indien er inderdaad strukturele ver—
anderingen zouden plaatsvinden in de glomeruli van rijpende dieren, deze in de-
zelfde richting zouden moeten gaan als die welke optreden bij de overgang van
zoet naar zout water. Immers in aan zeewater geadapteerde vissen is de GFR veel-
al sterk verlaagd. Ook onze metingen van de urine-produktie van aan zeewater
geadapteerde stekelbaarzen (zie Hoofdstuk I1V) wijzen erop dat de GFR van deze
dieren aanmerkelijk lager is dan die van aan zoet water geadapteerde dieren.

Bij de driedoornige stekelbaars (Wendelaar Bonga, 1973) en de zeestekelbaars
(Hentschel, 1977) als ook bij andere vissen (Hickman en Trump, 1969) zijn aanwij-
zingen gevonden dat er een relatie bestaat tussen GFR en de ultrastruktuur van
het glomerulus. Daarom is de struktuur van de glomeruli bestudeerd. Er zijn be-
langrijke strukturele verschillen gevonden tussen de glomeruli van niet-rijpe
dieren in zoet water enerzijds en die van a) rijpe mannelijke dieren en b) aan
zout water aangepaste dieren anderzijds. Bij de laatstgenoemde twee groepen is

de diameter van het kapsel van Bowman en van het glomerulus kleiner. Ook het aan-
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Fig. 1. Schematische weergave van een nefron uit de nieren van niet-geslachtsrij
pe aan zeewater (links) en aan zoet water (rechts) geadapteerde stekelbaarzen
Van het glomerulus (glom) in zoetwater dieren zijn de capillaire lumina (cl) &
het aantal porién (f) in het endotheel (end) groter, terwijl de filtratie bar-
riére (fb) dunner is. Ook zijn de mesangium cellen (mec) en de door deze celle
gevormde mesangiale matrix (mm) minder sterk ontwikkeld en is het aantal pedi-
cellen (ped), waartussen zich de filtration-slit-membranes bevinden, groter it
zoetwaterdieren. Van elk van de drie belangrijkste tubulus segmenten van het
fron is een cel in detail op EM-nivo weergegeven; Bc kapsel van Bowman; 78 nek
segment; P; eerste proximale segment; Py tweede proximale segment; (7T verzamel
buis; b basaal labyrinth; mit mitochondrion; »nu kern; Go Golgi apparaat; pod
rb rode bloedcel ; ger ruwwandig endoplasmatisch reticulum

podocyt;

glomerulus

Fig. 2. Schematische wee
nelijke stekelbaarzen in
toont grote overeenkomst
segmenten van het nefron
schaal als in Fig.1, om
van het tweede proximale
sale labyrinth (b) nagen
sterk gereduceerd. Het ¢
mla (8g) en de celorgan

het Golgi apparaat (Go)

celorganellen zijn in de
an de niet-rijpe dierer
(P7) blijven onveranderd
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Fig. 2. Schematische weergave van een nefron uit de nieren van geslachtsrijpe man-
nelijke stekelbaarzen in zoet water. De structuur van het glomerulus (glom) ver-
toont grote overeenkomst met die van zeewaterdieren. Van elk van de drie hoofd-
segmenten van het nefron is een cel in detail op EM-nivo getekend, op dezelfde
schaal als in Fig.l, om de toename in celomvang te demonstreren. In de cellen
van het tweede proximale segment (P2) en van de verzamelbuizen (CTY is het ba-
sale labyrinth (D) nagenoeg geheel verdwenen en het aantal mitochondrién (mit)
sterk gereduceerd. Het cytoplasma is bijna uitsluitend gevuld met secretie gra-
nula (sg) en de celorganellen, die bij de vorming hiervan betrokken zijn, zoals
het Golgi apparaat (Go) en het ruwwandig endoplasmatisch reticulum (ger). Deze
celorganellen zijn in de Py— en de CT-cellen veel sterker ontwikkeld dan in die
van de niet-rijpe dieren (Fig.1). De cellen van het eerste proximale segment

(P7) blijven onveranderd. Voor overige legenda zie Fig. 1.
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tal porién in het endotheel dat de bloedcapillairen bekleedt en de diameter w
de bloedcapillairen zijn kleiner. Het mesangium heeft zich sterk ontwikkeld.
De basale lamina is veel dikker en de kernen van de podocyten zijn aanmerke-
lijk groter. Tenslotte blijkt het aantal "filtration slits" tussen de pedi-
cellen van de podocyten sterk gereduceerd te zijn (zie figuur 1 en 2). Al de
veranderingen die zijn waargenomen in de glomeruli duiden erop dat de filtra
tie barridre groter is geworden en dat de glomerulaire doorbloeding is ver-
minderd. Beide faktoren hebben waarschijnlijk een verlaagde GFR tot gevolg.

In Hoofdstuk II wordt getracht de vraag te beantwoorden, of de hierboven
beschreven strukturele veranderingen in de glomeruli het direkte gevolg zijn
van het mannelijk geslachtshormoon. De mogelijkheid kon niet worden uitgeslo-
ten, dat de testosteron secretie bij rijpende mannetjes de secretie van eend
der hormoon kan stimuleren, dat op zijn beurt deze strukturen zou kunnen ver
oorzaken. Hierbij zou men aan prolactine kunnen denken, vanwege de betrokkemr
heid van dit hormoon bij de hydrominerale regulatie. Daarom is besloten de ir
vloed van androgenen te bestuderen op kleine stukjes nierweefsel, die al dan
niet in de aanwezigheid van deze stoffen in culture gehouden werden. Uité
ze experimenten is gebleken dat het merendeel van de glomerulaire veranderinm
in geslachtsrijpe mannetjes onder de direkte invloed van androgenen plaatsvit
den. De struktuur van het glomerulus wordt kennelijk bepaald door twee geheel
verschillende faktoren, namelijk 1) de testosteronspiegel in het bloed en
2) de saliniteit van het water waarin het dier zich bevindt.

Bepaalde pathologische veranderingen van het glomerulus (glomerulosclerost
die spontaan optreden bij hogere vertebraten zoals bijvoorbeeld rat en mens,
lijken struktureel gezien veel op de eerder genoemde glomerulaire veranderiy
bij rijpe mannelijke stekelbaarzen. Bovendien komen deze glomerulaire afwij-
kingen vaker voor bij mannelijke dan bij vrouwelijke individuen. Het feit da
glomerulaire veranderingen in stekelbaarzen experimenteel sneller te inducer
zijn dan in ratten en het feit dat deze glomerulaire veranderingen in stekel
baarzen, in tegenstelling tot die van de rat en de mens, reversibel zijn,d@
vermoeden dat de stekelbaars-glomerulus als een onderzoeksmodel zou kunnen |
dienen voor onderzoek aan glomerulaire ziekten.

In Hoofdstuk III worden de veranderingen beschreven die plaatsvinden ind
nierbuizen van geslachtsrijpe mannelijke stekelbaarzen. Deze veranderingen i

treffen zowel de afbraak van het basale labyrinth als de opbouw van de celld
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met name de invloed nagegaan - op licht - (LM) en elektronemmikroskopisch (EM)
nivo - van het androgeen methyltestosteron op de nierbuis-cellen van gecas—
treerde mannelijke dieren. De resultaten worden vergeleken met de effecten van
methyltestosteron en ll-ketotestosteron op de nierbuis-cellen in gekweekt nier-—
weefsel. In alle gevallen blijken veranderingen in de nierbuis-cellen op te
treden, die sterk overeenkomen met die welke zich voordoen bij geslachtsrijpe
mannetjes. Deze veranderingen doen zich voor in de cellen van het tweede proxi-
male segment (PZ) en de verzamelbuizen (CT) (zie figuur 1 en 2). Zowel de cel-
hoogte als de kerngrootte neemt toe. Tevens zijn in het cytoplasma talrijke
secretiegranula te zien. Op EM-niveau blijkt dat er een uitbreiding en opzwel-
ling van het ruw endoplasmatisch reticulum (GER) heeft plaatsgevonden en dat

de Golgi apparaten sterk ontwikkeld zijn. Al deze veranderingen laten zien

dat deze cellen secretorisch zeer aktief zijn. Het slijmachtige produkt dat de
Pz—cellen vormen blijkt te verschillen van dat wat door de CT-cellen wordt
gevormd. Het slijm uit de Pz—cellen bestaat uit glycoproteinen en dat uit de
CT-cellen uit mucopolysachariden (Hentschel, 1973; Wendelaar Bonga, perscon-
lijke mededeling). Uit de resultaten van de orgaankweek blijkt verder nog dat
Il-ketotestosteron, waarvan is aangetoond dat het van nature in vissen voorkomt
(Arai, 1967), een sterker effekt heeft dan het synthetische methyltestosteron.
Uit de gegevens van Hoofdstuk III wordt de conclusie getrokken dat het manne-
lijk geslachtshormoon een direkte invloed uitoefent op de struktuur van het
nierbuis-epitheel.

De waargenomen veranderingen tonen aan dat de tot kliercellen getransfor-
meerde nierbuis-cellen nauwelijks meer van betekenis kunnen zijn voor de hydro-
minerale huishouding. Dit betekent dat in geslachtsrijpe mannetjes ongeveer 90%
van alle nierbuis-cellen het vermogen om ionen op te nemen uit de voor-urine
vrijwel geheel verliest (zie ook Hoofdstuk VI).

Doordat de GFR van deze dieren laag is zal ook de urineproduktie waarschijn-
lijk laag zijn. Geslachtsrijpe mannetjes beschikken dus over een mechanisme om
een hoog ilonenverlies via de urine-afgifte te beperken. Hiermee gaat echter een
belangrijk mechanisme, om het te veel aan osmotisch binnengedrongen water weer
kwijt te raken, verloren. De resultaten van het onderzoek, beschreven in Hoofd-
stuk IV,laten zien dat dit dier echter over alternatieve mogelijkheden beschikt

om water uit te scheiden.

In de eerste plaats wordt water afgevoerd via het slijm dat in de nierbuizen

gevormd wordt. In de tweede plaats is gebleken dat in rijpe mannelijke stekel-
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baarzen een verhoogde vloeistofsecretie door de darm plaatsvindt. Met betrek-
king tot dit laatste punt rijst de vraag waar dat darmvocht vandaan komt. Om
deze vraag te beantwoorden is elektronenmikroskopisch onderzoek verricht aan
de darmepitheelcellen (Hoofdstuk V) om na te gaan of er in deze cellen een
strukturele basis aanwezig is voor secretie van vloeistoffen door deze cellen
vanuit het bloed naar het darmlumen. Zoals uit de resultaten van dit hoofdstu
blijkt beschikken de epitheelcellen over de gehele lengte van de darm over
een basaal labyrinth. Ook zijn er aanwijzingen gevonden dat de vloeistofsecre
tie in het voorste gedeelte van de darm groter is en mogelijk zelfs tot ditg
deelte van de darm beperkt is. Om de secretie van vloeistof via de darm nader
te onderzoeken is ook de osmotische waterpermeabiliteit van de darmwand bepail
(Hoofdstuk IV). Het is gebleken dat deze in de richting van het bloed naar he
darmlumen verhoogd is in geslachtsrijpe mannelijke stekelbaarzen. Op basis va
al deze resultaten wordt in Hoofdstuk V een model beschreven voor de vorming
van darmvloeistof. Dit model is gebaseerd op de standing gradient - osmotic fl
theorie (zie pag. 77). Volgens dit model zou de verhoogde darmvloeistofprodu
tie bij rijpe mannetjes moeten samengaan met een toename van het aktieve ione
transport over het darmepitheel. In het onderzoek dat wordt beschreven in
Hoofdstuk VI is daarom met behulp van biochemische methoden nagegaan of in de
darm van deze mannetjes een verhoogde aktiviteit van het Na+/K+ATPase, een bij
aktief ionentransport betrokken enzym, aantoonbaar is. Dit zou kunnen wijzenq
een verhoogd NA+—gek0ppe1d water-transport. Een verhoging van de Na+/K+ATMﬁ:
aktiviteit is echter niet gevonden. Daareﬁtegen is wel een verhoging gevonden
de aktiviteit van het Mg++ATPase. Deze verhoging is het duidelijkst in het vo
ste deel van de darm, daar waar ook de grootste strukturele verschillen zijn
waargenomen (zie Hoofdstuk V). Omdat de funktie van het Mg++ATPase nog onduidd
lijk is, kan over de betekenis hiervan nog weinig worden gezegd.

Uit de resultaten van dit onderzoek blijkt tevens dat de aktiviteit van zr

wel het Na+/K+~ als het MG ' ATPase sterk verlaagd is in de nieren van rijpe
mannetjes. Deze daling is in overeenstemming met het feit dat het grootste g
deelte van het basale labyrinth, waar deze enzymen gelokaliseerd zijn (Flike
al., 1980), is verdwenen. In de kieuwen van het geslachtsrijpe mannetje zijn
geen belangrijke veranderingen gevonden.

De resultaten van het onderzoek dat wordt beschreven in dit proefschrift
leiden tot de conclusie dat in de nieren van geslachtsrijpe mannelijke stekel
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en optreden, die aanzienlijke gevolgen hebben voor de funktie van de nieren bij
de water- en ionenhuishouding. De hieruit voortvloeiende problemen met betrek-
king tot de waterbalans worden deels in de nier zelf en deels daarbuiten,
namelijk in de darm, "opgelost'.

Uit dit onderzoek blijkt verder dat de struktuur en funktie van glomeruli van
rijpe mannetjes sterk lijken op die van stekelbaarzen die aan zeewater zijn ge-
adapteerd. Dit impliceert dat, onder natuurlijke omstandigheden, de struktuur
en funktie van de glomeruli in de nieren van mannelijke stekelbaarzen tijdens
de voorjaarstrek vanuit zee naar de paaiplaatsen in zoet water nauwelijks be-

hoeven te veranderen, in tegenstelling tot die van de wijfjes.
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