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HOOFDSTUK I

PREOBLEEMSTELLING EN LITERATUURBESPREKING

Reeds in 1937 stelden McCance en Widdowson (1937) dat de zeer be-
perkte ijzerafgifte een karakteristiek aspect van de ijzerhuishouding van de
mens is. Het sindsdien verrichte onderzoek heeft dit vele malen bevestigd.
Het inzicht dat het vermogen om ijzer uit te scheiden in kwantitatieve zin
zeer bheperkt is, heeft ertoe geleid dat de studie van de regulatiemechanis-
men zich voornamelijk heeft gericht op het ijzeropnamesysteem. Verschil-
lende reguiatiemechanismen voor de ijzerabsorptie zijn geponeerd. Het be-
kendste mechanisme is de regulatie door middel van het in de darmmucosa-~
cellen aanwezige (apo)ferritine (mucosa blok-theorie, Granick, 1946).

De ijzerhuishouding bij de mens is bijzonder storingsgevoelig. Ener-
zijds blijkt dit uit het veelvuldig voorkomen van ijzergebreksanemieén, an-
derzijds uit het regionaal voorkomen van hemocchromatosen. Op grond van
de gemeten ijzerverliezen van de normale man en van de normale niet-
zwangere vrouw, wordt de dagelitkse ijzerbehoefte van de normale man ge-
steld op 1 mg en die van de normale vrouw op 1,5 mg, dus op 18 en
27 umol respectievelijk. Uit de verschillende studies die zijn gepubliceerd
over het dagelijks voedsel-ijzer aanbod (Hallberg et al., 1970}, kan worden
geconcludeerd dat - althans in de westeuropese landen - in principe ruim-
schoots aan de gestelde eisen wordt voldaan. Gemiddeld wordt evenwel
slechts 5% van het met het voedsel aangeboden ijzer door het lichaam ge-
absorbeerd. Op grond van deze geringe absorptie, kan worden gesteld, dat

in vele gevallen de voeding - wat het ijzer betreft - marginaal tot submar-
ginaal is.



Het is bekend dat in geval van ijzerdepletie de absorptie van het met het
voedsel aangeboden ijzer toeneemt. Deze toename is evenwel niet dusdanig,
dat bij een conditioneel submarginaal jjzerdieet, de dagelijkse ijzerbehoefte
kan zeker worden gesteld, zodat de ijzerdepletie zonder gerichte ijzerthera-
pie niet kan worden opgeheven.

Bij een continu verhoogd ijzeraanbod met het voedsel, treedt zowel in abso-
lute als in relatieve zin verlaging van de absorptie op; deze verlaging is niet
dusdanig, dat bij een continu verhoogd ijzeraanbod, het optreden van hemo-
chromatose kan worden vermeden.

We moeten dan ook concluderen, dat de reguiatie van de ijzerhuishouding via
de ijzerabsorptie slechts binnen bepaalde grenzen van het ijzeraanbod opti-
maal verloopt.

Dit doet de vraag rijzen hoe het komt, dat de ijzerhuishouding zo ge-
brekkig wordt gereguleerd. Een goede regulatie van de ijzerhuishouding is
immers van fundamenteel belang voor het optimaal functioneren van het ery-
thropoietisch systeem hetgeen op zijn beurt een belangrijke voorwaarde is
voor een verzekerd zuurstoftransport naar de weefsels.

Het gestelde probleem kan als volgt worden benaderd, We gaan hier-
bij uwit van de hypothese dat bij de homoiotherme dieren het zwaartepunt van
de regulatie ligt op de stabilisering van de erythropoiese. Een van de voor-~
waarden hierbij is, dat aan de dagelijkse ijzerbehoefte van het erythropoietisch
systeem wordt voldaan. Dit gebeurt enerzijds door hercirculatie van het hij
afbraak van erythrocyten vrijkomende ijzer en anderzijds door een zo goed
mogelijke compensatie van de optredende ijzerverliezen, zodat een bepaalde
voorraad aan ijzer {(ferritine, hemosiderine) gehandhaafd kan worden. We
kunnen hierbij het ferritine- en het hemosiderineijzer beschouwen als een
buffersysteem dat tijdens een langdurig submarginaal ijzeraanbod met het
voedsel - waarbij de dagelijks optredende ijzerverliezen niet tem volle wor-
den gecompenseerd door de relafieve toename van de ijzerahsorptie - de
ijzerleverantie aan het erythropoietisch systeem nog enige tijd zekerstelt,
Het primaat van de goed functionerende erythropoiese wordt ondersteund
door het feit, dat factoren die de erythropoiese stimuleren, de ijzerabsorp-
tie verhogen (Bothwell et al., 1958; Pirzio-Biroli et al., 1960). Bij een
conditioneel marginaal tot submarginaal ijzeraanbod met het voedsel is
minisering van het ijzerverlies een functioneel mechanisme en is de =zeer
beperkte mogelijkheid tot regulatie van de ijzerafgifte verklaarbaar. De re-

ductie van het ijzerverlies moet dan gezien worden als een factor welke tot



de stabilisering van de erythropoiese bijdraagt. Bij een conditioneel margi-

naal tot submarginaal ijzeraanbod is eveneens verklaarbaar waarom de re-

gulatiemechanismen zich praktisch beperken tot het niveau van de ijzerop-
name.

In tegenstelling tot de poikilotherme diersoorten zijn de homoiother-
me dierscorten wat de intensiteit van hun metabolisme betreft verregaand
onafhankelijk van de omgevingstemperatuur. De hoge lichaamstemperatuur
hangt samen met een verhoogd basaal metabolisme. Dit verhoogd basaal
metabolisme vereist meer calorieén per gewichiseenheid en een intensiever
zuurstoftransport. Het intensievere zuurstoftransport wordi onder andere
bewerkstelligd door een ten opzichte van de poikilotherme diersoorten ver-
hoogde zuurstofcapaciteit van het bloed der homoiothermen, Sommige vis-
soorten uit ondiep water en de zeer actieve vissen bezitten een zuurstofca-
paciteit welke in het bereik van de zuurstofcapaciteit der homoiothermen
ligt (Prosser, 1966). Schematiserend kunnen we stellen, dat het hemoglobi-
negehalte per eenheid lichaamsgewicht voor homoiotherme dierscorten hoger
is dan voor de poikilotherme soorten, Dit geldt ock voor de hoeveelheid ijzer
per eenheid lichaamsgewicht, welke als hemoglobine-ijzer in dienst staat van
het zuurstoftransport.

Eén van de factoren welke van inviced zijn op de intensiteit van het
basale metabolisme is het lichaamsgewicht. Kleinere dieren hebben per een-
heid lichaamsgewicht een hogere basaal-metabole snelheid dan grotere die~
ren. Burke (1966) stelt, dat vertebraten met een geringer gewicht een in-
tensiever metabolisme kunnen handhaven dan vertebraten met een groter li-
chaamsgewicht doordat:

1. het bloedvolume per eenheid lichaamsgewicht bij kleine dieren groter is,

2. de zuurstofcapaciteit van het bloed per eenheid lichaamsgewicht bij kleine
dieren groter is,

3. de zuurstofspanning waarbij 50% verzadiging van het bloed optreedt Pgy)
bij kleinere vertebraten hoger is, zodat snelle diffusie van zuurstof naar
de weefsels wordt bevorderd.

De bovengenoemde correlaties zijn geldig binnen de soort, De soorten kun-

nen zowel poikilotherm als homociotherm zijn. Hoewel het niet is onderzocht,

lijkt het waarschijnlijk, dat uit de onder 1 en 2 genoemde correlaties een

negatieve correlatie tussen de hoeveelheid hemoglobine-ijzer per eenheid li-

chaamsgewicht en het lichaamsgewicht mag worden afgeleid.

Het zal op grond van het voorgaande duidelijk zijn, dat een stabiele ery-



thropoiese beschouwd moet worden als een belangrijke voorwaarde voor de
handhaving van het hoge basale metabolisme der homoiotherme dierscorten.
Op de grotere behoefte aan calorieén zijn we reeds ingegaan.

Dit roept de vraag op of er een vaste relatie bestaat tussen de ca~
lorische waarde en het ijzergehalte van het voedsel der herbifore, carnifore
en omnifore homoiotherme vertebraten. Het ig zeer waarschijnlijk, dat de
verhouding van beide parameters in het voedsel der drie genoemde groepen
sterk zal verschillen, zodat er bij een verzekerd calorieén aanbod toch - in
één of meerdere van de genoemde voedingscategorieén - mogelifk van een
marginaal tot submarginaal ijzeraanbod sprake kan zijn. Mocht dit zo zijn,
dan laat zich vragen of dit heeft geleid tot specifieke regulatiemechanismen
voor de handhaving van een stabiele erythropoiese of in wijdere zin voor de
handhaving van de totale ijzerbalans.

De mens conderscheidt zich nu zodanig van de overige homoiotherme
vertebraten, dat de samenstelling van zijn voedsel niet slechts seizoen he-
paald is ~ zoals dit het geval is voor de meeste vertebraten ~ doch even-
eens sterk cultureel wordt bepaald. Het resultaat hiervan is een grote va-
riatie in de voedselsamenstelling. Vanuit een evolutionaire optiek hezien,
zou men kunnen stellen, dat gezien de verbreidheid van anemieén en het re-
gionaal voorkomen van hemochromatosen, Homo sapiens géén toereikende
adaptieve mechanismen heeft kunnen ontwikkelen welke deze wijde scala van
mogelijkheden in de ijzer/calorieén verhouding volledig kunnen opvangen.
Zoals we hebben gezien, is de eigen aard van de regulatie van de ijzerhuis-
houding van de mens te begrijpen als we een conditioneel marginaal tot sub-
marginaal ijzeraanbod veronderstellen. De uitdrukking "conditioneel margi-
naal" wil zeggen dat de toestand waarin zich de mens met betrekking tot het
ijzeraanbod oorspronkelijk bevond als marginaal wordt gekenmerkt. In hoe-
verre deze conditie oorspronkelijk is, kunnen we op grond van de beschik-
bare gegevens niet aantonen.

De genvemde oecologische aspecten van de ijzerhuishouding zijn vrijwel niet

onderzocht. Over de evolutionaire aspecten is ons niets bekend.

Om de eigen aard van de ijzerhuishouding van de mens en mogelijk
in het algemeen van de op het land levende homoiotherme vertebraten beter
af te grenzen, leek het ons relevant om de ijzerhuishouding van de vis te
bestuderen. De belangrijkste reden is dat de vis wat zijn ijzervoorziening

betreft mogelijk niet uitgluitend op ziin voedsel is aangewezen. Het is name-
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lijk waarschijnlijk dat de vis in staat is het in het water opgeloste of col~
loidaal verdeelde ijzer te absorberen. Gebeurt dit in voldoende mate dan is
de vis wat het ijzer betreft in principe onafhankelijk van zijn voedsel. Het
tegengaan van ijzerstapelingen moet dan als een kenmerkend probleem van
de vis worden gekenschetst, zodat zich vanzelf de vraag stelt naar de regu-
latie van de ijzerhuishouding en wel in het bijzonder naar de regulatie via
de ijzeruitscheiding., We zullen bij de bestudering van het ijzermetabolisme
niet slechts ingaan op de zojuist genoemde aspecten, ook zal de rol van de
diverse organen in het ijzermetabolisme worden onderzocht. Het zwaarte-
punt zal hier liggen op de bestudering van het erythropoietische systeem.
Het is in dit verband van belang om te weten of ook bij de vis aan de ery-
thropoiese een regulatiefunctie ten dienste van de zuurstofvoorziening moet
worden toegekend. Anders gezegd, of verandering van het hemoglobinegehal-
te tot de conirclemechanismen moet worden gerckend welke in geval van
stress het zuurstoftransport naar de weefsels moeten waarborgen; waarbij
we onder het begrip stress iedere verandering van een externe factor zullen
verstaan waarop het organisme reageert met een fysiologische zanpassing.
Immers, aanpassing door middel van een veranderde erythropoicseactiviteit
zal ook voor de totale ijzerhuishouding implicaties hebben. Als het tegen-
gaan van ijzerstapeling bij de vis inderdaad een probleem gencemd moet
worden, dan zal aan de toegenomen ijzerbehoefte van het erythropoietisch
systeem tijdens de aanpassingsfase gemakkelijk kunnen worden voldaan, De
erythropoiese zal niet snel worden beperkt door een onvoldoende ijzeraan-
bod, zodat dan van een relatieve milieu-onafhankelijkheid sprake is. Als an-
derzijds de vis - wat het ijzer betreft - afhankelijk is van zijn voedsel dan
is de mogelijkheid van een submarginaal ijzeraanbod - zeker tijdens de aan-
passingsfase - niet uitgesloten. Bij een beperkte ijzervoorraad zou de ery-
thropoiese milievathankelijk kumnen worden. We zullen op grond van deze
overwegingen op de vraag of aan de erythropoiese in geval van stress een
regulatiefunctie toekomt ingaan en wel aan de hand van een literatuuronder-
zoek.

Het metabolisme (zuurstofverbruik per tijds- en gewichtseenheid)
wordt beinvloed door een aantal factoren, zoals de temperatuur, de zuur-
stofconcentratie en de samenstelling van het voedsel. We zullen hier ingaan
op de invleed van wijzigingen van de temperatuur en van het zuurstofgehalte
van het milien op de intensiteit van het metabolisme. Ook de invlced van de

voedselsamenstelling zal kort worden toegelicht.
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In tegenstelling tot de dieren met een constante lichaamstemperatuur
zijn de poikilotherme dieren slechts in beperkte mate in staat hun lichaams-
temperatuur op een bepaald niveau te handhaven. Dit betekent niet dat de
snelheid der metabole processen zonder meer met de omgevingstemperatuur
hoeft te fluctueren. Er kan, zoals dit bij vissen het geval is, regulatie van
het metabolisme optreden, zodat het fysiologisch effect van de temperatuurs-
verandering als het ware wordt gebufferd. Vele processen vertonen een ver-
traagde compensatie, De compensatie bereikt dan eerst na dagen of weken
zijn grootste waarde. Een dergelijke compensatoire regulatie wordt acclima-
tie genoemd als er sprake is van aanpassing aan één gedefinieerde labora-
toriumconditie en acclimatisatie als de aanpassing plaatsvindt in het natuur-
lijk milieu. Als voorbeeld van acclimatie noemen wij de compensatoire re-
gulatie van het zuurstofverbruik van de vis bij veranderde omgevingstempe-
ratuur. Zoals fig. I,1 laat zien verloopt deze regulatie in de zin van een
partiéle compensatie,

O,
verbruik /uur

temp. °C
Fig. I,1

Schema van Precht (1855); vereenvoudigd,

Al is het zuurstofverbruik bij een acclimatietemperatuur Tl' Verhoging van
de temperatuur tot T2 heeft een toename van het zuurstofverbruik tot het
9 wordt het
zunrstofverbruik tot het niveau B2 gereduceerd, zodat er sprake is van een

niveau A2 ten gevolg. Door acclimatie bij een temperatuur T

partiéle compensatie.
De temperatuursverhoging heeft nu enerzijds tot gevolg dat de vraag naar
zuurstof is toegenomen, anderzijds is zowel het zuurstofbindingsvermogen

van het hemoglobine als de oplosbaarheid van het zuurstef in het water ge~
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reduceerd. Dit doet de vraag rijzen of bij de vis stimulering van de ery-
thropoiese - waardoor een toename van het hemoglobinegehalte en dus van
de zuurstofcapaciteit van het bloed wordt bewerkstelligd - als fysiologisch
aanpassingsmechanisme werkzaam is,

Het onderzoek naar het verband tussen thermoacclimatie en de zuurstofca-
paciteit verhogende hematologische parameters heeft weinig consistente re-
sultaten opgeleverd (Spoor, 1951; Anthony, 1961a; Falkner en Houston, 1966;
De Wilde en Houston, 1267). De algemene indruk is, dat wijziging van de
zuurstofcapaciteit in het geval van thermoacciimatie van weinig betekenis is.
De Wilde en Houston spreken op grond van hun studie van de regenboogforel
(Salmo gairdneri) het vermoeden uit, dat bij acclimatie bij een temperatuur
dicht bij het 'incipient lethal level', verhoging van de zuurstofcapaciteit van
het bloed wél van fysiologische betekenis is.

De landvertebraten en de meeste vissen zijn in staat om hun zuur-
stofverbruik op peil te houden bij een dalende zuurstofconcentratie van het
milieu, tot aan een kritische zuurstofconcentratie toe.

Acclimatie aan verlaagde zuurstofconcentraties in het water leidt tot een af-
name van zowel het standaardmetabolisme als van de kritische zuurstofcon-
centratie voor de handhaving van het standaardmetabolisme. Prosser (1257)
vond bij acclimatie van de goudvis aan lage zuurstofconcentraties zowel een
toename van het aantal erythrocyten als van het hemoglobinegehalte per vo-
lume eenheid van het bloed. Hij concludeerde, dat verhoging van de zuur-
stofcapaciteit onder andere de verschuiving van de kritische zuurstofconcen-
tratie mogelijk maakt. De invlced van de experimentele omstandigheden op
het bloedvolume werd door Prosser niet onderzochi. Cameron et al. (1970)
cnderzochten de invloed van experimenteel - door middel van fenylhydrazine -
geinduceerde anemie op de hoogte van het standaardmetabolisme en op de
tolerantiegrenzen bij verlaagde zuurstofconcentraties bij de Amerikasnse zee-
brasem (Lagodon rhomboides). Hoewel in de experimentele groep het hemo-
globinegehalte maximaal tot 10% van de normale waarde was gereduceerd,
kon er geen relatie tussen het hemoglobinegehalte en de tolerantiegrens wor-
den aangetoond. Wel was het mogelijk voor de anemische groep een geringe
toename van het standaardmetabolisme waar te nemen. Dit kon verklaard
worden door de compensatoir toegenomen snelheid van de hartslag. Cameron
et al. stellen nu, dat - juist omdat compensatie door het verhogen van de
hartslag een metabool kostbaar mechanisme is - de vis gebaat is bij een

reserve circulatiecapaciteit in de vorm van hemoglobine. Een andere me-
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thode om anemie te simuleren is het blokkeren van het hemoglobine door
middel van koolmonoxyde. Anthony (1961b) onderzocht zo de invlced van
koolmonoxyde op de overlevingsduur van de goudvis en kwam tot de algeme-
ne uitspraak dat de vissen als klasse beschouwd een gering gebruik maken
van het voorhanden zijnde hemoglobine. Een recente studie van Holeton (1971)
toont aan dat de bruine forel en de regenboog forel (Salmo trutta en Salmo
gairdneri) veel gevoeliger zijn voor het verlies van functioneel hemoglobine
onder invloed van koolmonoxyde dan b.v. de karper, de goudvis of de pa-
ling. Dit doet vermoeden - aldus de auteur - dat de meer actieve forellen
hun hemoglobine eveneens voor het standaardmetabeolisme gebruiken, dit in
tegenstelling tot de andere soorten. Zanjani (1969) foonde aan, dat de blauwe
gourami (Trichogaster trichopterus) na bloedafname reageert met een toena-
me van de erythropoiese., Toediening van serum van anemische vissen aan
niet anemische leidde tot een stimulatie van de erythropoiese in de laatste
- niet anemische - groep, zodat onder anemische condities een erythro-
poiese stimulerende factor (ESF) wordt gevormd.

Op de eerder gestelde vryaag of het erythropoietisch systeem van de vis een
functie vervult bij de homeostase van de ademhaling onder condities van
stress kan geen generaliserend antwoord worden gegeven. Er zijn - zoals
we zagen - aanwijzingen dat het ervthropoietisch systeem inderdaad een po-
sitieve rol in de homeostase vervult. De opvatting dat het hemoglobine-
systeem beschouwd moet worden als een reserve circulatiecapaciteit zou
dan impliceren, dat regulatie van de zuurstofvoorziening door middel van
een toegencmen hemoglobinesynthese zinvoller wordt naarmate de reserve
circulatiecapaciteit vollediger wordt henut. Samenvattend kan met enige re-
serve worden gesteld dat aan de onderzochte functie van het erythropoietisch
systeem hoogstens in incidentele gevallen een rol van betekenis toekomt, zo-
dat er in geval van stress {(zuurstof of temperatuur) aan de ijzerhuishouding
in de regel geen extra helasting wordt opgelegd.

De invloed van het voedsel op de intensiteit van het metabolisme is
afhankelijk van de samenstelling van het voedsel. De gemiddelde calorieén~
opbrengst per liter verbruikte zuurstof bedraagt voor koolhydraten en vetten
respectievelijk 5,01 en 4,65 Kca_l/102. Eiwitten worden fysiologisch niet vol-
ledig geoxydeerd, zodat hier de calorie&nopbrengst per liter zuurstof door
middel van het experiment moet worden bepazld. Het voornaamste bestand-
deel van het voedsel der herbivore diersoorten vormen de koolhydraten. In

het voedsel der carnivoren is relatief meer vet aanwezig. Molndr et al. (1970}
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onderzochten het gemiddelde hemoglobinegehalte per erythrocyt (Hb g%/aan-
tal erythrocyten x 106) voor verschillende herbivore, carnivore en omnivore
vissoorten. Voor de drie categorieén werden respectievelijk waarden gevon-
den van 4,4, 3,5 en 5,2. De verschillen waren significant, hoewel hun in-
terpretatie -~ juist op grond van de calorische equivalent van de voedselbe-
standdelen - twijfel oproept. Zij stellen namelijk, dat de herbivore en om-
nivore vissoorten gezien de samenstelling van hun voedsel meer zuurstof zul-
len verbruiken. Dit hogere zuurstofverbruik vindt volgens de auteurs zijn uit-
drukking in het toegenomen hemoglobinegehalte per erythrocyt. Wat de juiste
interpretatie ook moge zijn, de resultatem wiizen op een verband tussen de
voedsel samenstelling en de erythropoiese, temeer daar ook het hemoglobine-
gehalte van het bloed der carnivoren enerzijds en der ommivoren en herbi-
voren anderzijds in dezelfde richting verschilt., Over de mogelijke implica-
ties voor de erythropoiese en in wijdere zin voor de totale ijzerhuishouding
kunnen we wegens het ontbreken van relevante gegevens geen uitspraak doen,
Wij zullen in ons onderzoek op de gestelde problemen van de thermo-
acclimatie en zuurstofacclimatie niet ingaan, temeer niet omdat er aanwij-
zingen zijn dat acclimatie in de regel geen extra belasting aan het erythro-
poietisch systeem oplegt.
De eisen die het erythropoietisch systeem stelt aan de handhaving van de
ijzerbalans zullen wel aan de orde komen. Een belangrijke parameter in dit
verband is het quotiént van de dagelijkse ijzeropname en de dagelijkse ijzer-
behoefte van het erythropoietisch systeem. Naarmate deze parameter klei-
ner is, zal de mobilisatie van het bij erythroeytenafbraak vrijkomende ijzer
en van het ijzer in de voorraadpools groter dienen te zijn. De gencemde
parameter is te heschouwen als een maat voor de relatieve milieu-onathan-
kelijkheid (wat de ijzerleverantie betreft) van het erythropoietisch systeem.
Een op grond van deze parameter doorgevoerde vergelijking van de verschil-
lende vertebrate dierscorten kan relevante informatie verschaffen over mo-

gelijke adaptionele aspecten van de ijzerhuishouding.

Over de opname en afgifte van zware metalen door vissen is zeer
weinig bekend., De meeste onderzoekingen staan bovendien voornamelijk in
het teken van de toxiciteit der zware metalen, Het onderzoek beperkt zich
hoofdzakelijk tot zink (Nakatani, 1966; Eisler, 1973), cadmium (Eisler, 1971;
Gardner et al., 1970), koper (Mount, 1968) en aluminium (Freeman et al.,

1971). De toxiciteit van ijzerverbindingen is eveneens sporadisch onderzocht,
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Schiemenz stelde in 1937 reeds dat de toxiciteit van ijzerverbindingen sterk
afhangt van de zuwurgraad van het milieu. Voor de zeelt gaf deze auteur een
onderste lethale pH~grens van 5,4 aan als de ijzerconcentratie in het milieu
laag is. Bij hogere ijzerconcentraties verschuift de lethalg pH-grens naar
de basische kant. Kwantitatieve uitspraken over de zuurgraad/ijzerconcen-
tratie verhouding worden niet gedaan. ILarsen en Olsen (1948) vonden dat er
bij een pH van 6,2 - 7,0 en een ijzerconcentratie van 1,5 - 20 ppm, wat
neerkomt op 80 - 1110 pmol/l, in de kweekvijvers een aanzienlijke sterfte
van de forel optrad. Zij vermoedden dat de sterfte het gevolg was van
ferrihydroxide-afzetting op de kieuwlamellen. De groene zonvis (Lepomis
cyanellus) en de baars (Micropterus salmoides) tolereren ijzerconcentraties
tot 1500 pmol/l bij een pH variSrend van 3,7 - 4,7 (Lewis et al., 1956),
Deze experimenten duurden evenwel niet langer dan drie dagen. De algeme-
ne gedachte achter de genoemde waarnemingen is, dat het ionogene ijzer in
veel mindere mate toxisch is dan het gesuspendeerde ferrihydroxide. De
lethaliteit zou voornamelijk veroorzaakt worden door precipitatie van ferri-
hydroxide op de kieuw, waardoor de ademhslingsfunctie wordt verstoord.
Machado Cruz (1966) sprak het vermoeden uit dat de toxiciteit van het ijzer
niet uitsluitend bepaald hoeft te worden door de belemmering van de adem-
halingsfunctie van de kieuw tengevolge van ferrihydroxide precipitatie, maar
dat inwendige ijzerstapelingen mogelijk van invloed zijn op het goed functio-
neren van het cellulaire metabolisme. Goudvissen welke gedurende 24 uur
in een milien verbleven bhestaande uit gedestilleerd water waaraan 25,6 - 51,2
umol/l Fe(Il) als sulfaat was toegevoegd, vertoonden sterke ijzerstapelingen
in de nier, in de lever en in de darmmucosacellen. Voorts was de kieuw
vrijwel geheel met ijzer bezet, dit in overeenstemming mef de gangbare
theorie. Het ijzer werd door Machado Cruz met behulp van de Turnbull's
blauwkleuring histochemisch aangetoond. Roeder et al. (1966) bestudeerden
de invloed van dagelijkse Fe(H) sulfaat en Fe(HI) nitraat toevoeging aan het
milieu op de gewichtstoename en op de toename van het hematocriet. Als
proefdieren gebruikten zij de zwaarddrager (Xiphophorus helleri) en het plaat-
je (Xiphophorus maculatus). Zij konden aantonen, dat het Fe(Il} een stimu-
lerende invloed heeft op de toename van zowel het lichaamsgewicht als op
het hematocriet. Toevoeging van Fe(Ill) had geen invlced op beide parame-
ters. Bij het bereiken van de sexuele rijpheid nam de werking van Fe(ll)
sterk af. De auteurs stelden, dat de opname van het Fe(Il) waarschijnlijk

plaats vindt door de kieuw en dat deze opname zeer snel verloopt, daar het
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toegevoegde ijzer slechts korte tijd als Fe(Il) voorhanden is, Hevesy et al.
(1964} hebben onderzoek verricht naar de meiabole aspecten van de ijzer-
huishouding bij de zeelt (Tinca tines) door middel van intravasculair of in-
ramusculair toedienen van plasma-gebonden 59Fe(IH}, In de verschiliende
hoofdstulkken zal op de door Hevesy et al. gevonden resultaten worden terug-
gekomen. In andere publicaties wit dezelfde groep -~ waaronder zeer recente -
wordt ingegaan op de invleed van hestraling op de erythropoiese van de zeelt
{Lockner et al., 1972).

We zullen dit hoofdstuk besluiten met een programmatisch overzicht
van het door ons verrichte onderzoek.
De primaire vrazg die wij ons hebben gesteld is of de vis in staat is ijzer
direct vanuit het water te absorberen. We hebben voor de bestudering van
de ijzeropname een proefopstelling ontwikkeld welke in hoofdstuk HI is be-
schreven., Het ijzer is in het experimentele milieu voornamelijk in colloidaal-
disperse vorm zanwezig.
In hoofdstuk IV zal op een globale manier op de gemeten ijzeropname wor-
den ingegaan. Voorts zal worden beschreven wat er met het opgenomen
radioactieve ijzer in het lichaam gebeurt, Aan de hand van het in dit hoofd-
stuk geintroduceerde utilisatiebegrip zal worden onderzocht in hoeverre kwan-
titatieve uitspraken over het ijzermetabolisme mogelijk zijn. Het accent zal
hierbij liggen op de kwantitatieve aspecten van de erythropoiese.
Een andere methode cm een inzicht te krijgen in de interne ijzerkinetiek is
het specifiek "labelen" van één ijzercompartiment, waarna de verdeling van
het radicactieve ijzer over de verschillende organen of zo mogelitk over de
verschillende ijzercompartimenten in de tijd kan worden gevolgd., Hoofd-
stuk V geeft de resultaten van dergelijke experimenten weer. Centraal staat
bij deze experimenten de bepaling van de verdwijningseurve van het serum-
ijzer. Op grond van de verdwijningscurve en de verkregen curven voor het
verloop van de specifieke activiteit van het ijzer in de verschillende orga-
nen worden voor de betreffende organen de utilisatiewaarden berekend. Ook
op de utilisatie van het erythropoietische systeem zal worden ingegaan.
In hoofdstuk VI komt de ijzeruitscheiding aan de orde. Voorts zal in dit
hoofdstuk nogmaals op de ijzerabsorptie worden teruggekomen. Wat de ab-
sorptie betreft, zal worden onderzocht of de drinkratio van de vis de in
hoofdstuk IV gegeven ijzeropname kan verklaren, De rol van de kieuw in

de ijzerabsorptie is met behulp van een perfusietechniek hbestudeerd; de
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verkregen resultaten zijn eveneens in hoofdstuk VI vermeld. De ijzeruit-
scheiding is bestudeerd onder condities van een submarginaal ijzeraanbod.
De rol van de nier in de ijzeruitscheiding is ook onder condities van een
overmatig ijzeraanbod bestudeerd.

In het laatste hoofdstuk zullen de verkregen resultaten in een wijder kader
worden besproken. In deze bespreking zullen de resultaten die door ons zijn
verkregen in een onderzoek naar de ijzerstatus van verschillende zoet- en
zoutwatervissen worden opgenomen., Verscheidene - van de in hoofdstuk I

vermelde - aspecten van de ijzerhuishouding komen nogmaals aan de orde.

Wij hebben voor onze experimenten een zoetwatervis gekozen, te we-
ten de zeelt (Tinca tinca). De keuze is uitsluitend gebaseerd op praktische
redenen. Zoetwatervissen zijn in tegenstelling tot zoutwatervissen - in niet
speciaal op visonderzoek gerichte laboratoria - redelijk goed in quarantaine
te houden. Voorts was reeds enig onderzoek naar het ijzermetabolisme van
de zeelt verricht (Hevesy et al.), zodal een gedeelfelijke vergelijking van de
resultaten mogelijk is. Voor een overzicht van de biologische gegevens van
de zeelt wordt verwezen naar een artikel van Rosa (1958).

Tot slot zij nog opgemerkt, dat de relevante literatuur wat het ijzermetabo-
lisme van het zoogdier betreft zeer goed in de proefschriften van Glaser
(1970), Tavenier (1971) en van Van Kreel (1972) is vermeld.
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HOOFDSTUK II

MATERIALEN EN METHODEN

§1. MATERIALEN

1.

Chemicalién.

De gebruikte chemicalign waren in alle gevallen van pro analyse kwali-
teit,

. Radioactief ijzer.

Voor de bereiding van de in hoofdstuk IIT beschreven proefopstelling is
altijd gebruik gemaakt van 59F(—:‘(Il'[)chloride van N.V. Philips-Duphar,
De oplossing is niet dragervrij, ze bevat 0,2 - 0,4 pmol 56Fe/lOO pC
als drager. Gezlen de relatief geringe radiochemische concentratie van
het genoemde preparaat was dit niet geschikt voor het merken van plas—
ma, zonder een aanzienlijke volumetoename te veroorzaken. In experi-
menten waarbij een volumetoename zoveel mogelijk moest worden voor-
komen, werd daarom gebruik gemaakt van 59Fe(]11)citraat geleverd door
het Zentral Institut fiir Kernforschung, D.D.R. Dit dragervrije prepa-

raat was leverbaar in een radiochemische concentratie van 200 pC/ml.

Proefdieren.

De zeelten werden gevangen in de Maaslandse polderwateren (bij Vlaar-
dingen) en verbleven alvorens ze naar het laboratorium werden overge-
bracht niet langer dan een week in de zich ter plaatse bevindende dom-
pelreservoirs. Het gewicht van de in onze experimenten gebruikte zeel-

ten lag in de regel tussen de 280 en 350 g, de lengte - waarbij de cau~
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§2.

Bi

20

dale vin niet is meegerekend - bedroeg voor deze populatie 25 tot 28 cm.
Op grond van de publicaties van Rosa (1958), Weatherley (1959) en Cerny
(1968}, kunnen we de leeftijd ruwweg op 5 tot 7 jaar schatten, De zeel-
ten zijn niet volgroeid, doch wel geslachtsrijp.

METHODEN

ologische methoden

. Het houden van de proefdieren in het laboratorium.,

De proefdieren verbieven in 1000 liter reservoirs. De reservoirs wer-
den continu doorstroomd met optchloord leidingwater. Vissen die bij aan-
komst in het laboratorium tekenen van protozogn-ziekten vertoonden, wer-
den nadat bloed was afgenomen voor de isolatie van transferrine, opge-
offerd. De resterende vissen werden behandeld met 'PS-tabletten' (Dohse -
Aguaristik, Bonn, BRD).

. Voedsel.

De proefdieren werden dagelijks één maal gevoed met het kunstmatig voed-
sel, zoals dat door ons volgens het voorschrift van Berg (1968) werd be-
reid. Dit voedsel bevat alle essentiéle mineralen en vitaminen; het is ge-
maakt op gelatine basis. Eén maal per week werd gemalen runderlever
aangeboden.

. Verdoving van de proefdieren.

De zeelten werden verdeofd met MS 222 (Sandoz) bij een concentratie van
150 mg/}. Teneinde de door verdoving met MS 222 geinduceerde stress-
factoren zoveel mogelijk te minimaliseren werd de oplossing geneutrali-
gseerd (Wedemeyer, 1970).

Bloedafname.

De bloedmonsters werden steeds door punctie van de dorsale aorta ver-
kregen. Er werd een 5 ml spuit gebruikt; de naald was van het type
steristar 40 mm x 0,8 mm, Als antistollingsmiddel werd heparine ge-
bruikt,



9.

Bloedvrij spoelen van de vis.

Een half uwur voordat de proefdieren doorspoeld werden, werd intraperi-
toneaal 5000 i.e. heparine toegediend. Na verdoving werd vervolgens een
pelytheen canule door het hart aangebracht en wel zodanig dat de canule
ter hoogie van de ventrale zorta gefixeerd kon worden. Nadat vervolgens
ventrikel en atrium van elkaar waren gescheiden, werd met doorspoeien
begonnen. De spoelvloeistof bestond uit Ringer - polyvinylpyrrolidone
(PVP) waaraan heparine was toegevoegd. De spoelvloeistof werd vanuit
een 60 cm boven het hart gelegen reservoir toegevoegd met een snel-
heid van ongeveer 150 ml/uur. Er werd met doorspoelen gestopt als de
lever volledig blank was geworden. In de regel was hier een half uur
voor nodig. Voor de samenstelling van de Ringerse oplossing wordt ver-
wezen naar Chan et al. (1967), Aan 1 liter Ringer werd 20 g PVP toe-

gevoegd om de colloidosmotische druk te simuleren (Rankin et al,, 19271).

Canuleren van de urineblaas en van de einddarm.

De proefdieren werden zodanig verdoofd, dat geen reactie op pijnprikkels
meer optrad, Vervolgens werden ze overgebracht in perspex operatieka-
mers, gevild met leidingwater. Zonodig kon dit water snel tegen MS 222
houdend water worden uitgewisseld. In de flank, ter hoogte van de uro-
genitale porus werd een 1 cm lange inkeping aangebracht, waarna de eind-
darm en de urineblaas voorzichtig konden worden vrijgeprepareerd. De
door de urinaire porus of de door de anale porus aangebrachte canule
werd met "catgut'' (jenilene 00) inwendig gefixeerd. Nadat de wond met
sulfodimidine was behandeld, werd, eveneens met jenilene 00, gehecht.
De gehele operatie duurde ongeveer een half uur.

De urineblaas werd gecanuleerd met PP 160 polytheen slang. Voor de
einddarm werd C.7° P.V.C. slang gebruikt. Beide polytheen canules wa-
ren voorzien van een goed passend hard eindstukje, zodat bii het inwen-

dig fixeren geen afbinding van de canule kon optreden.

Intracardiale toediening van een speurdosis,

De speurdosis werd steeds met een 1 ml spuit toegediend. De gebruikte
naald was van het type Steristar 0,5 mm x 16 mm. Het volume van de

speurdosis bedroeg max. 0,2 ml. De proeidieren waren zwak verdoofd,
zodat de zeer langzaam toegediende dosis direct door het hart kon wor-

den weggepompt. Als de hartpunctie niet direct optimaal was, zodat geen
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bloed kon worden aangezogen, werd het proefdier uit het experiment ge-
nomen. Als na beeindiging van het experiment bleek, dat er om het hart

een bloedstolsel aanwezig was, werden de verkregen resultaten niet ver-
werkt.

. Kunstmatig zoetwater.

In verschillende experimenten was het van belang over een basismilien
te kunnen beschikken gekenmerkt door een zeer gering lizergehalte. IHet
door ons gebruikte kunstmatig zoetwater dat aan deze eis voldoet, had
de volgende samenstelling: NaCl 10, 10 mmol/l, KCl 0, 34 mmol/],
MgS0, . TH,0 0,12 mmol/1, KH,80, 1,17 mmol /1, NaHCO, 2,50 mmeol /1,
CaCl, 0,25 mmol /1.

De osmolaliteit bedroeg + 25 mosm/kg. De pH was 7,

Chemische methoden

1. LJzerbepalingen.

22

a. In plasma.

Het was niet altijd mogelijk om voldoende plasma te verkrijgen om
een macrobepalingstechniek te gebruiken. In dit geval werd het ijzer-
gehalte en de totale bindingscapaciteit bepaald met een microbepa-
lingstechniek.

Macrobepalingstechniek.

Het ijzergehalte van het plasma en de fotale bindingscapaciteit van
het plasma werden respectievelijk bepaald volgens Trinder (1956} en
Ramsay (1957). De reacties berusten op de vorming van het gekleur-
de ferro-bathophenantrolinedisulfonzuurcomplex. De extinctie wordt
gemeten bij 535 nm.

Microbepalingstechniek.

Het verschil met de genoemde macrobepalingen is, dat de methode
gebruik maakt van een Scalar spectrofotometer, welke het werken met
zeer kleine monsters mogelijk maakt. In het kort komt de bepaling
van het ijzergehalte in het plasma op het volgende neer: Tn 0,1 ml
mongter wordt met 0,05 ml, 1 molair HCl(H+) het ijzer van het eiwit
losgemaakt, waarna dit ijzer met behulp van 0,005 ml, 2 molair
Na2503 wordt gereduceerd. Nadat de eiwitten met behulp van 0,1 ml,

0,75 molair trichlooraziinzuur zijn geprecipiteerd, wordt azn 0,15 ml



van het verkregen supernatant 0,025 ml, 2,2 molair Na-acetaat toe-
gevoegd teneinde de pH op 5 te brengen. De kleur wordt vervolgens
ontwikkeld met 0,025 ml bathophenantrolinedisulfonzuur 0,42 mmolair.
De extinctie wordt gemeten bij 535 nm.

Voor de bepaling van de totale ijzerbindingscapaciteit wordt 0,1 ml
monster overladen met ¢,2 ml FeC13.6 HZO’ 0,1 mmolair, Het niet
gebonden ijzer wordt met 0,5 mmol MgCO3 uitgeschud en door cen-
trifugatie verwijderd. In 0,1 ml van het supernatant wordt op de bo-

ven beschreven wijze het ijzer bepaald.

. In urine of in het kunstmatig zoetwater.

We hebben hier gebruik gemaakt van de door Tavenier et al. (1971)
beschreven methode.

Voor de bepaling van het ijzergehalte in het kunstmatig zoetwater en
in het in hoofdstuk III beschreven milieu was een concentratiestap
noodzakelijk. Voor het kunstmatig zoetwater bedroeg de concentratie-
factor 50 en voor het in hoofdstuk III beschreven milieu een factor 10.
Concentratie geschiedde door indamping van het met HCl suprapur aan-
gezuurde monster (pH 2).

. In organen.

Nadat de proefdieren als hierveor heschreven bloedvrij waren ge-
spoeld, werden de organen verwiiderd, gewogen en vervolgens in de
destructiekolven 48 uur bij 80°c gedroogd. Nadat het drooggewicht
was bepaald, werd nat gedestrueerd met 10 ml, 14 molair HNOS(H+)
en 1 mil, 12 meoelair HC104(H+}. Als de destructie volledig was, werd
de vlceistof kwantitatief vanuit de destructiekolven in 10 ml gecali-
breerde buizen overgebracht, waarna de ijzerbepaling volgde. Hier-
toe werd zan 1 ml monster 1 ml, 1 molair HCl(H+) en 2 ml, 0,1 mo-
lair NazSO3 toegevoegd, teneinde het ijzer te reduceren, Na 15 minu-
ten werd de oplossing met behulp van 2 ml Na-acetaatbuffer, 4 mo-
lair op pH 5,0 gebracht, waarna met 1 ml bathophenantrolinedisulfon-
zuur 0,42 mmelair de kleur ontwikkeld werd. Na 15 minuten werd de
extinctie bij 535 nm gemeten. De beschreven destructiemethode was
voor de destructie van botweefsel niet geschikt. Daarom werd het bot-
weefsel alvorens aan de genoemde destructie te onderwerpen, gedu~
rende 48 uur bij 600°C verast.
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d. In de heminefractie van een orgaan.

In principe komt de bepalingsmethode er op neer, dat het ijzergehalte
wordt berekend op grond van het gemeten heminegebalte. Een noodza-
kelijke voorwaarde is dus, dat het hemine kwantitatief kan worden ge-
iscleerd.

Voor de hemineisclatie hebben we gebruik gemaakt van de door
Gresham et al. (1971) beschreven methode om hemosiderine, ferri-
tine, transferrine en haem te scheiden. De methode komt in het kort
hierop neer, dat na homogenisatie van het orgaan in fysiologisch zout,
de hemosiderinefractie door centrifugatie bi} 1000 g verkregen kan
worden. In het supernatant kan het ferritine met behulp van een ver-
zadigde oplossing van (NH4)ZSO4 worden neergesiagen en na centrifu-
gatie geisoleerd worden. Door nu het resterende supernatant met een
Drabkinse oplossing te mengen, de pH naar 2 te breangen en vervol-
gens de zo behandelde oplossing met ethylmethylketon uit te schudden
kan het hemineijzer {organische laag) van het transferrineijzer (wa-
terlaag) gescheiden worden. In plaats van ethylmiethylketon hebben wij
gebruik gemaakt van ethylacetaat als extractiemiddel. De hemine in
de ethylacetaatlaag kon worden bepaald door de extinctie bij 380 nm
te meten, Op grond van het gemeten heminegehalte werd het ijzerge-
halte in de heminefractie berekend.

We hebben de betrouwbaarheid van de bepalingsmethode gecontroleerd
door verschillende recovery experimenten, De recovery van aan een
nierhomogenaat toegevoegde hoeveelheden hemine in de vorm van ge-
doseerde erythrocyvtensuspensies waarvan de heminegehaltes 10 tot

50 procent van het geschatte heminegehalte van het orgaan bedroegen
lag tussen de 95 en 106%,

In de heminefractie van de erythrocyten.

Ook hier berust de ijzerbepaling op het meten van het heminegehalte,
waarna op grond van het gemeten gehalte de ijzerconcentratie bere-
kend kan worden. Wij hebben voor de hepaling van het hemine gebruik
gemaakt van de door Thunell (1963) beschreven methode. De zo be-
paalde ijzergehalten kwamen binnen een nauwkeurigheid van 2% over-
een met de resultaten van de ijzerbepaling in het destruaat van een-

zelfde bloedmonster.



2. Transferrinebepaling.
Het transferrinegehalte van plasma, van urine en van kieuwhomogenaten
werd bepaald volgens de kwantitatieve precipitatietechniek van Manecini
(1965). Het antizeeltentransferrine werd verkregen door immunisatie van
cavia's met ver gezuiverd zeeltentransferrine (Van Eijk et al., 1972).
De iransferrineisolatie geschiedde volgens de door Hershberger (1970)
beschreven methode. Voor de bepaling van het transferrinegehalte in de
urine was het nodig een concentratiestap in te voeren. Concentratie ge-
schiedde door middel van vacuumdialyse,

3. Merken van plasma met 59Fe(III).
Voor de exacte procedure verwijzen we naar hoofdstuk V. Hier zij slechts
vermeld, dat het plasma gedurende 1 uur wordt geincubeerd met het dra-
gervrije 59Fe(III)citraat preparaat. De dosis werd zo gekozen, dat het
verzadigingspercentage van het transferrine geen grote verandering on-
derging.
De methode werd op zijn belrouwbaarheid onderzocht door het gemerkte
plasma op cellulose-acetaat te elektroforeren waarna verdeling van de
radioactiviteit over de cellulose acetaat strip werd bepaald. Na een in-
cubatietijd van 1 uur was ongeveer 94% van de opgebrachte dosis aanwe-
zig in é&n discrete radicactiviteitspiek. Langere incubatietijden leidden
niet tot verbetering. Bij een incubatietijd van 10 minuten daarentegen

was slechts 60% van de dogis in de overeenkomstige piek aanwezig.

4. Celfractionering.
We hebben de methode gevolgd welke de Duve (1969) heeft beschreven
voor de verdeling van leverhomogenaat. Gehomogeniseerd werd in een
Potter-Elvehjem homogenisator; als centrifuge gebruikten wij de Sorvall
RCZ—B.

5. Ultrafiltratie.
De gebruikte ultrafiltratiecpzet werd ontwikkeld door Tavenier (1971).
De techniek komt er op neer dat de te onderzoeken oplossing onder in-
vloed van een aangelegd vacuum door een Visking 8/32 dialyseslang

wordt ultragefiltreerd.
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6. Apparatuur.
Voor de meting van de radioactiviteit werd gebruik gemaakt van een
Philips vy-teller, type PW 4280/01-4237-4003. Als spectrofotometer ge-

bruikten wij een Zeiss, type PM@ II. De osmolaliteit werd bepaald met
een "Advanced Osmometer Model” type 31 LAS.
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HOOFDSTUK III
ONTWIKKELING VAN DE PROEFOPSTELLING
§1. THEORETISCHE OVERWEGINGEN

In neutraal tot alkalisch oppervlaktewater worden ijzerconcentraties
gemeten, varierend van onderdelen van een micromol tot honderden micro-
molen per liter. De vraag doet zich voor in welke vorm dit ijzer aanwezig
is. Allereerst zullen wij ingaan op de mogelijkheden die anorganische ijzer-
verbindingen opleveren, Gezien het oplosbaarheidsprodukt van Fe(OH)z,
2x 10_15 bij 250C, lijkt het op het eerste gezicht mogelijk dat het opgeloste
ijzer in de vorm van Fe(I)-ionen aanwezig is. Gezien het oplosbaarheids-
produkt van Fe(OH)B, 4x 10_38 bij 250C, lijkt een rol van Fe(lll)-ionen zeer
onwaarschiinlijk. Een zorgvuldige beschouwing is echter op zijn plaats. Door
Cooper is reeds in 1937 een beschrijving uitgewerkt waarbij de redox poten-
tiaal van het ferro-ferrisysteem een rol speelt. Cooper, wiens werk in het

teken stond van de marine biologie, ging uit van de velgende evenwichtsver-

gelijkingen:
1. Fe(OH), - Fe(©H)*™ + 208 = Feot + 300"
2. Feol + ¢ Z Felt
. 3+ 2+
Verder werd door hem afgeleid, dat de redoxpotentiaal van het Fe” - Fe

systeem, gemeten t.o.v. een waterstofelekirode, wordt weergegeven door de

volgende vergelijking:

ED = 1,011 - 0,058 log a Fe' - 0,174 pH.
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Bij grote verdunning mag men volgens Cooper de activiteitscogéfficiént ge-
lijkstelien aan 1. Op grond van de Eh/pH vergelijking kan men bereke-
nen, dat analytisch aantoonbare Fe(Il)-ionen concentraties eerst bij een Eh
van 0,2 V mogelijk zijn. Voor het oplosbaarheidsprodukt [Fe(OH)2+][OH~ ]2
berekent Cooper de waarde 10_26’8. Voor het oplosbaarheidsprodukt
[F63+} [OH_]3 wordt de waarde 10 °07 6 berekend, Cooper houdt voorts nog
rekening met het bestaan van het ferrite ion, volgens H3Fe O3 s H+ + HzFe 03_.
Hiervoor wordt een oploshaarheidsprodukt van 10_19’ 3 gesteld.

-10,9 3+ . 6,3

Bij een pH = 7 kan volgens Cooper 10 pmol Fe™ ', 10

pmol
Fe(OH)> (Fe) en 107°:°

pmol H2F803_ {Fe} per liter in oplossing zijn.
Inderdaad blijkt dus, dat Fe(lll)-ionen geen rol van betekenis spelen.

De redoxpotentiaal van het oppervlaktewater zal voornamelijk worden
bepaald door de opgeloste 02, volgens de in principe reversibele vergelij-
king: O, + 2H,0 + 4 e g Te): g
Voor de redoxpotentiaal leidt Cooper hieruit de volgende vergelijking af

E" = 1,234 - 0,058 pH + 0,0145 log pO,

waarin de pO2 de partiéle zuurstofspanning in atmosferen voorstelt.

De weergegeven vergelijking is berekend op hasis van een pKw waarde van
14,23, Dit is de pKw waarde bij 1800; de vergelijking is daarom slechts
bij deze temperatuur geldig. Bij een andere temperatuur dient een nieuwe
vergelijking te worden afgeleid. Bij een pH = 7 en bij evenwicht met at-
mosferische lucht, zal de berekende potentiaal hii 0°C en bij 25°C respec-
tievelijk 0,86 en 0,80 V bedragen. De beste waarde voor een in natuurlijk
water gemeten redoxpotentiaal is volgens Hutchingson (1957) 0,52 V. Een
mogelijke verklaring voor deze afwijking van de theoretische waarde is, dat
met een platina elektrode geen reversibele, doch irreversibele zuurstofpo-
tentialen worden gemeten.

In oppervlaktewater worden Eh waarden gemeten van 0,4V - 0,5V, gecor-
rigeerd naar een pH = 7. De in het algemeen geringe afwijking van de
0,52 V waarde kan worden verklaard deor de aanwezigheid van reducerend
anorganisch of organisch materiaal,

Op grond van deze hoge Eh waarden, moet op grond van Cooper's vergelij-
king dus geconcludeerd worden, dat de relatief hoge ijzerconcentraties in

oppervlaktewater, niet kunnen worden verklaard door de aanwezigheid van
Fe(ll})-ionen.
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Meer recent onderzoek over de oplosbaarheid van ferrihydroxide
stamt van Gayer en Woontner (1956) en Feitknecht {1959). Zowel Gayer en
Woontner als Feitknecht vonden in het pH bereik 6-11 een redelijk constante

" en 1.1077 mol/l. Gayer en

ijzerconcentratie van respectievelijk 2,9.10
Woontner postuleerden voor dit pH bereik het volgende evenwicht:
FeQOOB + HZO - Fe(OH)g. De gemiddelde oplosbaarheid van het Fe(OH)3 zZou
zoals vermeld 2, 9.1077 mol/l bedragen. Aanvankelijk werd vermoed, dat het
Fe(OH)3 moleculair-dispers in oplessing was, doch latere experimenten
(Lengweiler et al., 1961} wezen uit dat het ijzer in colloidaal-disperse vorm
aanwezig was.

In hun overzichtsartikel, handelend over de chemie van ijzer in na-
tuurlijk water, geven Stumm en Lee {1960) de volgende vergelijkingen, die

de oplosbaarheid van ferrihydroxide zouden beheersen:

Fe(OH), ¢ S w4 som” K=1 .10
- + - -15
Fe(OH), 4 S Fe(OH), + OH 1,7.10
Fe(OH), ¢ S Fe(OH)XT + 20H 6,8.107%°
Fe(OH), ¢  Fe(OH), colloidaal-dispers 2,9.1077
Fe(OH)g | +OH Z Fe(OH)4_ 1 .107°

Een met amorfe ferrihydroxide verzadigde oplossing, zal hij een pH = 7

107 mol/1 ¥e®, 6.107M mol/t Feomy®*, 2,8.107% mol/t Fe(om),”,

10712 mol/1 Fe(OH)é_ en 3.107" mol/l Fe(OH), colloidaal-dispers kunnen
bevaitien. In het totaal komt dit neer op 3,2.10'7 mol Fe(Illl}/l. In de re-
gel kan de in het opperviaktewater voorkomende hoeveelheid ijzer hiermee
niet verklaard worden. De vraag moet worden gesteld of complexvorming
en polymerigatie van hydroxoferriionen voor deze discrepantie verantwoor-
delifk kunnen worden gesteld.

Met betrekking tot de complexvorming, zijn de veolgende reacties mo-
gelijk van belang:

Fe’* + 50,7

Fe’* + HPO,*”

1,5.10%

4,5.10%°

w
"

+
Fe(SO4)

17

iT

+
Fe(HPO,)

Voor het uitspreken van een oordeel over de vraag in hoeverre de ijzercon-

centraties in natuurlijk oppervlaktewater verklaard kunnen worden met behulp
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van deze vergelijkingen, is het nodig de SO 42_ en de HPO 42" concentraties
te kennen, Op dit vraagstuk zal nog nader worden teruggekomen.

Polymerisatie kan optreden volgens de vergelijking:
2 Fe(OH)Z" = Fez(OH)24+ K = 3.10%

Gezien de geringe conceniratie van het ]E‘e(OH)2+ ion bij pH = 7, kan deze
polymerisatie niet tot een aanmerkelijke verhoging van de ijzerconcentratie
leiden. Het dimeer kan gehydroliseerd worden volgens

+ +

4 - 3+
FeZ(OH)2 + HZO - Fe,(OH}," +H
waarna het zo ontstane driewaardige ion in een polymerisatiereactie kan op~
gaan:

3+ 2+ - 5+
Fez(OH)3 + Fe{OH) - FeS(OH)4 enz,

Dit kan uiteindelijk leiden tot de vorming van onoplosbare ijzerprecipitaten.
De positief geladen ferrihydroxocomplexen komen vooral voor in zwakzure
tot neutrale oplossingen. In natuurlijk water kunnen deze complexen - moge-
lijk gestabiliseerd door organisch materiaal - colloidaal-dispers bestaan. In
hoeverre dit een werkelijke bijdrage levert aan het in oppervlaktewater aan~
wezige ijzer, kan door gemis aan kwantitatieve gegevens nlet worden beoor-
deeld.

Bij de voorgaande beschouwingen moet worden opgemerkt, dat de
waarden der vermelde evenwichtsconstanten in de regel slechts benaderingen
zijn. Ondanks deze onzekerheid lijkt het toch gerechtvaardigd om te conclu-
deren, dat de in natuurlijk oppervlaktewater gemeten ijzerconcentraties niet
kunnen worden verklaard door het bestaan van ijzerverbindingen van anorga-
nische aard.

Reeds lang is bekend, dat hoge ijzerconcentraties vaak voorkomen in
sterk door organisch materiaal gekleurde wateren (Aschan, 1906). Een der
eerste onderzoekingen naar de aard van de waargenomen ijzerstabilisatie
stamt van Ohle (1935). Recent onderzoek werd verricht door o.a. Shapirec
(1964, 1966). Extractie van de 'gele organische zuren" uit verschillende op-
perviaktewateren leidde tot preparaten met een uiteenlopende ijzerbindings-

capaciteit van 6-15 pmol Fe/mg zuur bij pH = 7. Door middel van gelfiltratie
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kon Shapiro (1966) aantonen, dat de verkregen extractiepreparaten steeds uif
dezelfde vier componenten bestonden. De hoogmoleculaire componenten toon-
den het grootste peptisatievermogen. Het verschil in ijzerbindend vermogen
van de extractiepreparaten kon Shapiro nu verklaren uit deze wisselende
samenstelling.

Of aan deze processen in natuurlifk water een belangrijke rol toekomt bij de
realisatie van de gemeten ijzerconcentraties, staat nog niet vast, Daar de or-
ganische aspecten van de ijzerchemie niet van direct belang zijn voor de ont-
wikkeling van onze proefopstelling, volstaan wij met een verwijzing naar de
voor dit aspect relevante literatuur (Hutchingon, 1957; Johmston, 1964;
Duursma et al., 1966).

Samenvattend kan worden gesteld, dat in een waterig milieu waarin de
opgeloste znurstof in evenwicht is met de zuurstof in de atmosferische lucht
en waarin geen reducerende stoffen aanwezig zijn, het ijzer bij pH = 7 slechts
als Fe(Ill} kan bestaan. Een geaereerd systeem dat met ferrihydroxide ver~

7

zadigd is, kan op grond van de gegeven vergelijkingen ongeveer 3,2.10 ' mol

Fe(lll)/1 - voornamelijk in colloidaal-disperse vorm - bevatten,
§ 2. BESCHRIJVING VAN DE PROEFOPSTELLING

Teneinde de iizeropname met behulp van het isotoop nge(III) kwan-
titatief te kumnen bestuderen, diemen we te beschikken over een milieu,
waarin zowel de ijzerconcentratie als de specifieke activiteit van dit ijzer
voor langere duur constant blijft. Het constant zijn van genoemde factoren
stelt ons namelijk in staat uit de opgenomen hoeveelheid actief ijzer direct
de hoeveelheid reéel opgenomen ijzer te deduceren.

De inleiding tot dit hoofdstuk handelde over aspecten van de ijzer-
chemie in waterig milieu. Naar voren is gekomen, dat als de fractie opge-
lost ijzer in evenwicht is met een fractie ferrihydroxide als neerslag, de
concentratie van het oplosbare ijzer ongeveer 3.10_7 mol/1 kan bedragen.
Hierbij is nog niet inbegrepen het ijzer dat eventueel ten gevolge van poly-
merisatie en complexvorming in oplossing is. Zoals naar voren is gebracht,
kunnen over laatstgenoemde ijzerfracties weinig of geen kwantitatieve uit-
gpraken worden gedaan.

Door ons nu van bovengenoemd evenwicht te verzekeren, is een mi-

lieu met een constante ijzerconcentratie te realiseren. De ontwikkelde proef-
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opstelling is dus gebaseerd op het verkrijgen en handhaven van het even-
wicht tussen opgelost ijzer en ijzer aanwezig als ferrihydroxideneerslag. In
principe bestsat de opstelling {(fig, IIL, 1) uit een gesloten circulatiesysteem,
waarbinnen kunstmatig zoetwater coniinu langs een ferrihydroxideneersiag
wordt gepompt. Voor de samenstelling van het kunstmatig zoetwater wordt
verwezen naar hoofdstuk II. Deze opzet brengt met zich mee, dat er voorzie-
ningen moeten worden gelroffen om eventueel losgeraakt ferrihydroxidenesr-

slag uit de circulatie te nemen.

Figuur 111, 1.

Schematische weergave van de kolomopstelling,
V.B. : Visbak inhoud 40 cm x 25 cm x 25 cm.
M.B. : Monsterbak inhoud 30 em x 20 e¢m x 30 c¢m.

B.B. : Bezinkingsbak inhoud 12 cm x 12 em x 33 cm.
K. : Kolem met ferrihydroxideneerslag.
P : Eheim circulatiepomp, magnetisch aandrijfmechanisme geplastificeerd.

G.F. : Glaswolfilter
P.L. : Persluchttoevoer.

Het water wordt vanuit de bak (V.B.} waarin zich de vis gedurende de ex-
perimentele pericde bevindt, via een kolom (K.) dat het ferrthydroxide-
neerslag bevat, gepompt naar een bezinkingsbak (B. B.}. Vanuit deze be-
zinkingshak stroomt het water ten gevelge van het drukverschil in de mon-
sterbak. Vanuit de laaiste bak wordt het water voorts in de vishak terugge-

pompt. Een overloop van de visbak naar de monsterbak zorgt er voor, dat
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de hoeveclheid water in de visbak bij het nemen van watermonsters niet ver-
andert. Glaswolfilters boven in de kolom voorkomen, dat losgeraakt grof fer-
rihydroxide in de circulatie komt. Eventueel ontsnapte deeltjes neerslag wor-
den in de bezinkingsbak weggevangen. De snelheden waarmee het water van
de visbak via de kolom en de bezinkingsbak naar de monsterbak en van de
monsterbak naar de visbak wordt gepompt, bedragen respectievelijk 30 (25-40)
en 100 ml/min. De temperatuur bedraagt 22 (21~23)OC. De visbak wordt
met behuwlp van perslucht geaereerd.

Teneinde de diverse problemen betreffende het werken met de he-
schreven opstelling duidelijk te maken, wvolgt hier een beschrijving van de
voorbereiding van een experiment.

Op de hodem van de kolom brengen we een bepaalde hoeveelheid ferrihy-
droxideneerslag. De hoeveelheid wordt berekend aan de hand van de gewen-
ste hoeveelheid radicactiviteit in het water. Hierbij wordt gebruik gemaakt
ven het feit, dat de specifieke activiteit van het ferrihydroxideneerslag in de
loop van de tijd gelijk wordt aan de specifieke activiteit van het ijzer in het
water, zoals uit het velgende zal blijken.

Bij een te realiseren activiteit AW dpm/5 ml in het water zal in de 40 1
die de opstelling bevat 40 x 200 x Aw dpm aanwezig moeten zijn. Wordt er
nu in het totaal At dpm toegevoegd, dan zal bij evenwicht (At - AW x40 x
200} dpm in het ferrihydroxideneerslag zijn gebonden. Daar de specifieke
activiteiten van het ijzer in het neerslag en van het ijzer in het water - in
geval van evenwicht - aan elkaar gelijk zijn, zal nu gelden:

A x 200 (A, - A x 40 x 200}
W - t w

Fe] X
(A, - A, X 40 x 200)
X =1Fe] x
A x 200
W

waarin [Fe] de concentratie in pmol/l van het ijzer in het water voorstelt
en X het aantzl micromolen ijzer is, dat het ferrihydroxideneerslag dient

te bevatten.

Zoals uit onze proeven bleek, varidren de ijzerconcentraties [Fe] van ex-
periment tot experiment, doch zij blijven gedurende een bepaald experiment
constant. De marge waarbinnen de ijzerconcentraties van experiment tol ex-

periment variéren bleek 0,10 - 0,26 umol/]l te zijn. Voor de berckening van
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X wordt de ijzerconcentratie [Fe] steeds op 0,18 umol/] gesteld.
In concreto: Staat ons bhijvoorbeeld ongeveer 200 pC 59Fecl3 ter beschik-
king, dan wordt allereerst de activiteit nauwkeurig gemeten. Stel deze acti-
viteit bedraagt 4.10° dpm. Willen wij een activiteit van 2350 dpm/5 ml in
het water realiseren, dan zal er een hoeveelheid ferrihydroxide aan de ko-
lom moeten worden toegevoegd van:

8

X = 0,18 x 410

- 2350 x 40 x 200) _ 146 Lo Fe(OM),
2350 x 200

Bij de berekening wordt de hoeveelheid 56Fe(III) in de speurdosis verwaar-
loosd (kleiner dan 0,5%). De berekende hoeveelheid van 146 pmol ferri-
hydroxide wordt verkregen door uit een oplossing, die in 10 ml 146 pmol
Fe013 bevat, het ijzerhydroxide met behuip van 1 molair NaOH(OH ) neer
te slaan. De pH mag niet hoger zijn dan 9 tot 10, omdat bij hogere pH het
ijzer in de vorm van het Fe(OH)4_ ion tamelijk goed oplosbaar is. Het neer-
slag wordt kwantitatief naar de kolom overgebracht. Vervolgens wordt het

kunstmatig zoetwater aan de opstelling toegevoegd.

§3. ENKELE GEGEVENS BETREFFENDE HET FUNCTIONEREN VAN DE
PROEFOPSTELLING

Teneinde inzicht te krijgen in het functioneren van de opstelling zul-
len we de volgende parameters in de tijd vervolgen: de ijzerconcentratie,
de radioactiviteit van het water en de ultrafiltreerbaarheid van het opgeloste
ijzer. De ultrafiltreerbaarheid van het ijzer werd gekozen als een gemakke-
lijk meetbare parameter voor de deeltjesgrootte. De gebruikte technieken
zijn in hoofdstuk II beschreven.

Het verloop der parameters in de tijd zullen we beschouwen aan de hand
van de kolomopstelling waarvan de bereiding eerder werd beschreven
{(Fig. III, 2).

Zoals blijkt wordt ongeveer na 10 dagen een constant radioactiviteits-
niveau gerealiseerd. Dit niveau (3240 dpm/5 ml) is niet gelijk aan het ge-
wenste activiteitsniveau (2450 dpm/5 ml). Op de 10e dag heeft de ijzercon-
centratie een vrijwel constante waarde van 9,24 pmol/l bereikt, Daar de
gestelde specificke activiteit ((2450"x 200) : 0,18 = 27,2 .105 dpm/umol Fe)
praktisch gelijk is aan de gerealiseerde specifieke activiteit ((3240 x 200} :
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Figuur III, 2.

Verloop van de ultrafiltreerbaarheid van het DgFe, van het radioactiviteitsniveau
en van de ijzerconcentratie in het milieu in de djd.
o Ultrafiltreerbaarheid (%).
» Radicactiviteitsnivean (dpm/5 ml).
o IJzerconcentratie {{.mol/1).
0,26 = 26,0.105 dpm/pumel Fe), kan de afwijking van het gewenste radio-
activiteitsniveau geheel worden verklaard door het feit dat de ontstane ijzer-
concentratie hoger is dan bij de berekening werd zangenomen.
Op de 20e dag is een monster van het kolomneerslag genomen. De speci-
fieke activiteit van dit monster bedroeg 26,7 .105 dpm/umel Fe.
Op grond van de gencemde parameterwaarden kan dus worden geconcludeerd,
dat zich in de loop van ruim een week een evenwicht instelt tussen het ijzer
in het water en het ijzer in het ferrihydroxideneerslag. Aan de gestelde
voorwaarde van een constante ijzerconcentratie en een constante specifieke
activiteit is dan voldaan., Ook de ultrafiltreerbaarheid bereikt een constant
niveau (55 + 3%). Hieruit kan geconcludeerd worden, dat een groot gedeelte
colloidaal-dispers in oplossing is. Verder blijkt uit het feit dat de speci-
fieke activiteit in alle fracties gelijk is, dat tussen de verschillende fracties

een goede uitwisseling bestaat, hetgeen voor onze proefopzet een vereiste is.
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§ 4. SLOTOPMERKINGEN

De in onre kolomopstelling gerealiseerde ijzerconcentraties zijn la-
ger dan de volgens Lee en Stumm (1960) mogeliike ijzerconcentraties, Zij
stellen immers, dat bij neutrale pH 0,32 umol/l aan ijzer oploshaar is in
een met ferrihydroxide verzadigde oplossing. De gemiddelde constante ijzer-
concentratie in onze kolomexperimenten bedraagt 0,18 smol/l. Zoals uit 1
blijkt zal het grootste gedeelte van het opgeloste ijzer in onze proefopzet
moeten bestaan uit ferrihydroxide, dat grotendeels ultrafiltreerbaar is.

Een ander part kan bestaan uit Fe(lll)-fosfaat complexen volgens:

+ -
re’* + HPO® % Fepo,)” K =4,5.10

10
Daar het kunstmatig zoetwater bereid is op basis van 1, 2. 10_3 mol/1 H2P04~,
zal zich het volgende evenwicht instellen:

+ + 3-

— -~ - + 2- -
HgPO4 - H +H2P04 - 2H +HPO4 - 3H JrPO4

- - - -12
(©,2.1067%) (0,74,107%) (0,46.107% ©,2.1071%)

Nemen we voor het oplosbaarheidsprodukt van ferrihydroxide de waarde
1. 10_36, dan kan een Fe(lll)-fosfaat concentratie worden berekend van
0,21.10_l pmol/1. De waarde 1.10_36 geldt evenwel slechts voor een vers
ferrihydroxidepreparaat. Voor een minder vers neerslag zal het oplosbaar-
heidsprodukt in de buurt van de 1.10—38 liggen, waardoor de Fe(lll)-fosfaat
bijdrage tot 0,21.10_3 pmol/l wordt gereduceerd. Het zal duidelitk zijn,
dat aan het ijzer-fosfaatcomplex geen rol van betekenis kan worden toege-
kend.

Dit blijkt ook uit de resultaten van een herhalingsexperiment, waar - na het
bereiken van de evenwichtsfase - zowel in het kunstmatig zoetwater als in
het ulfrafiltraat van dit water de ijzer-fosfaat verhouding werd bepaald. De
resultaten zijn in tabel III,1 weergegeven.

De reductie van de ijzer-fosfaatverhouding in het ultrafiltraat kan geheel

worden verklaard door de afgenomen ijzerconcentratie in het ulfrafiltraat.
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Tabel IiI, 1.

De ijeerconcentratie, de fosfaatconcentratie, de ijzer/fosfaatverhouding en de specifieke
activiteit van het ijzer gemeten in de oorspronkelijke oplessing en in het ultrafiltraat
van deze oplossing na het bHereiken van de evenwichtssimade.

[Felpmol/l [P]pmo?/1 [Fe}s 7] spec. activiteit Fe(dpm/ |l mol}
3 iy
zoetwater 0,25 1,1.10 2,3.10 25,3.10S
3 -4
ultrafiliraat 0,14 0,9.10° 1,6.10 24,7.10°
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HOOFDSTUK IV

OPNAME EN UTILISATIE DOOR DE ZEELT VAN HET
IN HET WATER OPGELOSTE IJZER

INLEIDING

Voor de bestudering van de opname en de utilisatie van het opgeloste
ijzer door de zeelt, is gebruik gemaakt van de in hoofdstuk III beschreven
proefopstelling, Zoals in dit hoofdstuk wordt uiteengezet, zijn de ijzerconcen-
tratie en de specifieke activiteit van het in het experimentele milieu opge-
loste ijzer in ieder experiment constante factoren. De ijzerconcentratie is
niet zodanig te beinvloeden, dat ze als een experimentele variabele kan wor-~
den ingevoerd. Op dit punt werd in hoofdstuk III eveneens uitvoerig inge-
gaan. Slechts de tijd gedurende welke de zeelt in de opstelling verblijft, kan
worden gevarieerd. We hebben de volgende expositietijden gekozen: 1, 3, 6
en 10 dagen. De experimenten met een meerdaagse expositieduur zijn uitge-
voerd over een periode van twee jaar {1971 en 1972). De experimenten met
een ééndaagse expositieduur zijn uitgevoerd in 1972.

Tabel IV,1 geeft de verdeling van de experimenten over de verschillende
maanden weer.

Corspronkelijk was het de bedoeling de experimenten zo op te zetten,
dat ook een mogelijke seizoensafhankelijke ijzeropname kon worden bestu-
deerd. De lange duur en de grote bewerkelijkheid van de experimenten maak-
ten deze opzet evenwel praktisch onuitvoerbaar.

Zoals uit tabel TV,1 blijkt, zijn de - in verblijfsduur verschillende - experi-
menten gelijkmatig over de maanden mei t/m oktober verdeeld. Slechts de

ééndaagse experimenten maken hierop een uitzondering. Als er een seizoens-
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Tabel IV,1i.

De verdeling van de naar de duur van het experiment geklassifi-
ceerde experimenten over de verschillende maanden van het jaar.

Dag({en) 1 3 [ 10
Sexe -] ? 3 o d 2 g Bl
Maand:

mei 1 1 1 1
juni 1 2 2 2

juli 2 1 1 1 1
augustus 1 1 1 1
september 2 1 1 1 1 1 1
oktober 1 1 1 1 2

invlced op de ijzeropname bestaat, zal deze proefopzet leiden tot een toena-
me van de variantie binnen de drie groepen met meerdaagse expositieduur.
De invloed op de variantie tussen deze drie groepen zal van minder belang
zijn. Daar er geen verschillen in de resultaten tussen vergelijkbare - in
1970 en 1971 uitgevoerde - experimenten kunnen worden aangetoond, worden
ze in het vervelg onder één ncemer geplaatst.

De zeelten die voor deze experimenten werden gebruikt, verbleven
vooraf niet langer dan 3 weken in het laboratorium. Voordat de op het oog
gezonde vissen in het kunstmatig zoetwater van de kolomopstelling werden
overgebracht, maakten ze een acclimatieperiode van 10 dagen in het kunst-
matig zoetwatermilieu door. Dit gebeurde om de eventueel - onder invloed
van de milieuverandering - opgetreden wijziging van de drinkratio van de
vis, voor de aanvang van het experiment te stabiliseren. Voor de inviced
van veranderingen van de osmolaliteit op de drinkratio wordi verwezen naar
hoofdstuk VI. De experimenten werden zo gepland, dat na beeindiging van de
acclimatieperiode het radiosctiviteitspeil en de ijzerconcentratie van het
proefmilieu constant waren geworden, zodat overbrenging van de vissen van-
uit het acclimatiemilieu naar het proefmilien onmiddellijk kon plaatsvinden.
De chemische samenstelling van het acclimatiemilieu was identiek aan die
van het water in de proefopstelling. De temperatuur en de osmolaliteit be-
droegen respectievelijk 23°C en 25 mosmol /kg.

Gedurende de experimentele periode werden het radioactiviteitspeil,
de ultrafiltreerbaarheid van het ijzer en de pH van het water gevolgd. In

de regel werd de ijzerconcentratie in het milieu na beeindiging van de proef-
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periode bepaald. In enkele experimenten gebeurde dit eveneens aan het be-
gin van de proef.

Na beeindiging van de proef werden de diverse organen en weefsels
van de vis bloedvrij gespoeld en vervolgens op radicactiviteit en iizergehalte
onderzocht. Aan de laatstgenoemde metingen ging een bepaling van het nat en
droog gewicht vooraf. Van het genomen bloedmonster werden in de regel 1 ml
totaal bloed en 1 ml gewassen erythrocyten op radiocactiviteit en ijzergehalte
onderzocht., Ock het ijzergehalte van het plasma, de totale bindingscapaci-
teit van het plasma en de radiocactiviteit van het plasmaijzer zijn steeds ge-
meten. Van de nier, de kopnier en de gewassen erythrocyten is steeds een
bekend gedeelte apart gehouden voor de meting van de radioactiviteit en het
heminegehalte in de heminefractie. Op grond van deze metingen kon de spe-
cifieke activiteit van het hemineijzer worden berekend.

Het is praktisch niet uitvoerbaar om het totale spierweefsel, het totale ske-
letweefsel en de totale hoeveelheid bloed aan een iizerbepaling te onderwer-
pen, In genocemde gevallen moest dus worden volstaan met het nemen van
een monster. Voor de omrekening naar de totale hoeveetheid ijzer respec-
tievelijk radicactiviteit welke in genocemde weefsels aanwezig is, wordt ver-
wezen naar hoofdstuk II. Voor een gedetailleerde beschrijving van de in dit

hoofdstuk gebruikte meettechnieken zij eveneens naar hoofdstuk I verwezen.

We zullen dit hoofdstuk indeien in drie paragrafen, waarvan de eerste
paragraaf zal handelen over de ijzeropname van de vis uit het milieu; de
tweede paragraaf geeft een globale beschrijving van het ijzermetabolisme op
orgaanniveau. In de laatste paragraaf zullen we proberen het ijzermetabolis-
me op orgaanniveau kwantitatief te benaderen. We zuilen hierbij ingaan op

twee verschillende rekenmethoden en hun mogelijke toepassing.
§ 1. DE LJZEROPNAME VANUIT HET WATER IN DE GEHELE VIS

De ijzeropname kan worden berekend op basis van de totale hoeveel-
heid radioactiviteit die in de vis wordt aangetroffen. Dit is mogelijk, omdat
in principe in het milien waaruit de ljzeropname plaatsvindt, aan de twee
volgende voorwaarden is voldaan:

1. constantheid van de specifieke activiteit van het opgeloste ijzer geduren-
de de proefperiode,
2. gelijkheid van de specifieke activiteit van het ijzer in de diverse ijzer-

verbindingen.
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Bedraagt nu de opgenomen hoeveelheid radicactiviteit A dpm en is de spe-
cifieke activiteit van het opgeloste ijzer B dpm/umol Fe, dan wordt een
ijzercpname berekend van % 103 nmol Fe. De onderstaande fignur laat zien
hoe de aldus berekende ijzeropname in de tijd toeneemt (fig. IV, 1).
Volledigheidshalve wordt hier vermeld welke organen, weefsels en an~
dere fracties aan de totale hoeveelheid radicactiviteit hun bijdrage leverden:
bloed, kieuw, nier, milt, lever, gal, gonaden, darm, darminhoud, spier en
skelet, Er werd aangencmen, dat 5% van de totale hoeveelheid radicactivi-

teit in de niet gemeten restfracties asnwezig is.

nmolfioog vis
12 4

104

dagen

Figuur IV, 1.

De op grond van de gemeten radicactiviteitsopname berekende ijzerabsorptie door
de zeelten in nmol/100 g vis als functie van de tijd. Weergegeven is de ge-
middelde waarde + s.d.

De gemiddelde ijzeropname per 24 uur per 100 g lichaamsgewicht be-
draagt voor de vrouwelijke zeelten (n=18) 1,18 nmol en voor de mannelijke
zeelten (n=18) 1,05 nmol. Dit is geen significant verschil op basis van

Student's t-test.
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Het zal duidelijk zijn, dat deze methode ons slechts in staat stelt de
netto ijzeropname te berekenen, aangezien het verlies van ijzer aan het mi-
lieu binnen deze opstelling niet kan worden gemeten. Toch zullen we infor-
matie moeten hebben over de ijzeruitscheiding en met name over de invlced
van dit uitgescheiden ijzer op de specifieke activiteit van het in het milieu
opgeloste ijzer. Immers op basis van het constant blijven van de specificke
activiteit wordt de netto opname berekend. Bij de berekening van de nette
ijzeropname is aangenomen, dat de ijzeruitscheiding een te verwaarlozen in-
vlced heeft op de specificke activiteit van het opgeloste ijzer. Evidentie dat
deze aanname juist is, volgt enerzijds uit metingen van de specifieke activi~
teit aan het begin en na afloop van de proef. In de 5 zo uitgevoerde experi-
menten - waarvan 3 tiendaagse en 2 zesdaagse - konden binnen de nauwkeu-
righeid van de meettechnieken geen systematische verschillen in de speci-
fieke activiteit worden aangetoond. Anderzijds zal aan de resultaten van dit
hoofdstuk in combinatie met die van hoofdstuk VI verdere evidentie voor de

juistheid van de aanname worden ontleend.

§ 2. GLOBALE WEERGAVE VAN DE VERKREGEN RESULTATEN OVER
HET IJZERMETABOLISME OP ORGAANNIVEAU

Zoals In &1 van dit hoofdstuk is beschreven, meten wij na het
destrueren van de diverse organen zowel het ijzergehalte als de radioactivi-
teit van de organen. We kunnen dus de specifieke activiteit van het orgaan-
ijzer berekenen.

De specifieke activiteiten van de overeenkomstige organen van ver-
schillende proefdieren zijn, binnen een serie experimenten met gelijke expo-
sitieduur, niet direct vergelijkbaar. Dit kemt, doordat de specifieke activiteit
van het in het water opgeloste ijzer van experiment tot experiment verschilt.
Vergelijkbare resuitaten worden verkregen als voor ieder individueel expe-
riment alle specifieke activiteiten worden unitgedruki als percentage van de
specifieke activiteit van het in het water opgeloste ijzer, dus als relatieve
specifieke activiteiten. Voor de relatieve specificke activiteiten van het
plasmaijzer en van het orgaanijzer worden zo evenwel zeer uiteenlopende
waarden verkregen. Deze zijn niet collectief op een lineaire schazl grafisch
weer te geven.

Een modificatie van de beschreven procedure is de specifieke activi-

teit van het orgaanijzer uit te drukken in een percentage van de specifieke
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activiteit van het plasmaijzer, De specificke activiteit van het plasmaijzer
wordt weergegeven als een percentage van de specifieke activiteit van het
opgeloste ijzer. De genoemde schaalproblemen doen zich hierbij niet meer
voor. De op deze manier verkregen numerieke waarden voor de relatieve
specifieke activiteit van het plasmaijzer respectievelijk van het orgaanijzer

zijn als functie van de expositieduur in de figuren IV,2 en IV, 3 grafisch

weergegeven.
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Figuur IV, 2.

Het verloop van de relatieve specifieke activiteit van het plasmaijzer als functie
van de tijd. De specifieke activiteit van ket ijzer in het milieu is op 100% ge-
steld.

43



Figuur IV,3 Figuur IV,4
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Figuur IV, 3,

Het verloop van de relatieve specifieke activiteit van het orgaanijzer en van het ijzer in de hemine-
fractie van enkele organen als functie van de tijd. De specificke activiteit van het plasmaijzer is
op 100% gesteld.

s bemineijzer kopnier; o hemineijzer nier; a totaal ijzer kopnier; ® totaal ijzer nier; ¢ hemine-
ijzer erythrocyten; o totaal ijzer lever; o totaal Ijzer milt; x totazl ijzer darm; e toraal ijzer kieuw.

Figuur IV, 4.

Het verloop van de relatieve specifieke activiteit van het ijzer in de erythropoietische organen, in de
perifera erythrocyten en in het plasma en van het ijzer in de heminefractie van erythropoietische or-
ganen. De specifieke activiteit van het ijzer in het milieu is op 100% gesteld.

o ijzer plasma; a totazl ijzer kopnier; w totaal ijzer nier; ¢ totaal ijzer erythrocyten; » hemine-
ijzer kopnier; o hemineijzer nier.
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Tenzij anders vermeld, zal in het vervolg onder de relatieve speci-
fieke activiteit van het orgaanijzer steeds de specifieke activiteit van het or-
gaanijzer als percentage van het plasmaijzer worden verstaan. De relatieve
specifieke activiteit van het plasmaijzer is zonder uitzondering bedoeld als
percentage van de specifieke activiteit van het opgeloste ijzer in het milieu.

De relatieve specifieke activiteit van het plasmaijzer bliikt na 3 da-
gen lineair met de tijd toe te memen. Opvaliend is, dat de relatieve speci-
fieke activiteit van het ijzer in de darmwand na 3 dagen slechtis 10% be-~
draagt, wat dus neerkomt op ongeveer 1/10 van de relatieve activiteit van
het ijzer in het plasma. Als we aannemen, dat de darmwand voor de ijzer-
opname vanuit het water verantwoordelijk is, dan moeten we concluderen
dat het door de darmwand uit het water opgenomen ijzer niet of niet volle-
dig - alvorens aan het plasma te worden doorgegeven - met het in de darm-
wand aanwezige depot ijzer wordt vermengd, Er moet met andere woorden
op zijn minst het bestaan van twee ijzerpools in de darm worden aangeno-
men die zich wat het kinetisch gedrag van het ijzer betreft duidelifk van
elkaar onderscheiden. De in §3 van dit hoofdstuk beschreven lineaire ijzer-
opname met de tijd is zeer goed met het gencemde mechanisme in overeen-
stemming te brengen. Het is evenwel de vraag of de darm de enige plaats
is waar het ijzer uit het water wordt opgenomen. Zo zouden bijvoorbeeld de
kisuwen mogelijk een rol in de ijzerresorptie kunnen spelen. In hoofdstuk VI
zal op de rol van de kieuw in de ijzerstofwisseling nader worden ingegaan.

“oals reeds is vermeld, is in fig. IV,3 het verloop van de relatieve
specifieke activiteit van het ijzer in de diverse organen tegen de tijd uitge-
zet. In de regel blijkt de relatieve specifieke activiteit van het ijzer in de
verschillende organen veel lager te zijn dan de op 100% gestelde specifieke
activiteit van het plasmaijzer. Het transport van radioactief ijzer vanuit het
plasma naar de organen blijkt dus na 10 dagen het transport van radicactief
ijzer van de organen naar het plasma nog duidelijk te overtreffen. Op grond
van de in § 3 berekende ijzeropname moet dit ook worden verwacht. Bij een
totale ijzervoorraad van 42 pmol Fe/100 g vis en bij een dagelijkse ijzer-
oprame vanuit het water van 1,18 nmol Fe/100 g vis zou, onder aanname
van een te verwaarlozen ijzerverlies, minimaal eerst na 42/1, 18 10_3 =
36, 103 dagen de totale ijzervoorraad vervangen kunnen zijn.

In fig. IV,5 zijn de numerieke waarden van de relatieve specifieke
activiteit van ijzer in de gal in grafiek gebracht. De specifieke activiteit

van het milienijzer is hierop 100 procent gesteld in afwijking van de ge-
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Figuur IV, 5.

De relatieve specifieke activiteit van het ijzer in het plasma en van het ijzer
in de gal als functie van de tjd. Specifieke activiteit van het milieuijzer is
100%.

o ijzer in het plasma; o ijzer in de gal,

bruikte procedure heschreven in het begin van deze paragraaf. Opvallend is,
dat in het algemeen zeer hoge waarden voor de relatieve specifieke activi-
teit van het ijzer in de gal worden gevonden. Op enkele uitzonderingen na
geldt, dat de specifieke activiteit van het ijzer in de gal groter is dan de
specifieke activiteit van het plasmaijzer. Voorts geldt voor alle experimen-
ten, dat de specificke activiteit van het plasmaijzer hoger is dan de speci-

fieke activiteit van het ijzer in de lever. Er is slechts één aannemelijke
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hypothese te formuleren om dif verschijnsel te verklaren, Het in de darm-
wand cpgenomen milieuijzer wordt zonder noemenswaardige verlaging van de
specifieke activiteit doorgegeven aan het plasma. Dit ijzer met zijn hoge
specifieke activiteit wordt via het "poortadersysteem' naar de lever getrans-
porteerd, waar het langs verschiliende metahole wegen kan worden verwerkt.
Eén van deze wegen is het galvormend systeem dat het ijzer zonder noe-

menswaardige verdunning via een ijzerpool secreteert.

§ 3. KWANTITATIEVE BENADERING VAN HET [JZERMETABOLISME OP
ORGAANNIVEAU

In het volgende zal worden onderzocht in hoeverre de verkregen re-
sultaten ook kwantitatieve uitspraken over het ijzermetabolisme mogelijk ma-
ken. In het bijzonder zal worden nagegaan of de toepassing van de begrip-
pen utilisatie en vernieuwingssunelheid leidt tot betrouwbare kwantitatieve in-

terpretaties van de experimentele gegevens.

a. Utilisatie

Het begrip utilisatie is op zichzelf weinig zeggend. Daarom zullen
we in dit verband utilisatie definiéren als: de hoeveelheid ijzer die een or-
gaan per tijdseenheid uit het plasma opneemt. De grootheid utilisatie =zal
worden uitgedrukt in pmol/dag. Onder condities van een "steady state” zal de
ijzeropname uiteraard gelijk zijn aan de ijzerafgifte. We nemen aan, dat het
door een orgaan opgenomen ijzer geheel afkomstig is uit het in het plasma
aanwezig transferrine-ijzer. Het door een orgaan afgegeven ijzer zal ener-
zijds bhestaan uit ijzer dat - hetzij extravasculair, hetzij intravasculair -
direct aan transferrine wordt gebonden, anderzijds uit ijzer dat verwerkt is
in de verschillende orgaanmetabolieten. Onder orgaanmetabolieten kunnen bij-
voorbeeld worden verstaan het hemoglobineijzer, het ijzer in de galvleoei-
stof en dergelijke. De utilisatie kan worden berekend op basis van het ver-
loop van de relatieve specifieke activiteit van het plasmaijzer en van het
iizer in het betreffende orgaan, gedurende een bepaalde tijdspanne.

We zullen een formule voor de utilisatie afleiden en tevens enkele implica-
ties van de formuie hespreken.

Stel de hoeveelheid radioactiviteit in een orgaan is g, dit is een

tijdsafhankelijke, Stel de specificke activiteit van het plasmaijzer is p, ook
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deze grootheid is afhankelijk van de tijd. Voorts stelt u de hoeveelheid ijzer
voor welke door een crgaan uit het plasma is opgenomen. Ook u is van de
tijd afhankelijk.

Voor het verband tussen p{t), q(t} en u(t) geldt nu:

d_qit;) = p(t) _-._du(t) of

a) = [ S daty

Met deze formule kan uit het gemeten verloop van de specifieke activiteit
en de gemeten toename van de radioactiviteit in een orgaan de utilisatie
worden berekend. Voor de ijzeropname door het orgaan tussen de tijdstip-
pen t, en tl geldt nu:

t 4

t
am| * = [ 2l daw
1:1 tl

zodat voor de utilisatie kan worden geschreven:

1
a9V

Er werd reeds op gewezen, zie vorige paragraaf, dat in onze proef-
opzet het werken met relatieve specifieke activiteiten nuttig is. Vandaar dat
wij genoemde formule hebben omgevormd door in plaats van g(t) gebruik te
maken van oft), het verloop van de specifieke activiteit van het ijzer in het
orgaan. In de praktijk betekent dit de relatieve specificke activiteit, dit
maakt evenwel theoretisch geen verschil. Indien Fe org. het gemiddelde

ijzergehalte in het orgaan aangeeft, geldt:

1
Fe org. dat)

doft) =
waaruit voor de ijzeropname tussen de tijdstippen 1:2 en ’c1 volgt
t t
ay)] ? = Fe org. [ 2 I ot
; . PO
1 1
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Voor de utilisatie geldt nu:

t
2
W |, ty
V=== - = Ff T ;3% do(h
271 271t

1

Uit het verloop van de specifieke activiteit van het plasmaijzer en
het orgaanijzer kan de utilisatie dus grafisch worden berekend.
De zo berekende utilisatie zal slechts dan betrouwbare informatie over de
ijzeropname per dag leveren als mag worden aangenomen, dat gedurende de
tijdspanne waarvoor de utilisatie is berekend, geen radiocactiviteit door het or-
gaan is afgegeven. Op experimentele gronden kan vaak worden gesteld, dat
pit)y = klt + k2’ een lireaire afhankelijkheid van de tijd. De utilisatie is be-
rekend in het traject waar p{t) lineair met de tijd verandert (6e ~ 10e dag)
en over een traject waar nog geen lineairiteif bestaat (le - 3e dag).

Men kan zich afvragen hoe de specifieke activiteit van het ijzer in de
organen als functie van de {ijd behoort te wverlopen bij genoemd lineair ver-
band tussen p{t) en de tijd.

1

dO(t) = m— p(t} du(t)

t t

2

th doft) = ﬁ““la}"g‘. If 2 bty w'ihy dt
1 B

Als de utilisatie (U) constant is, dus onafhankelijk van de tijd, dan geldt:

uft) = Ut - u'(t) = U

| 2 dot) = —2 2 o) at dit gaat over in
¢ Fe org. J * &
t

1 1

ot U t U 2
- e - 1

Ji doft) = Fg org. Jt (kyt+ky)dt = &7 org. (2k1t Tkt +0)

1 1

De specifieke activiteit moet dus een {weede graads functie van de tijd zijn.

Als nu experimenteel een lineaire oft) functie wordt gevonden, dan kan dit
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verklaard worden door aan te nemen, dat er in de pericde waarover de uti-
lisatie werd berekend, radioactief ijzer uit het orgaan verloren is gegaan,
De rekenmethode geeft dan aanleiding tot onderschatting van de werkelijk op-

genomen hoeveelheid ijzer per tijdseenheid, de gevonden utilisatie is te laag.

b. Vernieuwingssnelheid

We zullen hier het begrip vernieuwingssnelheid bespreken zoals dit
door Zilversmit et al. werd gedefinicerd (1943). De vernicuwingssnelheid is
de hoeveelheid van een stof die per tijdseenheid wordt vernieuwd. In dit ver~
band is ook het begrip vernieuwingstijd van belang. De vernieuwingstijd de-
finieert dezelfde auteur als de tijd nodig voor de vernieuwing van de totale
hoeveelheid stof welke aanwezig is,

Terloops zij hier opgemerkt, dat dit niet de enig mogelijke definitie van de
vernieuwingssnelheid is. Kleiber (1955), die de pool aan de basis van een
theorie over vernieuwingssnelheden stelt, komt tot een andere definitie. Wel
stemmen genoemde auteurs overeen wat de definitie van het bhegrip ver-
nieuwingstijd betreft. Voor een uitgebreide bespreking over de theoretische
aspecten die het begrip vernieuwingssnelheid opwerpt, wordt verwezen naar
de publicatie van Leiinse (1964),

Zilversmit et al, gaven een eenvoudige rekenmethode om de ver-
nieuwingssnelheid respectievelijk de vernieuwingstiid van een bepaalde stof
in tracer experimenten te kunnen bepalen. Deze methode is gebaseerd op
het verloop van de specifieke activiteit van de directe voerloper van de te
onderzoeken verbinding en op het verloop van de specificke activiteit van de
te onderzoeken verbinding zelf,

Het zal duidelijk zijn, dat reeds hier, tegen de toepassing van de re-
kenmethode volgens Zilversmit voor het berekenen van vernieuwingssnelhe-
den van het ijzer op orgaanniveau, ernstige bezwaren zijn aan te voeren. De
experimentele gegevens stellen ons immers slechts in staat een parallel tfe
trekken tussen respectievelijk de directe voorloper en het plasmaijzer ener-
zijds en tussen de te onderzoeken stof en het totale orgaanijzer anderziids.
{In het meest gunstige geval kunnen we nog tussen het totale orgaanijzer en
het ijzer in de heminefractie van het orgaan differenti€ren.)

Wil men voorts de rekenwijze mogen toepassen, dan moet aan de vol-

gende drie voorwaarden zijn voldaan:
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1. "Steady state™ de totale hoeveelheid van de verbinding, aanwezig op de
plaats in het lichaam waarvoor men de vernieuwingssnelheid van die
stol wil berekenen, moet constant zijn in het tijdsverloop waarover de
berekening gemaakt wordt.

2. M"Constant rate of appearance and disappearance': de snelheden van syn-
these en afbraak moeten gedurende de tijé constant ziin.

3. "Random appearance and disappearance': er wordt tijdens de vernieuwing
geen onderscheid gemaakt tussen reeds enige tijd sanwezige moleculen en
pas gevormde moleculen.

Wat de geldigheid van de twee eerste voorwaarden betreft dienen we te be-

denken, dat de gebruikie zeelten weliswaar volwassen doch niet volgroeid

zijn. Onder natuurlijke omstandigheden zullen de anahole processen de ka-
tabole processen overheersen. Tijdens de experimentele periode worden de
vissen niet gevoed, hetgeen van negatieve invlced zal zijn op de anabole pro-
cessen. Wat de derde voorwaarde betreft, wijst het onderzoek van Van Kreel

(1972) naar de metabole aspecten van het ferritine erop, dat de anciénniteit

van het ferritine molecuul wel degelijk van iﬁvloed is. "Random appearance

and disappearance' kan dus niet zonder meer worden verondersteld, zodat
men de rekenmethode in dit geval slechts zou kunnen toepassen op de ‘'klasse

der evencude moleculen.

Het aantal premissen, dai bij de toepassing van het utilisatiebegrip
dient te worden aangencmen, is beduidend geringer dan bij de toepassing van
het begrip vernieuwingssnelheid, We zullen daarom het ijzermetabolisme op
orgaanniveau slechts met behulp van het begrip utilisatie proberen te kwanti-
ficeren.

Alvorens nader in fe gaan op de utilisatie van het ijzer door de ver-
schillende organen, zal eerst nog de verdeling van het ijzer over de orga-
nen van de zeelt - zoals deze in de hier beschreven experimenten werd ge-
vonden - worden weergegeven (tabel IV,2). Deze gegevens zijn immers nood-
zakelijk voor de berekening van de genoemde grootheid,

Tabel TV, 3 geeft de herekende utilisatiewaarden weer. De bereke-
ningen zijn uitgevoerd voor twee perioden; le tot en met de 3¢ dag en Ge
tot en met de 10e dag.

Voor de interpretatie van de verkregen waarden zullen we de diverse orga-
nen apart bespreken. Daar de berekende utilisatiewaarden voor de twee pe-
rioden niet essentieel verschillen, refereren we in het vervolg aan de over
de Ge tot en met de 10e dag berekende wasarden.
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Tabel IV, 2.

Verdeling van het ijzer over de diverse organen en weefsels van de zeelt.
Het betreft hier gemiddelde waarden verkregen bij 36 proefdieren.

gewicht ijzer-hoeveelheid ijzer~concentratie
(=) {Lmol) fumol/g nat)

totale vis 290 120 0,42
bloed 11,4 * 38,8 3,5 **
plasma 7,8 ¥ ©,07 0,015
nier 1,1 5,5 5,1
nierhemine 1,0
kopnier 0,4 3,3 5,75
kopnierhemine 0,7
milt 0,4 17,5 46,0
lever 3,2 35,3 11,2
darm 4,1 1,1 0,3
spier 135 8,8 0,07
skelet 120 2,4 0,02
rest 18 9,0 0,5

* Dieze waarden zjn niet per gram maar per ml uitgedrukt.
** Niet op grambasis, maar op ml-basis berekend, uitgaande van een ge-
middeld hematocriet van 0,32 + 0,03 (1/1).

Tabel TV, 3,

De voor twee verschillende tijdsintervallen berekende uti-

lisatie in [mol/dag. Voor de erythropoietische organen is

de utilisatie niet slechts berekend voor het totale orgaan
maar tevens voor de heminefractie afzonderlijk.

Utilisatie
{wmol Fe/dag)

periode in dagen 1t/m3 6 t/m 10
rier (Hemine Fe) 0,07 0,06
koprier {Hemine Fe) 0,06 0,05
nier (totaal Fe) 0,09 0,07
kopnier (totaal Fe) Q,07 0,06
lever (totaal Fe) 0,19 0,17
milt (totaal Fe) 6,02 0,02
spier (totaal Fe} 0,04 C,04

skelet (totaal Fe} 0,03 0,03



Nier en kopnier

De nier heeft bij de zeelt niet slechts een uitscheidingsfunctie, ze
staat tevens in dienst van de hemopoiese. Topf (1953) en Haider (1968) kon-
den aantonen, dat de nier en de kopnier de belangrijkste, zo niet de enige
erythropoietische organen van de zeelt vormen. Hevesy et al. (1%64) be-
paalden de levensduur van de erythrocyten van de zeelt op ongeveer 150 da-
gen. Ze konden het bestaan van een z2anzienlijk langer levende ervthrocyten-
fractie niet volledig uitsluiten.

De gemiddelde hoeveelheid ijzer in het bloed van de zeelten-populatie in de
hier beschreven ijzeropname experimenten bedroeg 39 pmol. Gaan we uit
van een levensduur van 150 dagen, dan zal er per dag 0,26 umol Fe als
hemoglobineijzer aan de circulatie moeten worden toegevoegd respectievelijk
moeten worden onttrokken. De relatieve specifieke activiteit van het hemine-
ijzer in de nier en in de kopnier vertonen een nagenoeg gelijke stijging in
de loop van de tijd {fig. IV,4). De erythropoietische activiteit van de nier
zal dus niet essentieel van de erythropoietische activiteit van de kopnier ver-
schillen.

Op grond van het aanwezige hemineijzer in de nier en in de kopnier bereke-
nen wij voor de nier een Hh{Fe) productie van (¢,16 pmol per dag en voor
de kopnier een Hb(Fe)} productie van 0,10 pmol per dag.

De uit empirische gegevens berekende ijzerutilisatie voor het hemine-
compartiment van de nier en de kopnier bedragen respectievelijk 0,06 en
0,05 pmol Fe per dag. De berekening is uitgevoerd op basis van een in
deze proefserie gevonden gemiddeld Fe({He) gehalte van 1,0 + 0,4 pmol voor
de nier en 0,7 + 0,3 umol voor de kopnier. De berekening van de utilisa-
tie is geschied op grond van de eerder genoemde grafische methode, omdat
er geen lineair verband bestond tussen de relatieve specifieke activiteit van
het ijzer in de heminefractie en de tijd. De rekenprocedure moet echter aan-
leiding geven tot een aanzienlijke onderschatting van de werkelijke utilisatie-
waarden, daar er gedurende het tijdsverloop waarover de utilisatie wordt be-
rekend een aanzienlijke hoeveelheid radiocactiviteit aan de nieuw gevormde
erythrocyten wordt afgestaan. Dit radicactiviteitsverlies is niet aan de hand
van de stijging van de relatieve specifieke activiteit van het Fe(He) in de
perifere erythrocyten te corrigeren,

Wel is het mogelijk voor het nier- en kopnier-heminecompartiment

tesamen een correctie voor de ijzerleverantie naar het perifere erythrocyten-
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compartiment in te voeren. We kunnen afleiden, dat voor de hoeveelheid
ijzer die per tijdseenheid van het plasmacompartiment naar het heminecom-

partiment van nier en kopnier wordt vervoerd, geldt:

('9‘

u(t)

t
} 2 Q2 Y e T2 20
U ft Lt + Fey | | T Fep [ Egar
1 1 1

FeN, FekN en FeE stellen het ijzergehalte van het heminecompartiment van
nier, kopnier en perifere erythrocyten voor. De functies x(t), y(t) en z{t) ge-
ven het verloop van de relatieve specifieke activiteit van het hemineijzer in
nier, kopnier en erythrocyten weer. De formule is gebaseerd op de aanna-
me, dat er gedurende een experiment geen radioactief ijzer uit het erythro-
cyten-compartiment verloren gaat. Daar de levensduur van de erythrocyten
in vergelijking tot de duur van een experiment zeer lang is, mag worden
aangenomen dat de aanname juist is,

Berekenen we over een periode van 4 dagen (6e - 10e dag) de ijzeropname,
dan wordt een hoeveelheid gevonden van 1,18 umol. Dit komt neer op een
utilisatie van 0,30 umol/dag. Het heminecompartiment van nier en kopnier
tesamen neemt met andere woorden 0,30 umol per dag aan ijzer uit het
plasma op, zodat aan de ijzerbehoefte voor de erythroeytenproductie vol-
daan wordt (0,28 umol/dag).

De ijzerutilisaties van de totale nier en de totale kopnier bedragen
achtereenvolgens 0,07 en 0,06 pmol/dag. De waarden moeten uiteraard on-
derschat zijn. Na correctie voor het verlies van radicactiviteit aan de nieuw
gevormde erythrocyten wordt een utilisatie voor nier en kopnier tesamen be~
rekend van 0,39 umol Fe/dag. Verdere correcties zijn door gemis aan ex-
perimentele gegevens niet mogelijk, zodat hier slechts over een benadering

van de werkelijke utilisatie mag worden gesproken.

N.B. We kunnen de curven van de relatieve specifieke activiteit van het
plasmaijzer en van de relatieve specifieke activiteit van respectievelijk het
hemineijzer in nier en kopnier globaal nmaar het tijdstip 0 extrapoleren.

De over de eerste 5 uur herekende utilisatie bedraagt dan voor de nier-
heminefractie 0,2 en voor de kopnier-heminefractie 0,15 pmol/dag. Deze
waarden zijn uiteraard slechts schattingen, omdat de extrapolatie van de cur-

ve die de relatieve specifieke activiteit van het plasmaijzer weergeeft, een
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tamelijk willekeurige handeling is. Doch wel is duidelijk, dat het utilisatie-
begrip juist in de beginfase van het experiment zijn meest betrouwbare toe-

pasbaarheid heeft.
Erythrocyten

Het zal duidelijk zijn, dat op grond van de toename van de relatieve
specifieke activiteit van het ijzer in de hemine van de gewassen erythrocy-
ten en de toename van de relatieve specifieke activiteit van het ijzer in het
plasma, de utilisatie van het ijzer in het erythrocyten-compartiment niet be-
rekend kan worden. Wel kunnen we de ijzeropname per dag van het hemine-
compartiment van nier en kopnier tesamen berekenen. Hierop is in deze pa-
ragraaf reeds uitvoerig ingegaan. Deze bedraag 0,3 pmol Fe/dag. Onder
aanname van een ''steady state” zal dus een zelfde kwantum aan ijzer het
nier- en kopnier-heminecompartiment moeten verlaten. Voor de erythrocy-
tenvernieuwing is dagelijks 0,26 ymol Fe nodig, zodat in principe de ijzer-

behoefte voor de erythropoiese gedekt is.
Milt

De verschillende functies die de vissenmilt vervult, kunnen we als
volgt samenvatten:
1. hemopoiese
2. erythrocyten afhraak
3. erythrocyten depot
4, filtering van het plasma

afweer

]

o

bufferfunctie in de ijzerhuishouding.

Topf (1953) en Haider (1966, 1968) konden aantonen, dat de milt van
de zeelt geen erythropoietische functie toekomt, zodat slechis de onder 2 en
6 genoemde functies in het kader van de ijzerstofwisseling relevant zijn.
Zoals tabel IV, 2 toont, bevat de milt gemiddeld 17,5 pmol ijzer, Hiervan is
10 pmol hemineijzer en 7,5 umol niet-hemineijzer. De gebruikte bepalings-
techniek is in hoofdstuk III beschreven. Voor meer informatie wordt naar
hoofdstuk VI verwezen. Het niet-hemineijzer is naar alle waarschijnlijkheid

voornamelijk als hemosiderine aanwezig (Zwillenberg, 1964; Yu et al., 1971}.
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Histochemisch kon ook door ons met de Berlijnsblauwkleuring velgens Perl
en met de totaal-ijzerkleuring volgens Macullum slechts het voor hemosi-
derine typische clusterpatroon worden aangetoond.

De in figuur IV,3 afgebeelde toename van de relatieve specificke
activiteit in de tijd, heeft betrekking op het totale ijzer in de gespoelde
milt. Daar de milt - vanwege zijn karakteristieke histclogische structuur -
niet bloedvrij te spoelen is, geeft deze toename van de relatieve specificke
activiteit nagenoeg geen informatie over de ijzerstofwisseling op orgaanni~
veau.

In 4 tiendaagse experimenten is niet slechts de relatieve specificke
activiteit van het totaal ijzer bepaald, maar tevens de relatieve specifieke
activiteit van het niet-hemineijzer. Slechts de relatieve specifieke activiteit
van het hemineijzer was te berekenen., Deze bedroeg gemiddeld 0,26%. De
hoeveelheid radioactiviteit in de niet-heminefractie was gering. We moeten
dan ook aammemen, dat de ijzer-inbouw vanuit het plasma in de niet-hemine-
fractie van de milt zeer klein is. Dit is te verklaren door aan te nemen,
dat de ijzerstofwisseling van de niet-heminefractie voornamelijk wordt ge-
karakteriseerd door opslag van het ijzer dat vrijkomt bij de ervthrocyten-
afbraak (functie 2) en door mobilisatie van het zo verkregen ijzer, onder
andere ten behoeve van de erythropoiese.

Op grond van deze overwegingen kan dan ook aan de berekende waar-

den van de utilisatie van het ijzer in de milt geen waarde worden gehecht.

Lever

De in § 3 van dit hoofdstuk weergegeven tabel (IV,3) laat zien, dat
de lever bij de zeelt het orgaan is dat in absolute zin het meeste ijzer be-
vat. De milt voigt op de tweede plaats. Wordt het ijzergehalte per gewichts-
eenheid uitgedrukt, dan zijn de verhoudingen omgekeerd.

Over de vorm(en) waarin dit ijzer in de vissenlever is opgeslagen en
over de metabole aspecten van dit opgeslagen ijzer is nagenoeg niets he-
kend.

De voor de lever berekende ijzerutilisatie bedraagt 0,17 wmol/dag.
Het is evenwel sterk te betwijfelen of we in het geval van de lever de utili-
satie mogen berekenen op grond van de relatieve specifieke activiteit van
het ijzer in het plasmz, afkomstig uit het arteriéle bloed. Zoals in § 3 werd

uiteengezet, kan de hoge relatieve specifieke activiteit van het ijzer in de gal-
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vloeistof slechts worden verklaard, als we voor de lever een directe clearance-
functie voor het "poortaderlijke™ bloed poneren. We mogen aannemen, dat
in de vissenlever dit veneuze hloed, afkomstig uit onder andere de darm,
de gonaden en de zwemblaas, alvorens door de hepatocyten te worden ge-
klaard, in de lever-sinussoiden wordt gemengd met arterigel hloed, zodat
de berekeningen zich op de specifieke activiteit van het ijzer in deze meng-
pool zouden moeten baseren. Daarenboven zal de samenstelling van het plas-
ma in de sinussoiden van plaats tot plaats sterk verschillen,

Voorts kan het verlies aan radioactief ijzer, dat optreedt gedurende
de periode waarover de utilisatie wordt berekend, niet worden gemeten, zo-
dat ook om deze reden de gevonden utilisatiewaarde moet worden gewan-
trouwd.
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HOOFDSTUK V

DE BESTUDERING VAN HET [JZERMETABOLISME VAN DE ZEELT
DOOR MERKINGEN VAN HET PLASMAIJZER OF VAN HET IN DE
ERYTHROCYTEN AANWEZIGE LJZER MET °° Fe(Ill)

INLEIDING

De oorspronkelijk door Huff et al. (1950, 1951) gepubliceerde me-
tingen van de ijzerkinetiek bij de mens leverden het grondschemsa voor onze
kennis omirent het kinetisch gedrag van het erythron. De experimentele ge-
gevens werden verkregen door het meten van het radioactiviteitsverloop in
het plasma en de erythrocyten van bloedmonsters, die successievelijk wer-
den afgenomen en door het volgen van het radicactiviteitsniveau van de ver-
schillende organen door middel van lichaamsscanning. Centraal in de door
Huff et al. gepresenteerde rekenmethode voor de erythrocytenproductie staat
de turnover van het plasmaijzer (PIT), waaronder verstaan wordt het dage-
lijkse transport van ijzer door het plasma. De PIT kan worden berekend
uit het plasmaijzer en de verdwijningscurve van het radicactieve ijzer uit
het plasma na infraveneuze toediening van plasma, dat gelncubeerd werd
met een speurdosis 59Fe(IH). Oorspronkelijk namen Huff et al. aan, dat de
verdwijningscurve moncéxponentieel was. Deze aanname is niet juist geble-
ken (Sharney et al., 1983). Na een aanvankelijke clearance van 80-90%
neemt de daling van het radicactiviteitspeil in het plasma sterk af tengevol-
ge van een opiredende reflux van reeds geklaard radioactief ijzer naar het
plasma. Op grond van latere inzichten zijn er verschillende rekenmethoden
gepubliceerd, waarvan Pollycove's (1963) multicompartimentele model van
de ijzerkinetiek bij} de mens, de meeste bekendheid geniet. We zullen hier

niet verder op ingaan.
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In hoofdstuk I werd reeds verwezen naar de door Hevesy et al. (1964)
uitgevoerde experimenten met de zeelt als proefdier. Ook zij dienden plasma
dat van tevoren geincubeerd werd met 59Fe(III) intraveneus toe en volgden
het verloop van de specifieke activiteit van het ijzer in diverse compartimen-
ten. Het beperki aantal waarnemingen en de onvolledigheid in de weergave
van hun resultaten sluit een enigszins zinvolle vergelijking met de gegevens
van de ijzerkinetiek bij de mens uit.

In dit hoofdstuk zullen analoge experimenten met de zeelt als proef-
dier worden beschreven. De experimenten hebben niet tot doel de gepubli-
ceerde modellen op hun bruikbaarheid te toetsen, doch zijn slechts opgezet
om eventuele verschilpunten tussen de resultaten verkregen bij de mens
enerzijds en bij de zeelt anderzijds aan het licht te brengen. Het in hoofd-
stuk IV geintroduceerde utilisatiebegrip zal op zijn bruikbaarheid worden on-
derzocht. Voorts zullen enige experimenten worden beschreven, waarbij de
speurdosis 59Fe niet aan plasma gebonden is, doch aanwezig is in de ery-
throcyten van de zeelt. De hedoeling van deze laatste experimenten is de in

hoofdstuk IV gepostuleerde erythrocyten afbrekende functie van de milt te on-
derzoeken.

§1. DE KINETIEK VAN HET INTRACARDIAAL TOEGEDIENDE - AAN
PLASMA GEBONDEN - °°Fe(IIl)

De hoeveelheid zeeltenplasma welke intracardiaal werd toegediend, be-
droeg 0,2 ml, Het plasma was van tevoren met 2 uC 59Fe(III) citraat per
0,2 ml plasma gemerkt. De specifieke activiteit van de batch bedroeg
3400 uC/pmol Fe bij een radiochemische concentratie van 200 wC/ml, Het
ijzergehalte en de totale ijzerbindingscapaciteit van het opgeladen plasma
bedroegen respectievelif 0,016 en 0,049 pmol/mi, zodat na toediening van
2 uC 59Fe(III)citraat (0,01 ml) aan 0,2 ml plasma het ijzergehalte werd ver-
hoogd tot 0,018 umol/mi. De gebruikte zeelten hadden een gewicht van
350-400 gram. Dit komt neer op een geschat bloedvolume van 13-15 ml, zo-
dat noch het intravasculaire volume, noch het ijzergehalte in het plasma
door de toevoeging van 0,2 ml plasma werden belast. Voor en na de toe-
diening van de speurdosis radioactiviteit verbleven de zeelten in stromend
ontchloord leidingwater van 19°C. De duur van de experimenten bedroeg
maximaal 10 dagen.

In de volgende grafieken representeert elk meetpunt het meetresul-
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taat van één proefdier. De verschillende organen waarin de radicactiviteit
en het ijzergehalte werden bepaald ziin: nier, kopnier, lever, gal, milt,
kieuw, darm, spier en skelet. Zowel de gewassen erythrocyten als het plas-
ma werden op radioactiviteift en ijzergehalte onderzocht. Van de nier, de
kopnier en de erythrocyten is eveneens de radioactiviteit van het hemine-
ijzer gemeten. Voordat de diverse organen uit de vis werden verwijderd, is
de vis doorspoeld met fysiologisch zout (Cortland). Voor de verschillende
technieken wordt verwezen naar hoofdstuk II.

Figuur V,1 geeft het verloop weer van de specificke activiteit van
het plasmaijzer als functie van de tijd. De geéxtrapoleerde waarde op tijd-
stip t=0 is hier op 100% gesteld.

Na een aanvankelijk exponentigle afname treedt na ongeveer 10 uur een da-
ling in deze alname op. De resulierende verdwijningscurve verloopt vervol-
gens over een periode van 20 uur wederom exponentieel, Ongeveer 60 uur
na de aanvang van het experiment treedt een tweede, doch veel grotere re-
ductie in de afname van de specifieke activiteit van het plasmaijzer op. De
multiexponentiéliteit van de verdwijningscurve wijst op het bestaan van meer-
dere refluxprocessen. De op grond van de verdwijningscurve bepaalde half-
waardetijd van het ijzer in het plasma bedraagt 4,4 uwur. Deze waarde is in
goede overeenstemming met de door Hevesy et al. gevonden halfwaardetijd
van ongeveer 4 uur

Welke rol spelen de verschillende weefsels en organen in de clearance
van het radioactieve ijzer uit het plasma? Deze vraag zal aan de hand van
de in figuur V,2 en V,3 weergegeven resultaten worden heantwoord.

Figuur V,2 geeft het verloop van de specifieke activiteit van het ijzer
in de nier, kopnier, milt en erythrocyten weer, Figuur V,3 vat de resulta-
ten verkregen voor de lever, darm, kicuw en het spier- en skeletweefsel sa-
men. In beide figuren is voorts - voor zover de schaal van de afbeeldingen
dit toelaat - het verloop van de specifieke activiteit van het ijzer in het
plasma opgenomen.

Na respectievelijk 40 en 50 uur is de specifieke activiteit van het plasma-
ijzer lager geworden dan de specifieke activiteit van het ijzer in de nier en
in de kopnier. Voor de verklaring van dit verschijnsel wordt verwezen naar
de bhespreking van de erythropeciese, eveneens in dit hoofdstuk, Gelet op het
iizergehalte in nier, kopnier en erythrocyten komt de hoeveelheid radioac-

tiviteit, welke na 50 uur in de genoemde compartimenten aanwezig is, neer

60



100‘/,1
104
I -
. 4 B 12 1 20 24
4 8 Z 2 ¢ ¢
T T T ¥ 4 uren
e 80 12¢ 160 200 o
Figuwr V, 1,

Verdwijningscurve van het plasmaijzer.

De op grond van het geschatte plasmavelume, de gemeten ijzerconcentratie van
het plasma en de toegediende radicactiviteitsdosis berekende specifieke activi-

teit van het plasmaijzer op tijdsdp t =0, iz op 100% gesteld. Voor ieder tHjd-

sdp is de aangegeven waarde een gemiddelde verkregen bij drie proefdieren.

n heeft betrekking op de tijdschaal O tot 24 uur

s heeft betrekking op de tijdschaal O tot 240 uur.
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Verloop van de specifieke activiteit van het ijzer als functie van de tijd, na
intracardiale toediening van de speurdosis plasmagebonden 59Fe(III)‘ Elk sym-
bool staat voor de gemiddelde waarde verkregen bij drie proefdieren.
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Figuur V, 3.

Verloop van de specifieke activiteit van het ijzer als functe van de tijd na
intracardiale toediening van de speurdosis. Elk symbool staat voor de gemiddel-
de waarde verkregen bij drie proefdieren.

+ ijzer in het plasma

o ijzer in de kieuw

o ijzer in de lever

o ijzer in de darmwand

s ijzer in het spierweefsel

v ijzer in het botweefsel

63



op ongeveer 55% van de ingebrachte dosis. Er is met andere woorden on-
geveer 45% van de toegediende radioactiviteltsdosis na een tijdsverloop van
50 uur in niet erytropoietisch actieve organen en weefsels opgenomen. Na
een verloop van 10 dagen bedraagt dit percentage nog slechts 25%.

Voor de specifieke activiteit van het ijzer in de niet erythropoietisch
actieve organen geldt zonder uitzondering, dat ze over de gehele 10 daagse
periode kleiner blijft dan de specifieke activiteit van het ijzer in het plasma.
Dit werpt voor die organen welke hun ijzer direct uit het plasma betrekken

enkele belangrijke vragen op. We zullen hier in het navolgende op ingaan.

Opmerkelijk is het verloop van de specifieke activiteit van het ijzer
in het spierweefsel en skeletweefsel. Gelet op het ijzergehalte van beide
weefsels, kan worden gesteld, dat gedurende de eerste 10 uur ongeveer 36%
van de foegediende speurdosis radioactiviteit in het spier- en het skeletweef-
sel wordt opgenomen. In de loop van de eerste dag wordt verveolgens het
grootste gedeelte van de ocorspronkelijk geklaarde dosis weer in circulatie
gebracht. Dit is in overeenstemming met de door Hevesy et al. gevonden
resultaten. Zij vonden een maximale opname gedurende de eerste 10 uur
van 40,3%. Ook Cheney et al. (1967) vinden bij de rat een snelle opname
van radicactiviteit door het bot na intraveneuze toediening van 59Fe(HI) met
een maximum van 40% na 5 uur. Zij konden aannemelijk maken, dat deze op-
name praktisch volledig kan worden toegeschreven aan ijzeropname door het
erythroide beenmerg. Het zal duidelijk zijn, dat deze verklaringsmogelijkheid
bij de zeelt vervalt, omdat slechts aan de nier en kopnier een erytropoiede
functie kan worden toegekend (Topf, 1953; Haider, 1968). De radicactivi-
teitsopname welke Cheney et al. voor het spierweefsel vinden is veel ge-
ringer. Na 5 uur bevindt zich een maximum van 5% van de ingebrachte ra-
dioactiviteitsdosis in het spierweefsel. De genoemde auteurs konden aanto-
nen, dat dit radioactieve ijzer - dat aanvankelijk aan extravasculair trans-
ferrine gebonden was - in de loop van 7 dagen voor 80% in het myoglobine
en het ferritine van de spier wordt ingebouwd. Of - in het geval van de
zeelt - zowel de reflux uit het spierweefsel naar het plasmacompartiment
als de reflux uit het skeletweefsel naar het plasmacompartiment berust op
het bestaan van een metabool actieve extravasculaire transferrine pool, lijkt

twijfelachtig.
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Voor de specifieke activiteit van het ijzer in de kieuw wordt even-
eens een aanvankelifk zeer sterke toename gemeten. Na 10 vur zet een da-
ling in de specifieke activiteitscurve in, Het in fig. V,2 weergegeven speci-
fieke activiteitsverloop kan in principe worden verklaard door minimaal twee
ijzercompariimenten in de kieuw aan te nemen die zich zowel in grootte als
in turnover-waarde onderscheiden. Het eerste compartiment zou relatief
klein moeten zijn en in evenwicht met het plasmaijzer; voor het tweede re-
latief grote compartiment zou dan een langzame uitwisseling met het eerste
compartiment moeter worden aangenomen. De rol van de kieuw in de iizer-
opname en de ijzeruitscheiding komt in hoofdstuk VI ter sprake. Op de hier

gestelde problematiek zal daarom in hoofdstuk VI nader worden ingegaan.

In vergelijking tot de situatie bij de kieuw, neemt de specifieke acti-
viteit van het ijzer in de lever minder snel toe. Voorts ligt het maximum
van de curve beduidend lager. Ock voor de lever kan de gevonden specifieke
activiteitscurve in principe worden verklaard door minimaal twee comparti-
menten aan te nemen. De aanvankelijk snelle toename van de specifieke ac-
tiviteit is dan toe te schrijven aan een compartiment dat in snelle uitwisse~
ling is met het ijzer in het plasma. Het tijdstip waarop het maximum wordt
bereikt, wordt voornamelijk bepaald door de snelheid van het equilibratie-
proces tussen het ijzer in het plasma en het geponeerde - eerste - ijzer-
compartiment. De hoogte van het maximum is afhankelijk van de grootte
van dit compartiment. De in vergelijking tot de verdwijningscurve van het
plasmaijzer gereduceerde afname van de specifieke activiteitscurve van het
ijzer in de lever kan een tweeledige oorzaak hebbhen:

1. Het eerste compartiment is niet in een dynamisch evenwicht met het
plasma. De specifieke activiteit ijlt na.

2. Het geponeerde tweede ijzercompartiment neemt langzaam ijzer uit het
eerste compartiment op. Een langzame turnover moet voor dit compar-

timent worden aangenomen.

In figuur V,4 is ook het verloop van de specifieke activiteit van het
ijzer in de gal opgenomen. Aanvankelijk is de specifieke activiteit van het
ijzer in de gal hoger dan de specifieke activiteit van het ijzer in de lever.
Ook hier kan als verklaring worden aangevoerd, dat de gal uit tenminste
twee diserete compartimenten ijzer ontvangt: uit een ijzercompartiment met

een hoge specifieke activiteit - mogelijk in evenwicht met het plasmaijzer
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in de leversinussen - en uit een langzaam ijzeruitwisselend compartiment
met een lage specifieke activiteit. We zullen op de merkwaardige discrepan-
tie tussen het verloop van de specificke activiteit van het ijzer in de gal en
in de lever na intracardiale en orale toediening van 59Fe(IH), in hoofdstuk VII
nader ingaan. Hier zij slechts opgemerkt, dat zowel de resultaten verkregen
bij continue orale opname, als de resultaten verkregen bij intracardiale toe-

diening binnen de geldende theorie over de bleedcirculatie in de lever kumnen
worden verklaard.

dpmjumol Fe
3109
,-
X
L] L]
L]
. . > ¥
FA =
@
1]
® .
a .
r
] o
"]
L]
1. =
&
o
100 200  uren
Figuur V,4.

Verloop van de specifieke activiteit van het ijzer in de gal en van het ijzer
in de lever als functe van de tijd na intracardiale toediening van de speur~

dosis. Jedere waameming is een gemiddelde verkregen bij drie proefdieren.
m  ijzer in de lever

@ ijzer in de gal
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Fig. V,2 laat zien, dat de specifieke activiteit van het ijzer in de
milt over de gehele proefperiode lager is dan de specifieke activiteit van
het iizer in de erythrocyten. In vergelijking tot de specifieke activiteit van
het ijzer in de heminefractie van de erythrocyten is de specifieke activiteit
van het iizer in de milt verhoogd. We konden aantonen, dat praktisch alle
radicactiviteit in de milt aanwezig is in de heminefractie.

De gevonden curve voor de specifieke activiteit van het ijzer in de
milt doorloopt een maximum na ongeveer 100 uur, Hevesy et al. vonden dat
de specifieke activiteitscurve van het hemineijzer in de milt de specificke
activiteitscurve van het ijzer in de heminefractie van de perifere erythrocy-
ten, wat vorm betreft volgt. De specifieke activiteit van het hemineijzer in
de milt was steeds een factor twee hoger dan die van het hemineijzer in de
erythrocyten. In tegenstelling tot de door ons gevonden resultaten, doorloopt
zowel de curve voor de heminefractie van de perifere erythrocyten, als de
curve voor het hemineijzer in de milt een maximum. Dit maximum ligt vol-
gens Hevesy ef al. op de 4e tot 5e dag na intraveneuze toediening van de
speurdosis.

In hoofdstuk IV werd reeds vermeld, dat ongeveer 60% van het in de milt
aanwezige ijzer toe te schrijven is aan het ijzer in de heminefractie, Daar
nu de specifieke activiteit van het hemineijzer in de milt hoger is dan de
specifieke activiteit van het ijzer in de heminefractie van de perifere ery-
throcyten, moet geconcludeerd worden, dat de intralacunaire erythrocyten-
fractie de samenstelling van het perifere erythrocytenbestand - wat de ver-
deling van jonge en oude erythrocyten hetreft - niet volgt. Een mogelijke
verklaring is, dat van iedere hoeveelheid nieuw gevormde erythrocyten een
deel - wellicht ondeugdelijke - uit de circulatie wordt genomen om in de
milt te worden afgebroken, De waarneming van Hevesy et al, dat zowel de
curve voor het hemineijzer in de erythrocytern als de curve voor het ijzer
in de heminefractiie van de milt een maximum doorloopt, is in overeenstem-

ming met de gestelde verklaringsmogelijkheid.

Tiguur V,5 geeft het verloop weer van de specifieke activiteif van
het hemineijzer in de nier en in de kopnier. Voorts is het verloop van de
specifieke activiteit van het hemineijzer in de erythrocyten en van het ijzer
in het plasma in de figuur opgenomen,

De curven voor het hemineijzer in de nier en in de kopnier verlopen vrij-

wel identiek. Na ongeveer 30 uur is er sprake van een maximale specifieke
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activiteit in de heminefracties. Dit is in overeenstemming met de resulta-
ten van Hevesy et al. De verdwiiningscurve van het plasmaijzer loopt nage-
noeg exact door de top van beide specifieke activiteitscurven. In het kader
van Zilversmit's (1943) theorie over vernieuwingssnelheden zou dit heteke~
nen, dat we het plasmaijzer als directe voorloper van het hemineijzer mo-
gen heschouwen, of dat er een mogelijk tussengeschakeide ijzerpocl bestaat
die in een zuiver dynamisch evenwicht verkeert met de plasmaijzerpool.

Daar evenwel, door het erythropoietische systeem niet aan de voorwaarden

veor de toepasbaarheid van de theorie der vernieuwingssnelheden wordt vol-

daan (hoofdstuk IV, 3b), kan deze conclusie niet zonder meer als juist wor-
den asngenomen.

Zoals in hoofdstuk IV uitvoerig werd uiteengezet, kan het in genoemd
hoofdstuk geintroduceerde en gedefinieerde utilisatiebegrip worden toegepast
op inhomogene systemen. Aan twee voorwaarden moet voldaan zijn:

1. Gedurende de pericde waarover de utilisatie berekend wordt, mag geen
radicactief ijzer uit het systeem verloren gaan.

2. Het systeem mag slechts uit één pool ijzer betrekken, Een transmitter-
compartiment tussen de gencemde ijzerpool en het systeem is slechts
dan toegestaan als het ijzer in dit compartiment dezelfde specifieke acti-
viteit heeft als het ijzer in het voorgeschakelde compartiment,

We beschouwen nu de totale hoeveelheid hemineijzer welke aanwezig
is in de verzameling van cellen die de erythroide rijpingsreeks van de nier
respectievelijk van de kopnier omvat, als het inhomogene systeem waarvan
de utilisatie wordt berekend. Slechts in de beginfase van de proefperiode
zal dit systeem aan de eerste voorwaarde kunnen voldoen. Hoe lang deze
beginfase duurt, kunnen alleen de herekeningsresultaten aantonen. Deze here-
keningsresultaten geven slechts dan betrouwhare informatie over de utilisa-
tie en over de lengte van de fase waarbinnen de utilisatieberekening geldig
is, als ook aan de tweede voorwaarde wordt voldaan. We nemen voor de he-
rekening van de ufilisatie van het als boven gedefinieerde systeem aan, dat
het plasmacompartiment het enige compartiment is waaruit het ijzer wordt
betrokken en dat als er een transmittercompartiment bestaat het ijzer in dit
compartiment aan de onder 2, gestelde voorwaarde voldoet. Evidentie, dat
deze aanname juist is, kan, zoals boven reeds werd gesteld, slechts van in-
directe aard zijn.

Zoals in hoofdstuk TV werd afgeleid, geldt voor de utilisatie de vol-
gende formule:
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Het gemiddelde ijzergehalte van het heminecompartiment in de nier
en in de kopnier (Feorg.) bedroeg respectievelijk 1,6 + 0,7 en 1,2 + 0,4
umol Fe. De gemiddelde specifieke activiteit van het plasmaijzer op tijd-
stip t (p(t)) is wit figuur V,1 te berekenen. De absolute waarde van de naar
tijdstip t=o geéxtrapcleerde curve bedraagt 244.105 dpm/pmol Fe. Deze
waarde werd op 100% gesteld, oft) Stelt de gemiddelde specifieke activifeit
van het ijzer in de heminefractie van de nier en de kopnier voor op tijd-
stip t (fig. V,5); o'(t) is dan de grafisch bepaalde eerste afgeleide van deze
curve op tijdstip t. De waarde van de integraal kan dus grafisch worden be-
paald.

Tabel V,1 geeft de berekende utilisatiewaarden voor het als boven
gedefinieerde erythropoietische systeem weer. De berekening is uitgevoerd

veor verschillende tijdsintervallen.
Tabel V,1

De voor verschillende tijdsintervallen berekende ijzerutilisatie van het
heminecompartiment in nier en kopnier in hmol Fe/dag-

utilisatie {|mol Fe/dag)

tijdsinterval (uren) nier kopnier nier + kopnier
0- 2 0,16 0,14 0,30
2- 4 0,17 0,14 0,31
4 6 0,15 0,12 0,27
6- 8 0,13 0,11 0,24
8-10 0,14 0,11 0,25
20-22 0,09 0,07 0,16
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Ongeveer 5 uur na intracardiale toediening van de speurdosis 59]:"e(III) leidt
de berekeningsmethode tot verlaagde waarden veor de utilisatie. De conelu-
sie uit dit gegeven is, dat de beginfase - gekenmerkt door een te verwaar-
lozen verlies van radioactief ijzmer uit het sysiteem - een duur heeft van on-
geveer 5 uur, Het feit dat de berekende maximale waarde voor de utilisatie
van het heminecompartiment van nier en kopnier samen (tabel V,1, kolom 4)
de behoefte aan ijzer voor de erythropoiese dekt, kan als - indirvecte - evi-
dentie voor de geldigheid der twee gestelde voorwaarden worden aangevoerd.
De in de loop van de tijd voortschrijdende reductie van de berekende
utilisatiewaarden, zal waarschijnlijk veroorzaakt worden door het optreden-
de verlies van radicactief ijzer tengevolge van de aanmaak van nieuwe ery-

throcyten. Als dit inderdaad de belangrijkste corzaal voor de progressieve

onderschatting van de utilisatiewaarden is, dan zou na correctie voor dit op
tredend verlies, voor het totale erythropoietische systeem van nier en kop-
nier tesamen - over willekeurig welk tijdsinterval dan ook - de maximale
utilisatie moeten worden berekend. In hoofdstuk IV deel 3 is de correctie-
formule voor het erythropoietische systeem weergegeven. We kumnen inder-
daad aantonen, dat na correctie, de voor het gehele erythropoietische sy-
steem berckende utilisatiewaarden, gestabiliseerd zijn op het maximale ni-
veau. Er wordt dan een gemiddelde utilisatie gevonden van 0,32 pmol Fe/dag,
Samenvattend kan worden gesteld, dat de toepassing van het utilisa-
tiebegrip op het erythropoietische systeem, zowel in de in hoofdstuk IV he-
schreven ijzeropname experimenten als in de hier beschreven experimenten

tot consistente en fysiologisch te interpreteren waarden leidt.

In figuur V,2 is het verloop van de specifieke activiteil van het ijzer
in de erythrocyten uit het perifere bloed weergegeven. Figuur V,5 geeft
voorts de specifieke activiteit van het hemineijzer in de perifere erythrocy-
ten als functie van de tijd. De laatste curve blijkt over de gehele proefpe-
riode lager te zijn dan de eerste curve. De reden hiervan is, dat het ijzer
in de erythrocyten kan worden gesplitst in een pool bestaande uit hemoglo-
bineijzer en in een inhomogene pool van "niet-hemoglobine" ijzer., Het ijzer
in deze 'niet-hemoglobine' pool is analytisch niet meetbaar, maar draagt wel
bij tot de totale hoeveelheid radicactiviteit in de erythrocyten.

We kunnen op grond van het specifieke activiteitsverloop van het ijzer
in de heminefractie van nier en kopnier en het specifieke activiteilsverloop

van het ijzer in de heminefractie van de erythrocyten uit het perifere bloed
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niet zonder meer de opgetreden hemoglobinesynthese berekenen. Dit zou
slechts mogelijk zijn als we van een aantal zeer specifieke verconderstellin-
gen over de ijzerkinetiek van het erythroide systeem zouden uitgaan. Daar
we voor géén van deze vermoedens uit de verkregen experimentele resulta-
ten evidentie over hun al dan niet juist zijn kunnen ontlenen, zullen we op
de mogelijke modelsystemen niet ingaan.

Een bijkomende complicatie vormt het feit dat de erythrocyten van
de vis het vermogen om hemoglobine te synthetiseren nog niet verloren heb-
ben. De curve die het verloop van de specifieke activiteit van het ijzer in
de heminefractie der perifere erythrocyten weergeeft, is dus het resultaat
van twee principieel verschillende processen,

Het vermogen van de erythrocyten om hemogiobine te synthetiseren
kan in vitro worden bestudeerd (Hevesy et al., 1964). Toch is het proces
niet zonder meer te kwantificeren omdat de specifieke activiteit van het ijzer
in de "niet-hemoglobine™ pool een onbekende grootheid blijft. Onder aanname
dat de specifieke activiteit van het precursorijzer gelijk is zan de specifie-
ke activiteit van het ijzer in het plasma, wordt zowel door Hevesy et al,
als door ons een dagelijkse hemoglobinesyntiiese gevonden van 0, 05% per dag.
Op grond van het ijzergehalte van de erythrocyten en de levensduur der ery-
throeyten kan men berekenen, dat de hemoglobineproductie van het erythro-
poietische nier-kopnier systeem ongeveer 0,7% per dag moet bedragen. De
hemoglobinesynthese in het perifere bloed is dus waarschijnlijk ten opzichte
van de centrale aanmaak te verwaariozen. Dit zou in overeenstemming zijn
met het reeds eerder besproken feit, dat na correctie voor het verlies van
radicactiviteit uit het erythropoietisch systeem van nier en kopnier, utilisa-
tiewaarden voor dit systeem worden berekend, welke de behoefte aan ijzer
voor de erythropoiese volledig dekken.

§ 2. DE BESTUDERING VAN DE ERYTHROCYTENAFBRAAK DOOR MIDDEL
VAN INTRACARDIALE TOEDIENING VAN ERYTHROCYTEN DIE GE-
MERKT ZIJN MET ° Fe(IID

Op grond van de in hoofdstuk IV beschreven resultaten werd voor de
milt een erythrocytenafbrekende functie gepostuleerd. Ook de in 1 van dit
hoofdstuk vermelde waarnemingen kunnen op een afbrekende functie van de
milt wijzen. Teneinde op dit punt meer zekerheid te verkrijgen, zijn de in

deze paragraaf te beschrijven experimenten uitgevecerd.
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In principe kwamen de experimenten hierop neer, dat in vive ge-
merkte erythrocyten aan de circulatie van een aantal vissen werden toege-
voegd, waarna op gezette tijden een zo hehandeld proefdier werd opgeofferd.
Nadat de vis met fysiciogisch zout was doorspoeld, werden de lever en de
milt verwijderd. Van deze organen werd het ijzergehalte en het radicactivi-
teitsniveau zowel voor het gehele orgaan als voor de heminefractie afzon-
derlijk bepaald. De specifieke activiteit van het totale i{jzer en van het ijzer
in de heminefractie van de milt en de lever konden zodoende worden berekend.
De specifieke activiteit van het niet-hemineijzer is steeds op indirecte wijze
vastgesteld. In het plasma en in de heminefractie van de gewassen erythro-
cyten werd eveneens het ijzergehalte en de radioactiviteit bepaald, zodat cok
voor het plasmaijzer en het hemineijzer de specificke activiteit kon worden
berekend,

Agglutinatie van de toegediende erythrocyten werd voorkomen door se-
lectie van de juiste ontvangers, via kruisproeven.

Het merken van de erythrocyten verliep als wvolgt: 50 uC 59Fe(HI)—
citraat (0,2 ml) werd intramusculair aan een 300 gram wegende zeelt toe-
gediend. Na 2 dagen werd 5 ml bloed afgenomen. De zorgvuldig gewassen
erythrocyten werden in 5 ml Cortland's fysiologisch zout gesuspendeerd. Na
de 2 daagse inbouwperiode bleek ongeveer 35% van de toegediende radioacti-
viteitsdosis door erythrocyten te zijn opgenomen, Dit kwam neer op
32,1.105 dpm/ml gewassen erythrocyten. Voordat 0,2 ml van deze erythro-
cvtensuspensie intracardiaal aan de op immunogene neutraliteit geselecteerde
proefdieren werd toegediend, verbleven de erythrocyten gedurende 24 uur in
de Cortlandse fysiologische zoutoplossing bij 4°C. Gebleken wag, dat een
langer verblijf aanleiding geeft tot hemolyse die progressief met de verblijfs-
duur toeneemt. De 24 uurs periode had ten doel zo mogelijk irreversibele
beschadigingen aan de erythrocyten te bewerkstelligen, teneinde het op gang
kemen van de afbraakprocessen te bevorderen, Hieraan ligt impliciet de ge-
dachte ten grondsiag, dat beschadigde erythrocyten eerder uit de circulatie
worden genomen.

Zoals reeds eerder werd vermeld, kan het ijzer in de erythrocyten
glohaal worden verdeeld in ijzer dat in het hemoglobinemolecuul is inge-
bouwd en in ijzer dat niet als hemoglobineijzer voorhanden is. Op grond van
de gebruikte isolatietechniek zullen we gencemde fracties aanduiden als he-
mineijzer en niet-hemineijzer. Sletten {1964) kon aantonen, dat het geen ver-

schil maakt of de specificke activiteit wordt bepaald in de geisoleerde he-
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moglobinefractie of in de verkregen heminefractie van de erythrocyten. De
specifieke activiteit van het hemineijzer bedroeg 13,6.105 dpm/umol Fe. De
specifieke activiteit van het ijzer in de niet-heminefractie was veel hoger
dan de specifieke activiteit van het ijzer in de heminefractie, doch kon niet
exact worden bepaald omdat het ijzer in deze fractie te gering bleek om
meethaar te zijn. We kunnen dus stellen, dat 3/5 deel van de radioactiviteit
in de erythrocyten zich in de heminefractie bevond en dat de rest - dus 2/5
gedeelte - in de niet-heminefractie was gelocaliseerd. Dit kwam voor 0,2 mi
erythrocytensuspensie respectievelijk neer op 3,9.105 en,2,5.105 dpm. Op
grond van de gevoeligheid van de bepalingstechniek zal het ijzergehalte in
de niet-heminefractie minder bedragen dan 0,02 pmol, =zodat een mini-~
male specifieke activiteit kan worden berekend van 1,2.107 dpm/umol Fe,
De proefdieren, 10 in het totaal, werden achtereenveolgens op de 2e,
4e, 6e, 8e en l0e dag paarsgewijs opgeofferd. Gedurende de experimentele

periode verbleven de zeelien in ontchloord leidingwater van 18°¢C.
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Figuur V, 6.

Verloop van de specifieke activiteit van het totale ijzer in de perifere erythro-
cyten als functie van de tijd, na intracardiale toediening van gemerkte erythro-
cyten. De geschatte wzaarde van de specifieke activiteit van het ijzer in de pe-
rifere erythrocyten op tjdstip t=c, is op 100% gesteld. Het betreft steeds gemid-
delden van twee waarnemingen {twee proefdieren).
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Figuur V,6 geeft het verloop weer van de specifieke activiteit van
het totale ijzer in de erythrocyten van het perifere bloed. De op basis van
het geschatte bloedvolume en de ingebrachie hoeveelheid radioactiviteit be-
rekende specificke activiteit op tijdstip t=o is in de weergave op 100% ge-
steld.

We zien, dat na een aanvankelijk snelle afname de curve afviakt. Na 10 da-

gen is nog 40% van de oorspronkelitke hoeveelheid radioactiviteit in de ery-

throcyten aanwezig, Het zal duidelijk zijn, dat de gevonden curve in princi-
pe het resultaat kan zijn van drie gelijktijdig verlopende processen:

1. Uitwisseling van het ijzer in de niet-heminefractie van de erythrocyten
met het plasmaijzer, gevolgd door clearance van dit (radicactieve) ijzer
uit het plasma.

2. Afbraak van de ingebrachte erythrocyten.

3. Nieuwvorming van erythrocyten onder inbouw van het bij de eerste twee
processen vrijkomende (radioactieve) ijzer.

Door ons - in vitro - uitgevoerde incubatie-experimenten hebben aangetoond,

dat uitwisseling van het ijzer in de niet-heminefractie met het plasmaijzer

te verwaarlozen is, zodat we dit proces als niet relevant moeten beschouwen.

De snelle afname van de specifieke activiteit van het ijzer in de erythrocy-

ten kan daarom slechts worden verklaard door een partieel uit de circulatie

nemen van de ingebrachte erythrocyten. De afviakking van de in fig. V,6

weergegeven curve kan onder anderen het gevolg zijn van de onder 3. ge-

noemde nieuwvorming van erythrocyten.

Figour V,7 geeft het verloop van de specifieke activiteit van het to-
tale ijzer, van het hemineijzer en van het niet~hemineijzer in de milt weer.
De curven voor het totale ijzer en het niet-hemineijzer doorlopen een maxi-
mum, De afname van de specifieke activiteit van het hemineijzer gaat ge~
paard met een toename van de specifieke activiteit van het ijzer in de niet-
heminefractie. Dit wijst op een opname van het bij de afbraak van het he-
moglobinemolecuul vrijgekomen ijzer door de niet-heminefractie.

In fig. V,8 is het verloop van de radioactiviteit in de genoemde frac-
ties afgebeeld.

De toename van de radicactiviteit in de totale milt wordt gedurende de eer-

ste twee dagen voornamelijk bepaald door de toename van de radicactiviteit

in de heminefractie. Dit kan slechis betekenen, dat de radioactiviteit welke
aanwezig is in de niet~heminefractie van de ingebrachte erythrocyten, in de be-

paling van de totale radicactiviteit van de milt niet wordt betrokken. We
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Verloop van de specifieke activiteit van het totale ijzer in de milt, van het
hemineljzer en van het niet~hemineijzer in de milt, na intracardiale toediening
van gemerkte erythrocyten. Het betreft gemiddelden van twee waamemingen,
a totale ijzer in de milt
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Verloop van de hoeveelheid radioactiviteit aanwezig in de totale milt, in de
heminefractie en in de niet-heminefractie van de milt. Gemiddelden van twee
waarnemingen. Gemerkte erythrocyten intracardiaal toegediend.

o radiogctiviteit in de gehele milt

w radioactiviteit in de heminefractie van de milt

a radicactiviteit in de niet-heminefracte van de milt



moeten daarom aannemen, dat het ijzer in de niet-heminefractie van de ery-

throcyten bij afbraak van de erythrocyten zeer snel gemobiliseerd wordt.
Op grond van fig. V,6 kan worden gesteld, dat na 2 dagen ongeveer

35% van de ingebrachte radioactiviteitsdosis uit de erythrocyten is verdwe-

nen. Dit komt neer op gemiddeld 2.,2.105 dpm. In de totale milt is na 2 da-

gen gemiddeld een hoeveelheid radicactiviteit aanwezig van slechts 0,95.105
dpm. Deze discrepantie kan gedeeltelijk worden verklaard door de hypothese
dat het niet-hemineijzer, dat bij afbraak vrijkomt, snel wordt gemobiliseerd
en door het plasma wordt afgevoerd. Dit kan slechts een gedeeitelitke ver-
klaring zijn omdat de niet~heminefractie slechts 2/5 deel van de totale hoe-
veelheid radioactiviteit bevat, wat neerkomt op gemiddeld 0,9.105 dpm, zo-
dat ongeveer 0,4.105 dpm op de totaal balans ontbreekt,

De gestelde hypothese wordt niet slechts direct ondersteund door de
in figuur V,8 weergegeven resultaten, doch ook indirect door de in figuur
V,9 weergegeven resultaten betreffende het verlcop van de specifieke activi-

teit van het totale ijzer in de lever en van het ijzer in het plasma.
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Figuur V, 8.

De figuur geeft het verlocp van de specifieke activiteit van het plasmaijzer
en van het totale ijzer in de lever weer, na intracardiale toediening van ge-
merkte erythrocyten. Gemiddelden van twee waarnemingen.

4 ijzer in het plasma

+ totale ijzer in de lever
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De atname van de specifieke activiteit van het ijzer in het plasma gaat ge-
paard met een toename van de specificke activiteit van het ijzer in de le-
ver. De curve voor de lever vertoont in tegenstelling tot de curve voor het
totale ijzer in de milt, geen duidelijk maximum. Op géén der 5 tijdstippen
bleek de specifieke activiteit van het ijzer in de heminefractie van de lever be-
paalbaar te zijn, omdat de hoeveelheid radioactiviteit in de heminefractie te
gering was om een betrouwbare meting toe te laten. Het lifkt daarom ge-
rechtvaardigd, om niet het uit de erythrocyten vrijgekomen hemoglobineijzer,
doch het plasmaijzer als de bron te beschouwen, waaruit de lever het ijzer
betrekt. De hoeveelheid door de lever opgenomen radioactiviteit heeft een
dusdanige orde van grootte, dat deze hoeveelheid slechts verklaard kan wor-
den door het radioactieve ijzer dat uit de niet-heminefractie van de erythro-
cyten bij afbraak vrijkomt.

Samenvattend kan nu worden gesteld, dat de milt zo niet het enige
dan foch het belangrijkste orgaan is waar erythrocyten worden afgebroken,
Het bij afbraak van erythrocyten vrijkomende hemoglobineijzer wordt in de
milt verwerkt (niet-heminefractie in de milt); het uit de erythrocyten vrijko-
mende niet-hemineijzer wordt naar alle waarschijnlijkheid snel gemobiliseerd

en door het plasma afgevoerd, waarna het in de lever wordt geklaard,
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HOOFDSTUK VI

DE BESTUDERING VAN DE [JZEREXCRETIE EN VAN ENKELE
ASPECTEN VAN DE LJZEROPNAME

INLEIDING

Over de ijzeruitscheiding bij de vissen is - voor zover ons uitge-
breid literatuuronderzoek deze uitspraak toelaat - geen onderzoek verricht.
We kunnen bij de vis in principe 4 wegen onderscheiden waarlangs ijzerver-
lies kan optreden:

1. via de urine

2. via de feces

3. via lichaamsmembranen welke in direct contact staan met het uitwendig
milieu

4. via cel- en schubafschilfering e.d.

Het eerste proces is experimenteel gemakkelijk toegankelijk, dit in
tegenstelling tot de drie overige processen. Door canulering van de urinaire
papil kan de urine continu worden verzameld.

Wat de darminhoud betreft, deze zal bij een vastend proefdier voor-
namelijk zijn samengesteld uit water, gal, resten van de afgestoten darm-
mucosacellen en uit de daarbij vrijgekomen celinhoud. Het is praktisch niet
mogelijk om de verschillende deelprocessen continu te vervolgen. De gal-
blaas is wegens zijn ingekapselde ligging niet te canuleren; ook op de afsto-
ting van de mucosacellen is in vivo experimenteel geen greep te krijgen.
Daarom is getracht de ijzeruitscheiding via de darminhoud te bepalen door
middel van canulering van de einddarm.

Problematischer nog is het onderzoek van de ijzeruitscheiding via
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lichaamsmembranen. Als enige reéle mogelijkheid biedt zich de meting van
de radioactiviteitsuitscheiding aan na foediening van een speurdosis 59Fe(HE).
Uitspraken over de opgetreden werkelijke ijzeruitscheiding zijn evenwel slechts
mogelijk als alle compartimenten in de vis, wat het 59Fe betreft, in een dy-
namisch evenwicht verkeren. Op grond van de specifieke activiteit van het
gehele lichaamsijzer en de radicactiviteitsuitscheiding kan dan immers de
werkelijke ijzeruitscheiding worden berekend. Dit is ook mogelijk alg het
verloop van de specifieke activiteit van het ijzer in de pool van waaruit het
ijzer wordt afgestaan, bekend is. Aan beide voorwaarden kan moeilijk wor-~
den voldaan. Een dynamisch evenwicht wordt slechts zeer langzaam bereikt,
zodat de korte halveringstijd van het 59Fe—isotoop heperkend is, De laatste
voorwaarde vooronderstelt een diepgaande kennis van het uitscheidingsme-
chanisme zelf, welke niet aanwezig is. De plaats waar de uitscheiding plaats-
vindt, kan globaal worden bepaald door het aanbrengen van goed afsluitende
zakken waarin van tijd tot tijd de radioactiviteit wordt bepaald. Mashiko et
al. (1964) bestudeerden zo de verschillende wegen waarlangs Ca wordt ge-
ahsorbeerd en wordt ge€xcreteerd. Deze methode van onderzoek hebhen wij
niet toegepast.

Het laatstgencemde proces, ijzerverlies als gevolg van perifere af-
schilfering is experimenteel praktisch ontoegankelijk en waarschijnlijk kwan-
titatief van weinig belang.

We zullen, alvorens op de experimentele procedure in te gaan, de
verschillende methoden welke zijn toegepast, foelichten. Voor een gedetail-
leerde beschriiving van de operatietechnieken, de technische gegevens van

de gebruikte canulen en dergelijke wordt verwezen naar hoofdstuk II.

1. Urineverzameling.
De urinecatheter werd via de urinaire porus ingebracht, waarna de ca-
theter, via een insnijding in de flank van de vis ter hoogte van de uri-
naire papil, werd gefixeerd. Drie dagen na hechting van de wond werd
met de urinecollectie begonnen. Twee verschillende methoden werden toe-
gepast. Deze zijn in figuur VI, 1 schematisch weergegeven,
De verzameling met behulp van het drijvende reserveir had als voordeel,
dat deze methode over langere duur (tot 7 dagen toe) kon worden aange-
wend. De tweede methode waarbij de canule aan de wand van de experi-
menteerkamer was gefixeerd, maakte continue verzameling met een frac-
tiecollector mogelijk, doch kon in de regel slechts voor korte tijd (tot
60 uur toe) worden gebruikt.
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Figuur VI, i

Perspex kamer voor de urinecollectie . Voor de afmetingen wordt verwezen naar
de tekst.

V.W.: verstelbare wand; P.L.: persluchttoevoer; F.C,: fracteverzamelaar;
K.F.: koolilter; P.: pomp (Eheim, geplastificeerd); K.: koelopzet.

UM

Figuur VI, ty-

Urinecollectie met behulp van een drijvend reservoir, Het proefdier bevindt

zich in een bak met een inhoud van 40 1. Het water wordt gekoeld en via
een koolfilter gecirculeerd.

K.: drijver van kurk; U.M.: slang voor het nemen van urinemonsters.
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2. Verzameling van de feces.
De canule werd door de anale porus aangebracht en via een doorsnijding
van de flank, ter hoogte van de anale papil, inwendig gefixeerd. De darm-
inhoud werd in een plastic zakje, dat extern aan de canule verbonden was,

opgevangen em over pericden van 24 uur verzameld.

3. Het bepalen van de radioactiviteitsuitscheiding via de membranen.
Hier werd gebruik gemaakt van perspexkamers waarvan de lengten instel-
baar waren. De afmetingen waren (17-30) ¢m x 5,5 ecm x 10 cm en
(30-40) cm x 6,5 cm X 12,5 cm (zie figuur VI, 1). In de kamers bevond
zich respectievelijk 2,5 en 3,5 liter kunstmatig zoetwater met een osmo-
laliteit van 25 mosmol/kg. Het water werd via een koolstoffilter rondge-
pompt teneinde snelle vervuiling tegen te gaan. Het filter had geen in-
vloed op de osmolaliteit. Proefondervindelijk bleek, dat de actieve kool
een zeer goed adsorbens was voor het uitgescheiden radioactieve ijzer.
Dit maakte meting van relatief geringe hoeveelheden uitgescheiden radio-
activiteit mogelijk zonder voorafgaande concentratie van het kunstmatige
zoetwater. Om selectieve metingen te verkrijgen, moesten uiteraard de
alternatieve processen experimenteel worden geélimineerd, Door canule-
ring van de urinaire papil werd uitscheiding van urine in het milieu voor-
komen. Verlies van radioactiviteit via de feces is een vertraagd proces.
De duur van de experimenten was van dien aard, dat met dit radicactivi-

teitsverlies geen rekening hoefde te worden gehouden.
§1. DE IJZERUITSCHEIDING IN DE URINE

Om een eerste indruk te krijgen over de mate van ijzerexcretie in
de urine, werd van 5 proefdieren met behulp van het beschreven drijvende
reservoir over een tijd van 3 dagen urine verzameld. Overdag werd het re-
servoir elke twee uur geleegd. De gedurende de nacht geproduceerde urine
werd in zijn geheel - dus ongefractioneerd - verzameld. De op het oog ge-
zonde vissen waren voordat het experiment begon 14 dagen in het laborato-
rium, Ze verbleven zowel voor als tijdens het experiment in stromend ont-
chloord leidingwater van 19°¢C.

De gemiddelde urineproductie bedroeg 9,4 + 1,8 ml/24uur/100 g vis, het-
geen voor een zoetwatervis als een normale waarde kan worden beschouwd

{Cleveland et al., 19692). Het ijzergehalte van de opvolgende monsters werd
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Tabel VI, 1.

Urineproductie en het gehalte aan ijzer, hemineijzer en transferrine
in de urine van de zeelt (5 proefdieren).

Zeelt Uringhoeveelheid Fe urine Hemineijzer urine Transf, urine
Ne. in 24 uur {ml) jhmol/1 pmeol/L fhmoel/l
1 33 1,3 0,021 1,0. 1072
2 26 0,9 0,018 1,3..20'2
3 38 1,6 0,010 1,0. 1072
4 42 1,1 G,020 1,2.10"2
5 28 1,5 0,035 1,4.107°

bepasld volgens de door Tavenier (1971) beschreven methode, zie hoofd-
stuk II. De urinemonsters werden voorai 10 minuten op een Sorvall tafel-
centrifuge bij 3000 rpm afgedraaid teneinde het sediment te verwijderen.
Over alle verkregen monsters werd een gemiddelde ijzerconcentratie bere-
kend ven 1,2 + 0,3 pmol/i, zodat de gemiddelde ijzeruitscheiding 11,4.10_3
pmol/24 wur/100 g vis bedroeg. Er konden geen systematische verschillen
worden aangetoond tussen de overdag en 's nachts geproduceerde hoeveelhe-
den urine. Ook de ijzerconcentraties ondergingen geen gerichfe veranderin-
gen,

We hebben ons de vraag gesteld in welke vorm dit ijzer in de urine
aanwezig is. Hierbij werd in eerste insfantie aan transferrineijzer en hemo-
globineijzer gedacht. Het transferrinegehalte werd bepaald volgens de ra-
diale immunodiffusietechniek op door ons gemaakte partigemplaten. Het anti-
zeeltentransferrine werd verkregen door immunisatie van cavia's met sterk
gezuiverde zeeltentransferrine (v. Eijk et al., 1972). Het hemoglobineijzer
werd berekend op grond van het in de urine bepaalde heminegehalte, Voor
beide bepalingstechnieken wordf naar hoofdstuk Il verwezen. Voor de bepa-
ling van het transferrinegehalte was het noodzakelijk de urine vooraf te con-
centreren. Van elk der 5 proefdieren werd de urine - welke na het bepalen
van het ijzer in de opeenvolgende monsters resteerde -~ gemengd., In deze
mengfracties werden het heminegehalte en het ijzergehalte bepaald, De urine
die nu nog resteerde werd vervolgens 50 tot 100 maal geconcentreerd door
middel van vacuumdialyse. In de 5 zo verkregen geconcenireerde mengfrac-
ties werd het transferrine gemeten. De verkregen resulfaten zijn in tabel VI, 1

weergegeven,
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Het is duidelijk, dat de gemeten ijzerconcentratie miet kan worden verklaard
door het aanwezige hemineijzer. Voorts kan worden gesteld, dat het grootste
gedeelte van het in de urine uitgescheiden ijrer niet aan transferrine is ge-
bonden. Deze waarnemingen staan niet apart, Ook bij de mens bestaat er
een grote discrepantie tussen het in de urine gemeten totale ijzer en de
hoeveelheid ijzer die op grond van het transferrinegehalte kan worden ver-
klaard (Wadsworth, 1969; Tavenier, 1971), Tavenier vond een gemiddelde
ijzerconcentratie in 24 uur's urine van gezonde mensen van 0,32 umol/l1,
15% hiervan bevond zich in het sediment. De transferrineconcentratie be-
droeg gemiddeld 1, 2. 1072 umol/1.

Mogelijk gaat het excretieproces in de nier gepaard met een directe
loskoppeling van het ijzer van het transporterend transferrine molecuul.
Een andere mogelijkheid is, dat er in de nier altijd al een van transferrine
losgekoppelde ijzerpool aanwezig is, van waaruit ijzer kan worden uitgeschei~
den. In principe kan een oplossing van het zo gestelde probleem worden ge-
vonden door na toediening van een speurdosis plasmagebonden 59Fe(III) de
specifieke activiteit van het plasmaijzer, afgeleid uit figuur V,1, te verge-
lifken met de specifieke activiteilt van het in de urine uitgescheiden ijzer.
Aan 3 proefdieren (325, 350, 330 g), welke 3 dagen voor het inbrengen van
de speurdosis, waren voorzien van een urinecatheter, werd volgens de in
hoofdstuk V, § 1 beschreven procedure intracardiaal 2 uC plasmagebonden
59Fe(HI) toegediend. Gedurende het 48 uur durende experiment bevonden de
zeelten zich in de eerder beschreven perspexkamers. De kamers waren ge-
vuld met leidingwater, dat continu via het koolstoffilter werd rondgepompt.
De temperatuar van het water werd op 19°C gehouden. De urine werd ver-
zameld in 2 uur's fracties met een fractiecollector. In de urinefracties werd
zowel het ijzer als de radicactiviteit bepaald. De specificke activiteit van
het uitgescheiden ijzer kon zodoende worden berekend. De verkregen resul-
taten zijn in de figuren VI, 2,3 weergegeven, De eerste afbeelding geeft het
camulatieve verloop van de radioactiviteitsuitscheiding weer. In de tweede
afbeelding is het verloop van de specifieke activiteil van het ijzer in de uri-
ne weergegeven.

Na een tijdsverloop van 45 uwur bedraagt de gemiddelde uitscheiding van ra-
dicactiviteit in de urine 23,5.103 dpm. Dit komt neer op 0,5% van de inge-
brachte dosis. De biologische halfwaarde tijd van het in de nier uitgeschei-

den ijzer is ongeveer 4 uur. Voor de biologische halfwaarde tijd van het
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Figuur V1,2.

De radioactiviteitsuitscheiding in de wrine als functie van de tijd na intracar-

dizle toediening van de plasmagebonden speurdosis 5S'FE:(]'.[I). Curnulatief uitge-
zet. Drie proefdieren.
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Figuur V1,3,

Specifieke activiteit van het ijzer in de urine 2ls functie van de tijd. Speurdo-
sis 59Fe(IIl) intracardiaal toegediend. Drie proefdieren.
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plasmaijzer werd - zoals in hoofdstuk V vermeld - een waarde gevonden
van 4,3 uur.

De conclusie, dat er direct aan de ijzeruitscheiding voorafgaand een loskop-
peling van het aan transferrine-gebonden ijzer plaatsvindt, is op grond van
de gelijkheid der hiologische halveringstijden alléén nog niet gewettigd. Het
is namelijk niet uitgesloten, dat de uitscheiding in de urine van het trans-
ferrine-gebonden ijzer, het gemeten verloop van de radicactiviteit in de uri-
ne volledig verklaart. Als we aamnemen, dat de in figuur VI, 2 weergegeven
cumulatieve curve, het directe gevolg is van het verlies aan transferrine~
gehonden ijzer afkomstig uit het plasma, dan kunnen we herekenen, dat het
gehalt.e aan transferrine-gebonden ijzer in de 2 wurs urinefracties gemid-

deld 0,08.10"3 pumol bedraagt. Het gemeten transferrinegehalte is slechts

1,1.1th5 pmol, zodat verlies van transferrine-gebonden ijzer geen voldoen-
de verklaring kan zijn voor de experimentele resultaten.

We moeten dus concluderen, dat er voorafgaand aan de excretie van
het ijzer, loskoppeling opireedt van het transferrine molecuul. De vraag die
zich nu opdringt is of al het in de urine uitgescheiden ijzer direct - al dan
niet aan t{ransferrine gebonden - uit het plasma afkomstig is. Zou dit het
geval zijn, dan moet de specifieke activiteit van het op een bepaald ogen-
blik uitgescheiden ijzer gelijk zijn aan de specifieke activiteit van het plas-
maijzer op datzelfde ogenblik, zangenomen dat het excretieproces ten op-
zichte van het loskoppelingsproces niet al te sterk naijlt, en dat de invloed
van het in de urine aanwezig hemoglobineijzer op de gemeten specifieke ac-
tiviteit te verwaarlozen is. De - op grond van de in figuur V,1 weergege-
ven verdwijningscurve - berekende absolute verdwijningscurve van het plas-
mazijer (figuur VI,4), zou dan binnen de nauwkeurigheid van de bepalings-
techniek de in figuur VI, 2 weergegeven curve voor het verloop van de spe-
cifieke activiteit van het ijzer in de urine moeten overlappen. Dit is niet
het geval.

Figuur VI, 4 geeft de berekende absolute verdwijningscurve weer,
voor een gemiddelde vis van 340 g met een plasmavolume van 10 ml en een
plasmaijzerconcentratie van 15 pmol/l, Als we aannemen, dat de specifieke
activiteit van het ijzer in de geponeerde ijzerpcol nul is, dan kunnen we be-~
rekenen welke hoeveelheid ijzer geleverd wordt door de ijzerpool en veor
welke bijdrage het loskoppelingsproces verantwoordelijk is. De in figuur VI, 2
weergegeven cumulatieve curve 1s onder deze aanname het directe gevolg

van het verlies aan - al dan niet transferrine gebonden ~ ijzer, afkomstig
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Figuar VI, 4,

Berekend verloop van de specifieke actviteit van het plasmaijzer, na intracar-
diale toediening van 2 pC 59}'3(111), gebonden aan plasma. De bij de drie
proefdieren verkregen eindwaarden zijn in de figuur opgenomen.

uit het plasma. Op grond van deze curve werd reeds eerder een totale ijzer-
vitscheiding in de 2 uurs urinemonsters beregkend van gemiddeld 0,08.1[]_3
umot. Omdat een gemiddelde 2 uurs urinefractie 2,5 ml bedraagt, komt dit
neer op een ijzerconcentratie van 0,033 umol/l. Een transferrineconcentra-
tie van 1,2.10_2 pmol/1 kan bij een 30% verzadiging slechts (30,7.10_2 pmol
ijzer/1 verklaren, zodat de resterende 2,6.10_2 (= 3,3.10—2 - 0,7.10_2)
umol/l kunnen worden toegeschreven aan het geponeerde loskoppelingsproces.

We. kunnen nu op grond van bepalingen en berekeningen het ijzer in
de urine als volgt indelen (tabel VI, 2):
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Tabel VI, 2.

Ijzer in de urine ingedeeld naar de aard van de verbinding en naar de
herkomst. Aangenomen is, dat de specifieke activiteit van het depot-
ijzer in de nier te verwaarlozen is. (Zie voor de berekening de tekst.)

ijzer ijzerconcentratie (pmol/1)
1. sediment 0,08
2.  hemoglobine 0,021
3.  transferrine 0,007
4.  van transferrine Josgekoppeld 0,026
0,134
totaal ijzer 1,2
5.  uit de "ijzerpool" afkomstig 1,07

We moeten concluderen, dat het meeste ijzer in de urine afkomstig
is uit de geponeexrde ijzerpool,

Is er op microscopisch niveau enige aanwijzing te vinden voor het be-
staan van een ijzerpool in relatie tot het excretieapparaat? Histologische
preparaten welke gekleurd zijn met Berlijnsblauw volgens Perl en tegenge-
kleurd met kernechtrood, tonen kleurbaar ijzer aan in de tubuli van de nier.
Niet alle delen van het excretieapparsat reageren positief. De glomerulus,
de nek van de glomerulus, het distale segment van de tubulus en de collec-
tie tubulus reageren negatief op de Berlijnsblauw kleuring. In de cellen van
het eerste en tweede proximale segment is wel ijzer aanwezig dat met Ber-
lijnsblauw kan worden gekieurd. Ook in het lumen van het eerste en tweede
proximale segment kan ijzer worden aangetoond. Dit laatste is ook mogelifk
- zij het in mindere mate - in meer distaal gelegen regionen van de tubu-
lus. Of het histochemisch aantoonbare ijzer identiek is met het ijzer in de
geponeerde ijzerpool, kan op grond van de verkregen experimentele resulta-
ten niet worden uitgemaakt.

Zoals reeds eerder vermeld, bevonden zich de zeelten gedurende de
beschreven experimenten in stromend leidingwater. Het ijzergehalte van het
leidingwater is laag en bedraagt niet meer dan 0,4 umol/l. Als we ons voor-
lopig baseren op een drinkratio van 1,7 mi/100 g vis/24 uur (zie verderop
in dit hoofdstuk), dan kunnen we een dagelijks oraal ijzeraanbod berekenen
van {),8,10"'3 pmol Fe/100 g vig. Zelfs bij een 100% absorptie van het met
het drinkwater aangeboden ijzer, zou het urinaire ijzerverlies niet worden

gecompenseerd., De gemeten ijzeruitscheiding in de urine bedraagt immers
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11,4.10’3

+ 2,6 umol/100 g vis/24 uur. Daarbij komt, dat er niet slechts

ijzerverlies via de urine optreedt, maar dat ook met de feces en mogelijk door

de lichaamsmembranen ijzer kan worden uitgescheiden. We komen hier later
op terug. Een en ander doet vermoeden, dat het urinaire ijzeruitscheidings-
mechanisme niet goed regelbaar is, zodat de ijzeruitscheiding niet optimaal
op de ljzerabsorptie wordt afgestemd. We mogen evenwel de mogelijkheid
niet uitsluiten, dat aanpassing van het ijzeruitscheidingsmechanisme eerst na
verloop van tijd wordt bereikt.

We hebben reeds eerder gesteld, dat de grootste bijdrage aan het in
de urine uitgeschelden ijzer wordt geleverd door de geponeerde ijzerpool.
Het is zeer wel mogelijk, dat er bij een langdurige negatieve balans van op-
genomen en uitlgescheiden ijzer, depletie van de geponeerde pool optreedt,
zodat ook de hijdrage vanuit deze pool aan het in de urine uitgescheiden
ijzer wordt gereduceerd. Anderzijds zou bij een langdurig overmatig ijzer-
aanbod de pool in emvang kunnen toenemen, met als gevolg een mogelijk
verhoogde ijzerexcretie in de urine. Deze overwegingen leiden tot twee soor-
ten experimenten. De concrete vraagstelling kunnen we als volgt formuleren:
1. Neemt de omvang van de ijzerpool bij langdurig submarginaal ijzeraan-

bod af en zo ja, is deze afname van invlioed op de urinaire ijzeruitschei-
ding.

2, Leidt een langdurig overmatig aanboed tof een toename van de geponeerde
ijzerpool en zo ja, gaat dan deze toename gepaard met een verhoging van
de ijzeruitscheiding in de urine,

Voor de bestudering van de eerste vraagstelling hebben wij de volgen-
de experimentele procedure gevolgd. Drie vissen, welke gedurende 10 dagen
in een kunstmatig zoetwatermilien verbleven met cen osmolaliteit van
25 mosmol/kg, werden gedurende de eerste 8 dagen gevoed met het in hoofd-
stuk I beschreven artificigle voedingsmengsel, waaraan geen ijzer was toe-
gevoegd. Op grond van het gemeten ijzergehalte van dit voedsel, kon wor-

den berekend, dat per 100 g vis niet meer dan 1,0.10"'3 wmol Fe werd aan-

geboden. De ijzerconcentratie in het kunsimatig zoetwater bedroeg 4.10_3
pmol/l, zodat de ijzeropname met het drinkwater kon worden verwaarloosd.
Na 8 dagen werd volgens de beschreven procedure de urineblaas gecanu-
leerd; 2 dagen later werd in de perspexkamers - eveneens gevuld met kunst-
matig zoetwater van gelijke osmolaliteit - met urinecollectie begonnen. De
urine werd gedurende 30 uur opgevangen in fracties van 5 uur. Tabel VI, 3

geeft de resultaten weer.
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Tabel VI, 3.

Jjzeruitscheiding onder condities van een submarginaal ijzeraanbod,

proefdier no. totaal

1 . 2 3 gemiddelde
gem. urineproductie 9,4 + 0,8 8,4 + 0,6 9,4 + 0,95 9,1 +0,8
{(m1/100 g vis/24 uur)
gem. ijzerconcentratie 0,8 + 0,1 0,9+ 0,3 0,9 + 0,1 0,9+ 0,2
(i mel/l)

-3 -3 -3 -3 -3 -3 -3 -3

gem. ijzeruitscheiding §,2.10  + 2,3.10 7,6.10 " + 1,9.10 7,310 + 1,1.10 7,7.10 © + 1,75.10

{(Lmol/100 g vis/24 uur)

Urineproductie, ijzerconceniratie in de urine en de dagelijkse ijzeruitscheiding in de urine per 100 g vis, na een verblijf van
10 dagen in kunstmatig zoetwater met een ijzerconcentratie van 4, 10-3 twmol/l. Drie proefdieren. Gemiddelde + standaarddeviatie.



De gemiddelde ijzeruitscheiding is in vergelijking tot de eerder gevonden

3 + 2,6.107° weliswaar afgenomen, op basis van de

waarde van 11,4.10
Student t~toets (p = 0, 05) is deze afname niet significant.

Na afleop van het experiment werden de vissen bloedvrij gespoeld met fysio-
logisch zout. Van de milt en de nier werden coupes gemaakt welke met Ber-
liinsblauw op de aanwezigheid van ijzer werden onderzocht. De coupes wer-
den vergeleken met de eerder verkregen serie en met een nieuwe serie ver-
kregen uit pas gevangen zeelten. Deze laatste serie kon als een blanco wor-
den beschouwd.

De hoeveelheid kleurbaar ijzer in de niertubuli blijkt onder condities van een
langdurig submarginaal ijzerasnbod te zijn afgenomen. Slechts incidenteel
kan nog ijzer in de cellen van de proximale tubuli en in het lumen van de
tubuli worden aangetoond. Voor het kleurbare ijzer daf als "clusters' in het
erythroide weefsel voorhanden is, kon geen duidelijke afname worden waarge-
nomen, dit in tegenstelling tot het kleurbare ijzer in de milt.

Voor de bestudering van de tweede vraagstelling, is gebruik gemaakt
van de volgende proefopstelling. Drie zeelten - waarvan de urineblazs twee
dagen voor de aanvang van het experiment was gecanuleerd - bevonden zich
gedurende 48 uur in de urine collectiekamers welke werden doorstrocomd met
een oplossing bestaande uit kraanwater waaraan vanuit een reservoir conti-
nu Fe(Ill) citraat werd toegevoegd. De ijzerconcentratie in de kamers was
constant en bedroeg 20 umol Fe(Ill)/1. De pH in het ferricitraat reservoir
was op 7 gebracht zodat ook de pH van het experimentele medium neutraal
was. De osmolaliteit van het met ferricitraat verrijkte water bedroeg
30 mosmol/kg. De drie zeelten waren van te voren gedurende 7 dagen ge-
acclimeerd in een milieu bestaande uit kraanwater waaraan natriumcitraat
tot aan een osmolaliteit van 30 mosmol/kg was toegevoegd., De temperatuur.
van het acclimatiemilien en van het experimentele milieu bedroeg 18°C. De
urine werd in '5 uursiracties' verzameld,

Tabel VI, 4 geeft de resultaten weer. De verzamelde urinefracties zijn zo
gecombineerd, dat voor iedere vis 4 '10 uursfracties' en 1 '8 uursfractie'
werden verkregen. In de tabel zijn deze respectievelijk genummerd van

1 t/m 5. De tabel geeft de gemiddelde waarden van de genocemde grootheden
weer,

De - op grond van de volumina der 5 verkregen monsters - berekende uri-
neproductie per 100 g vis per dag ondergaat gedurende het experiment geen

gerichte verandering, dit in tegenstelling tot de ijzerconcentratie en de da-
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Tabel VI, 4.

IJzeruitscheiding in de urine onder condities van een verhoogd ijzeraanbod.

rubriek no, 1 2 3 4 5 [+
urineproductie 6,5 7,8 6,4 é,9 g8, 2 6,3
(ml/100 g vis/24 uur)
s.d. 0,8 i,2 0,6 1,0 0,5 5,7-6,9
ijzerconcentratie 1,0 Q0,9 0,8 1,3 1,8 2,5
[ mol/T)
s.d. 0,08 0,1 0,2 0,2 0,25 2,1-2,9
-~ - -3 =3 -3 -3
ijzeruitscheiding 6,5, 10 $ 7,0.10 3 5,1.10 9,0. 10 14,8,10 15,8, 10
17100 is/24
{ |amol/ g vis/24 uur) -3 -3 -3 -3 3 3
s.d. 0,8.10 1,2.10 1,1.10 1,3.10 1,6.10 1,2.10

Rubriek 1 t/m 5 geeit de gemiddelde waarden + de standaarddeviaties {3 proefdieren) voor de urineproductie, de
ijzerconcentratie en de dagelijkse urinaire ijzeruitscheiding weer bij een verblijf van 48 uur in een milieu bestaande
uit stromend leidingwater continu verrijkt met 20 W mol Fe(llljcitraat/l, De rubrieken 1 t/m 4 representeren opeen-
volgende '10 uurs urinefracties', De 5e rubriek representeert de laatst verkregen '8 uurs urinefractie'.

Rubriek & geeft de gemiddelde waarden + de spreidingsbreedte van de wrineproductie, de ijzerconcentratie en de da-
gelijkse ijzeruitscheiding in de urine (2 proefdieren) bij een - aan de urinecollectie voorafgaand - verblijf van 7 da-
gen in leidingwater verrijkt met 20 pinol Fe(lil)citraat/l. De waarden hebben betrekking op de per vis verzamelde
24 uurs urine.



gelitkse ijzeruitscheiding per 100 g vis. Voor het laatste monster (8 uurs)
geldt, dat zowel de ijzerconcentratie als de berekende ijzeruitscheiding signi-
ficant van de voor de eerste 3 monsters berekende ijzerconcentratie en ijzer-
uitscheiding verschillen. Een verklaring hiervoor kan zijn, dat de gedurende
de acclimatieperiode geinduceerde depletie van de ijzerpool, pas in de loop
van het experiment wordt te niet gedaan, De uiteindelijk toegenomen om-
vang van de geponeerde ijzerpool, zou dan de verhoogde ijzeruitscheiding
per 100 g vis kunnen verklaren.

Het histologisch onderzoek (Berlijmsblauwkleuring volgens Perl) toonde aan
dat de hoeveelheid kleurbaar ijzer in de niertubuli, onder de gegeven expe-
rimentele. condities, duidelijk was verhoogd, dit in overeenstemming met de
hypothese dat het histochemisch aantoonbare ijzer identiek is met de gepo-
neerde ijzerpool.

Als de gedachte juist is, dat depletie van de ijzerpool leidt tot een aan-
vankelijke verlaging van de ijzerconcentratie van de urine en daardoor tot
een verlaging van de dagelijkse ijzeruitscheiding, dan moet na een langdu-
rig verblijf in het beschreven milieu een verhoogde ijzerconcentratie en een
toegenomen ijzeruitscheiding worden verwacht.

Twee zeelten verbleven hiertoe gedurende 6 dagen in kraanwater daf met
ferricitraat tot een ijzerconcentratie van 20 pmol Fe(Ill) was verrijkt. Twee
dagen voordat met urineccllectie werd begonnen, werd de urineblaas gecanu-
ieerd.

De verkregen resultaten zijn in tabel VI,4 vermeld en wel onder rubriek 6.
Zowel de ijzerconcentratie als de dagelijkse ijzeruitscheiding zijn duidelijk
verhoogd. Dit geldt eveneens voor de histochemisch met behulp van Berlijns-
blauw aantoonbare ijzerfractie in de tubuli van de nier.

We kunnen uit deze experimenten concluderen, dat de ijzeruitschei-
ding in de urine afhangt van het ijzeraanbed. De resultaten, verkregen on-
der condities van een submarginaal ijzeraanbed zouden kunnen betekenen,
dat de ijzeruitscheiding in de nier slechts tol een bepaald minimum toe re-

gelbaar is; dit minimum zou dan ongeveer 6, 0.10_3

pmol Fe/100 g vis/24 uur
bedragen. Een verhoogd ijzeraanbod doet de ijzeruitscheiding in de urine
toenemen, Of hier van een efficignte regulatie sprake is, kan niet worden
beocordeeld, Hiertoe zou de werkelijke ijzeropname onder condities van een
verhoogd ijzeraanbod bekend moeten zijn. Baseren we ons wederom op een
drinkratio van 1,7 ml/100 g vis/24 uur, dan bedraagt het orale ijzeraanbod

in het met Fe(lil)citraat verrijkte milieu 38. 10_'5 Lmol/100 g vis/24 uwur. De
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maximale waarde welke wij hebben gemeten voor de ijzeruitscheiding onder
deze condities bedraagt 16.10—3. De mogelijkheid dat er een doeltreffende
regulatie optreedt, lijkt zeker aanwezig.

§ 2. DE IJZERUITSCHEIDING VIA DE FECES

We zullen hier op de vraag ingaan of er afhankelijk van het ijzeraan-
bod regulatie van het fecale ijzerverlies kan opireden. Zoals in de inleiding
van dit hoofdstuk is besproken, wordt de darminhoud verzameld gdoor middel
van canulering van de einddarm, Aan de proefdieren is steeds 4 dagen voor
de aanvang van het experiment voedsel onthouden, zodat de darminhoud voor-
namelijk bestond uit water, resten van darmmucosacellen en gal,

We hebben twee soorten experimenten uitgevoerd.

De eerste serie had betrekking op het fecale ijzerverlies onder con-
dities van een submarginaal ijzeraanbod. De experimentele procedure was
gelijk aan die welke werd gevolgd bij de bestudering van het urinaire ijzer-
verlies onder condities van een langdurig submarginaal ijzeraanbod (para-
graaf 1).

De tweede serie experimenten had betrekking op het fecale ijzerver-
lies onder condities van een langdurig overmatig iizeraanbod. Evenals hbij
de bestudering van het urinaire ijzerverlies onder deze condities verbleven
de zeelten gedurende 6 dagen in kraanwater waaraan 20 umol/l Fe(IIl) als
citraat was toegevoegd, Dit milien werd dagelijks ververst. Na het aanbren-
gen van de einddarmcanule werden de zeelten overgebracht in een kunstma-
tig zostwatermilieu van gelijke osmolaliteit en zuurgraad (30 mosmol/kg;
pH = 7). Twee dagen later werd met de verzameling van de darminhoud be-
gonnen. Er werd gedurende 5 dagen verzameld in 24 uursfracties. In de
24 uursfracties werd zowel hemine als totaal ijzer bepaald. Tabel VI, 5
geeft de resultaten weer.

De gevonden waarden zijn niet significant verschillend. De relatief hoge
waarden doen de vraag rijzen of mogelijk tengevolge van de operationele in-
greep interne bloeding is opgetreden, De heminebepalingen die wij hebben
verricht op de gecollecteerde 24 uursfracties, wijzen niet in deze richting,
Maximaal 5% van het totale ijzer kan door de aanwezigheid van hemineijzer
worden verklaard.

Dat mogelijk de gal in de regulatie van de ijzeruitscheiding een rol

speelt, zou uit de volgende gegevens kunnen blijken. Na afloop van de collec-
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tiefase werden de zeeliten opgeofferd en met fysiologisch zout doorspoeld.

De gal, de lever en de totale schoongespoelde darm werden verveolgens op

ijzer onderzocht. Tabel VI, 6 geeft de resultaten weer.

Tabel VI, 5.
ijzeraanbod submarginaal overmatig
aantal monsters 14 15

darminhoud 2,1 +0,5 1,8 £+ 0,6
(ml/100 g vis/24 uur)
ijzerconcentrate 6,8 + 1,7 11,4 + 2,9
{ hmel/1)
. . . -3 - -3 w3
ijrervitscheiding 14,3,10  + 3,9.10 20,5,10  + 4,7.10

(Limol/100 g vis/24 uur)

[zeruitscheiding via de feces. De proefdieren, 5 in het totazl, verbleven vooraf
in een milieu gekenmerkt door een submarginaal en een overmatig ijzerzanbod.
Voor de betekenis van deze rubrieken wordt verwezen naar de tekst. Gemiddelde

waarden -+ standaarddeviaties.

Tabel V1,6,
ijzeraanbod submarginaal overmatig
aantal proefdieren 3 3

ijzergehalte gal 0,17 + 0,06 0,32 1 0,65
{mol/g nat gewicht)

hoeveelheid gal 0,15 + 0,04 0,14 + 0,04
i)

ijzergehalte lever 7,4 12,1 8,2 +2,5
(jmol/g nat gewicht)

ijzergehalte darm 0,26 + 0,05 0,31 + 0,08

(Lmol/g nat gewicht)

IJzergehalte in de gal, de lever en de darm en de hoeveelheid gal in de galblaas,
gemeten bij de proefdieren die zijn gebruikt voor de bestudering van het fecale

ijeerverlies onder submarginale en overmatige ijzercondities, Gemiddelde waarden 1

standaarddeviaties,
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Slechts de waarden voor het ijzergehalie van de gal zijn op basis van de
t-toets, p { 0,05, significant verschillend. Er zijn - voor zover ons bekend -
voor vissen geen gegevens gepubliceerd over de hoeveelheid geproduceerde
en in het darmlumen uitgescheiden galvloeistof, zodat over de kwantitatieve
rol van de gal in de ijzeruitscheiding geen bhindende uitsprazk kan worden
gedaan. Terloops zij hier opgemerkt, dat de ijzerconcentratie van de gal-
vloeistof afhankelijk is van de totale ijzerstatus van de zeelt, Door ons uit-
gevoerde experimenten, waarbij zeelten werden overladen met intramuscu-
lair toegediende ijzerdoses (Fe(IIl)eitraat), toonden aan, dat de ijzerconcen-
tratie in de gal evenredig met de overladingsfactor toenam. In hoofdstuk VII
wordt hierop teruggekomen.

§ 3. DE WZERUITSCHEIDING VIA LICHAAMSMEMBRANEN

In de inleiding van dit hoofdstuk zijn we reeds ingegaan op de expe-
rimentele en theoretische moeilijkheden die het meten van de werkelijke
ijzeruitscheiding via de lichaamsmembranen met zich meebrengt. We zullen
ons beperken tot. het volgen van het radioactiviteitspeil in het milieu, na
Fe(m). De
speurdosis bedroeg 2 C. Voor verdere bijzonderheden wordt verwezen naar

intracardiale toediening van een speurdosis plasmagebonden

hootdstuk V, § 1. De proefdieren - welke eerst 10 dagen in het laboratorium
verbleven - werden twee dagen voor het begin van het experiment van een
urinecatheter voorzien, Tijdens het experiment kon zodoende de urine als
radioactiviteitsbron worden geélimineerd. Enkele voorafgasnde proeven toon-
den aan, dat pas 6 tot § uur na toediening van de speurdosis met de feces
radioactiviteitscontaminatie van het water optrad. In een kortdurend experi-
ment hoeft dus met de fecale radioactiviteitsuitscheiding geen rekening te
worden gehouden. De proefdieren werden met MS 222 verdoofd waarna eerst
een kieuwdekselcanule werd aangebracht en verveolgens de speurdosis 5E’Fe(III)
intracardiaal werd toegediend. De canule stelde ons in staat om periodiek
monsters te nemen van het water dat de kieuwen gepasseerd was. Pas na-
dat de proeifdieren in aparte bakken uit hun verdoving waren bijgekomen, wer-
den ze overgebracht in de urinecollectiekamers. Tijdens het bijkomen werd
voortdurend gecontroleerd of er op de plaats waar de naald was ingebracht
verlies van radioactiviteit optrad. Indien dit het geval was, dan werden de
vissen uit het experiment genomen. De kamers waren gevuld met ontchloord

kraanwater, dat gedurende het experiment voortdurend via een koolfilter
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werd rondgepompt met een snelheid van 100 ml/min. De vissen bevonden
zich met de kop tegen de stroomrichting in. De temperatuur van het water
hedroeg 18%¢.

Om het halve uur werd het koolfilter vernieuwd en werd zowel de
radicactiviteit van het koolfilter als van het water gemeten. De urine is in
2 uur's fracties opgevangen., In deze fracties werden zowel de ijzerconcen-
tratie als de radioactiviteit bepaald. De experimenten duurden 6 uur, het aan-
tal proefdieren bedroeg 5. De verkregen resultaten zijn in figuur VI, 5 grafisch
weergegeven, De radioactiviteitsuitscheiding in de urine en in het milieu zijn
cumulatief als functie van de tijd uitgezet. De resultaten van twee 40 uur duren-

de experimenten zijn niet in de figuur opgenomen, doch in de tekst vermeld.
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Figuur VI, 5.

Radioactiviteitsuitscheiding na intracardiale toediening van 2 |, C plasmagebon-
den 59Fe(I]I) als funetie van de tjd. e curven zijn cumulatief weergegeven
en hebben betrekking op de uitscheiding via de wrine { = ) en de uitschei-
ding via lichaamsmembranen { ---- ). Het aantal proefdieren is 5. Alle waar-
nemingen vallen in het gearceerde gebied.
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De cumulatieve curve voor het in het water uitgescheiden radiocactieve ijzer
verloopt anders dan die voor het in de urine uitgescheiden radioactieve ijzer.
Enerzijds vlakt de curve eerder af, anderzijds ligt het bereikte maximum
hoger. De afvlakking zet na 5 wur reeds in, doch is tussen de 8 en 14 uur
na aanvang van het experiment het meest markant. Na 6 uwur is in de urine
0,34 + 0,10% van de ingebrachte speurdosis terechigekomen, in het water is
daarentegen 1,05 + 0,12% van de toegediende dosis uitgescheiden. Na ver-
loop van 40 uur zijn deze percentages respectievelijk 0,50% en 1,36%. De
monsters die via de kieuwdekselcanule zijn verkregen tonen aan, dat het wa-
ter dat de kieuwen is gepdsseerd, per volume eepheid meer radicactiviteit
bevat dan het gemengde water in de collectickamer. Het verschil is in het
begin van het experiment maximaal en neemt in de loop van de tijd af.

De discontinue verzameltechniek, en het gebrek aan dynamische ge-
gevens over het ventilatiesysteem, sluiten kwantitatieve uitspraken over de
functie van de kieuw in de ijzeruitscheiding uit. De monsters werden name-
lijk verkregen door juist voorafgaand aan het openen van de kieuwdeksel met
behulp van een 1 ml spuit, 0,2 ml water aan te zuigen; 1 ml zo verzamel-
de ventilatievloeistof werd op radioactiviteit bepaald. Fen continu volgen
van de radicactiviteitsuitscheiding door de kieuw was met deze techniek niet
mogelijk, Voorts zou voor ieder verkregen 1 ml monster het corresponde-
rende ventilatievolume bekend moeten zijn, teneinde de uitscheiding van ra-
dicactief ijzer door de kieuw te kunnen berekenen. De verkregen resultaten
wettigen evenwel het vermoeden, dat de kieuw een rol speelt in de ijzeruit-
scheiding.

LJzerkleuringen met Berlijnshlauw volgens Perl op kieuwen afkomstig
uit proefdieren met een normale ijzerstatus tonen slechts zeer sporadisch
ijzer in de perifere cellen aan. Na ijzerbelasting valt de Berlijnsbiauw
kleuring daarentegen duidelijk positief uit. Het kleurbare ijzer bevindi zich
dan veornamelijk in perifere cellen welke in direct contact staan met het
omringend milieu.

Zoals figuur V, 3 weergeeft neemt de specifiecke activiteit van de
kieuw na intracardiale toediening van 59Fe(III), de eerste tijd sterk toe om
na ongeveer 10 uur een maximum te doorlopen. We hebben in hoofdstuk V
gesteld, dat dif verloop in principe te verklaren is, als we minimaal twee
compartimenten aannemen, een klein compartiment in evenwicht met het
plasmaijzer en een relatief groot compartiment dat langzaam ijzer met het

kleine compartiment uitwisselt. Het is in dit verband van belang, dat we in
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het laatste supernatant, dat bij fractionering van goed bloedvrij gespoelde
kieuwen verkregen wordt, zie hoofdstuk II en § 5 van dit hoofdstuk, trans-
ferrine hebben kunnen aantonen. Kwantitatieve transferrinebepalingen volgens
Marcini, wezen uit dat het transferrinegehalte per gram nat gewicht uitge-
drukt voor de kieuw en voor het zeeltenplasma gelijk is. Het transferrine-
gehalte per gram nat gewicht hedraagt 22.10_3 umol. Op grond van het ge-
meten heminegehalte van de eiwitfractie (= laatste supernatant) staat vast,
dat slechts 0,1% van het aanwezige transferrine afkomstig kan zijn uit bloed
dat nog in de kieuw is achtergebleven. Het transferrine is dus in de inter-
stitiéle ruimte of in de intracellulaire ruimte aanwezig. Enkele experimen-

ten toonden aan, dat na intracardiale toediening van een speurdosis plasma-

gebonden 59

Fe(lll) de specifieke activiteit van het ijzer in de transferrine-
fractie, de specifieke activiteit van het plasmaijzer volgt, maar met een
factor 5 tot 8 kleiner is. We dienen hierbij te bedenken, dat de transferri-
nefractie werd verkregen door het laatste supernatant (= totale eiwitfractie)
na 24 urige dialyse tegen een 0,1 molair Tris 0,5 molair NaCl buffer,

PH = 8,2, over een Sephadex G 150 kolom, onder gebruikmaking van de ge-
noemde buffer te fractioneren en die fracties te verzamelen welke positief
op de kwalitatieve transferrinebepaling volgens Ouchierlony reageerden, Een
zuivere transferrinefractie werd zodoende niet verkregen, zodat reductie van
de specifieke activiteit van het transferrineijzer ten gevolge van bijmenging

van ijzer met een relatief geringe specifieke activiteit niet uitgesloten is.

§ 4. HET BEPALEN VAN DE DRINKRATIO IN VERBAND MET HET BE-
REKENEN VAN HET ORALE IJZERAANBOD

We hehben reeds vermeld, dat met behulp van de in hoofdstuk III be-
schreven proefopstelling de netto ijzeropname wordt bepaald. De vraag is
nu langs welke weg of langs welke wegen het ijzer wordt opgenomen. Het
meest voor de hand ligt, dat het ijzer via de darmmucosa wordt geabsor-
beerd. We mogen evenwel de kisuw en mogelijk ook andere lichaamsmem-
branen niet a priori uitsluiten.

Een oriénterend onderzoek over de relatieve betekenis van de ijzer-
absorptie via de darmmucosa verrichiten wij door het bepalen van de drink-
ratio. Onder de drinkratio wordt verstaan de hoeveelheid water welke on-
der gedefinieerde experimentele condities door de vis per gewichis- en tijds-

eenheid oraal wordt opgenomen. Op grond van de gemeten drinkratio kan
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vervolgens worden berekend of de hoeveelheid water welke dagelijks oraal
wordt opgenomen, de berekende hoeveelheid dagelijks geabsorbeerd ijzer kan
verklaren. Voor de bepaling van de drinkratio hebben we gebruik gemaakt
van de door Evans (1968) beschreven techniek. Kort gezegd, komt deze tech-

niek erop neer, dat de opname van polyvinylpyTrplidone—125J uit het experi-

mentele milien wordt bepaald. Daar het PVP—IZSJ de darmwand niet kan
passeren, is het voldoende slechts de darm en de darminhoud op radicacti-
viteit te onderzoeken. Gezien het feit dat lsz een v-straler is, levert dit
geen experimentele moeilijkheden op.

Het zal duidelijk zijn, dat beslissend voor de te volgen procedure is,
dat de osmeolaliteit, de zuurgraad en de temperatuur van het experimentele
milieu en van het milieu waarin de ijzeropname wordt gemeten - zie hoofd-
stuk IIl en IV ~ gelijk zijn. Voorts zullen de proefdieren zorgvuldig moeten
zijn geacclimatiseerd onder condities die voor het experimentele milieu ka-
rakteristiek zijn, dus bij gelijke osmolaliteit, zuurgraad en temperatuur.
Evenals het milieu in de in hoofdstuk III beschreven proefopstelling bestond
het acclimatisatiemilien uit kunstmatig zoetwater, De pH en de tempera-
tuur van het acclimatisafiemilieu waren respectievelijk 7 en 20°C.
Acclimatisatie vond plaats bij 10, 26 en 70 mosmol/kg, waarbij de waarde
van 26 mosmol/kg overeenkomt met de osmolaliteitswaarde van het in hoofd~
stuk II beschreven milieu. De drinkratioc werd bepaald bij dezelfde osmola-
liteit waarbij de proefdieren geacclimatiseerd waren, dus respectievelijk bij
10, 26 en 70 mosmol/kg. Het experimentele milieu bestond uit kunstmatig
zoetwater, waaraan PVP—125J was toegevoegd tot aan een radiochemische
concentratie van 330 dpm/ml. Het totale volume bedroeg 5 liter. De pH en
de temperatuur waren - als bij het acclimatisatiemilieu - 7 en 10°¢ respec-
tievelijk. De proefdieren werden zonder verdoofd te zijn naar het experi-
mentele milieu overgebracht, waarin ze vervolgens 2 uur verbleven. Na het
verblijf in het experimentele milieu werden de zeelten voor een half uur
overgeplaatst in een niet-radioactief milieu van gelijke osmolaliteit, pH en
temperataur, dit teneinde verlies van radicactiviteit door de slokdarm bij
het verwijderen van de darm te voorkomen. Uit de opgenomen hoeveelheid
radioactiviteit en de radiochemische concentratie van het milieu kan de drink-

ratio worden berekend. Tabel VI, 7 geeft de resultaten weer.
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Tabel VI, 7.

osmolaliteit aantal drinkratio
acclim. milieu proefdieren
{mosmol/kg) {imel/100 g vis/uur)
10 3 242 + 38
26 3 171 + 34
70 3 147 + 40

Drinkratio gemeten bij verschillende waarden voor de osmolali-
teit van het milieu. Gemiddelde + de standaazrddeviatie.

Als we ons baseren op de in § 3 van hoofdstuk Il gegeven waarden voor het
ijzergehalte en het radioactiviteitsniveau - welke exemplarisch zijn voor het
kunstmatig zoetwater van de proefopstelling - dan kunnen we berekenen, dat
een drinkratio van 170 p1/100 g vis/uur een oraal ijzeraanbod van 1,0 nmol/
100 g vis/24 wur zekerstelt. De in hoofdstuk IV beschreven ijzeropname van
gemiddeld 1,12 nmol/100 g vis/24 uur kan door het orale ijzeraanbod wor-
den verklaard. We moeten dan evenwel aannemen, dat het oraal aangeboden
ijzer voor praktisch 100% wordt geabsorbeerd. Bovendien moet in aanmer-
king worden genomen, dat in de in hoofdstuk IV beschreven experimenten
niet de absolute maar de netto ijzeropname wordt gemeten. Het is dus niet

onwaarschijnlijk, dat alternatieve absorptiemechanismen werkzaam zijn.
§ 5. DE IJZEROPNAME DOOR DE KIEUW

Proefopstelling

De ijzeropname door de kieuw kan het beste worden bestudeerd met
behulp van de perfusietechniek. We hebben gebruik gemaakt van de door
Rankin® (1971) beschreven perfusieopstelling, waarin enkele wijzigingen wa-
ren aangebrachi. Figuur VI,6 geeft de opstelling schematisch weer.

De belangrijkste wijziging betreft de perfusickamer, De kieuwlamellen wer-
den hierin niet zoals dit bij Rankin het geval is, in beweging gehouden door

* Wij danken Dr. ].C. Rankin voor de ons geboden mogelijkheid de perfusietechniek op zijn la-
boraterium (Bangor, Engeland) te bestuderen,
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Figuur VI, 6.

Schematische weergave van de kieuwperfusieopstelling.

PK perfusiekamer; M ijzermiliew; KW koelwater; PV perfusievlceistof reservoir;
P pomp; ZE murstofelectrode; RZE recorder mwrstofelectrode; DT druppelteller;
RDT recorder druppelteller; PRAM programmaschakelaar; DAC digitaal analoog
convertor.

de totale kieuwboog in het milieu mechanisch te bewegen, doch door middel
van een sysieem van geperforeerde polytheen siangen van waaruit continu
over het gehele ge€xponeerde oppervlak van de kieuwboog van beide kanten
water werd gelanceerd. Dit water werd door middel van twee peristaltische
pompen met een grote capaciteit uit de perfusiekamer aangezogen. De per-
fusie vond plaats onder condities van een constante hydrostatische druk. Het
niveau van de perfusievloeistof bevond zich 50 ¢m boven dat van de kieuw-
inlaat. De perfusievloeistof had in het efferente systcem een hoogte van

10 cm te overbruggen. De temperatour van het water in de perfusiekamer
en van de perfusievloeistof werden constant op een temperstuur van 17°C
gehouden. De druppelsnelheid werd continu met behulp van een fotoelectri-
sche cel vervolgd., Het aantal druppels dat per minuut de efferente canule

verliet, werd op een recorder uitgezet.
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Kieuwperfusiepreparaat

Een half uur voordat de vis werd opgeofferd werd 5000 i.e. heparine
intraperitoneaal toegediend. Na door een slag op de kop verdoofd te zijn, wer-
den de kieuwen zeer voorzichtig uit de vis verwijderd. De zorgvuldig van el-
kaar gescheiden kieuwbogen werden bij 4°C in een fysiologische zoutoplos-
sing, waaraan heparine was toegevoegd bewaard tot ze voor perfusie ge-
bruikt werden. Ze verbleven nooit langer dan 3 uur in fysiologisch zout, De
afferente en de efferente arterigén werden gecanuleerd met PP 90 polythene
slang waarvan de interne en de externe diameter respectievelijk 0,86 en
1,27 mm bedroegen. De afferente canule was hierbij met gehepariniseerd
fysiologisch zout gevuld, Pe canules werden met "catgut' (jenilene 00) om
de gecanuleerde arterién gefixeerd, waarna de twee uiteinden van de kieuw-
boog nogmaals geheel werden afgebonden. Toch kon het optreden van lekka-
ge niet geheel worden uitgesloten. Nadat de canules waren aangebracht, werd
de kieuw met Ringer-PVP (zie verderop) vanuit het reservoir bloedvrij ge-
spoeld. Als er op het oog geen lekkage waarneembaar was, werd de kieuw

naar de perfusiekamer overgebracht,
Experimentele procedure

De experimentele procedure woerdt bepaald door de aspecten welke on-
derzocht zuilen worden. We kunnen deze aspecten als volgt rangschikken:
1. de invloed van de externe ijzerconcentratic op de ijzerabsorplie
2. de invlced van perfusie met zeeltenplasma op de ijzerabsorptie
3. de invleed van de samenstelling van het perfusiemedium op de ijzeraf-

gifte aan de perfusievloeistof.

Gezien het grote mislukkingspercentage, dat inherent is aan de per-
fusietechniek, beperken wij ons tot het bhestuderen van de ijzeropname bij
twee extreme ijzerconcentraties, te weten 0,1 en 10,0 wmol/l. In het totaal
zijn 4§ perfusies verricht. Slechts die perfusieexperimenten - 9 in het to-
taal - waarbij niet meer dan 5% lekkage optrad, zullen worden besproken.
Vier van deze experimenten zijn uitgevoerd bij een ijzerconcentratie van
0,1 umol/l en vijf experimenten bij een concentratie van 10,0 pmol/l, Het
experimentele milieu in de perfusiekamer bestond wit 150 ml kunstmatig
zoetwater waaraan Fe(Ill)citraat was toegevoegd tot aan de gewenste concen-

tratie, Dit Fe(Illl)citraat was van te voren homogeen gemengd met 20 of 40 uC
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dragervrij 59Fe(III)c'1traat. De pH van het experimentele milien werd op
7,0 + 0,3 gesteld. De osmolaliteit bedroeg 24 + 3 mosmol /kg.

Als perfusiemedium werd gebruikt zeeltenplasma, humaan plasma en
'zoetwaterpaling'-Ringer volgens Chan (1967) waaraan per liter 20 g poly-
vinylpyrrilodone en 1 g glucose was toegevoegd. Gedurende &én experiment
werd het perfusiemedium gewisseld, zodat zodoende de invlced van de sa-
mengstelling van de perfusievloeistof op de opname van ijzer kon worden be-
studeerd. Zowel het water in de perfusiekamer als het perfusiemedium wer-
o en 4% COz. In
ieder experiment werd een niet geperfundeerde referentiekieuw meegenomen.
De referentiekieuw was van tevoren met Ringer-PVP bloedvrij gespoeld, de
bleedvaten waren met 'catgut' afgebonden, dit teneinde lekkage vanuit het wa-

ter in de perfusiekamer naar de bloedhaan te voorkomen.,

den doorborreld met een gasmengsel bestaande uit 96% O

De experimenten duurden in de regel 3 uur. Na afloop van het expe-
riment werden zowel de perfusiekieuw als de referentiekieuw overgebracht
in een niet-radioactief kunstmatig zoetwatermedium en door middel van per-
fusie met Ringer-PVP nogmaals goed nagespoeld. Alvorens te worden ge-
fractioneerd werden de kieuwen waarvan de kraakbeenboog was verwijderd
op radioactiviteit gemeten. Voor de fracticneringsprocedure wordt verwezen
naar hoofdstuk II,

Resultaten

We zullen bij de bespreking van de resultaten eerst ingaan op de in-
vloed van de externe ijzerconcentratie en op de invloed van de samenstel-
ling van de perfusievloeistof op de ijzerabsorptie en op de ijzerdoorgifte
aan het perfusiemedium. In laatste instantie zal de invloed van perfusie als
zodanig op de ijzeropname worden besproken en wel aan de hand van een
vergelijking van de resultaten die verkregen zijn met de geperfundeerde en
de niet geperfundeerde kieuwen.

De gemiddelde loopsnelheid van de perfusievliceistof bedroeg voor de
9 experimenten 19 + 4 ml/uur. De loopsnelheid was onafthankelijk van het
gebruikte perfusiemedium. Figuur VI,7 geeft de resultaten van twee experi-
menten grafisch weer. De door de perfusievlceistof opgenomen radioactivi-
teit is cumulatief vitgezet. De hoeveelheid radicactiviteit die na afloop in de
perfusiekieuw aanwezig is, is eveneens in de figuur aangegeven. De hoeveel-
heid perfusievioeistof welke de kieuw ig gepasseerd, is cumulatief in de fi-
guur opgenomen,
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Figowr VI, 7 . Figuur VI,7
a

b

[Fe] = 0,1 pmol/l, specifieke activiteit [Fe] = 10 pmol/l, specifieke activiteit

Fe milien = 30,2.10% dpm/ umol. Fe milien = 22,8, 105 dpm/ pmol.
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Kieuwperfusie-experiment. Weergegeven is het cumulatieve verloop van de
radicactiviteit in het perfusiemedium en van de hoeveelheid perfundaat dat
het kieuwpreparaat gepasseerd heeft. Voorts is de hoeveelheid radioactivi-
teit welke na perfusie in het kieuwpreparaat aanwedg is in de figuur opge-
nomen (symbool o).

HP humaan plasma; PVP Ringer-PVP; ZP zeeltenplasma; 4 geeft het tijd-
stip aan dat de perfusievloeistol gewisseld wordt.

Hoewel de doorstromingssnelheid vrijwel constant is, zijn er duidelijke ver-
schillen waar fe nemen in de opname van radioactiviteit door het Ringer-
PVP enerzijds en het plasma anderzijds. De totale hoeveelheid door kieuw
en perfusievloeistof opgenomen radicactief ijzer is duidelijk afhankelijk van
de externe ijzerconcentratie. Bij een hoge ijzerconcentratie wordt een hoge
totale radicactiviteitsopname gemeten en vice versa.

De ijzerdoorgifte aan de perfusievloeistof kan op grond van gemis
aan informatie niet worden berekend. Het verleop van de specifieke activi-
teit van het ijzer in de pool waaruit het perfundaszt het ijzer betrekt, zou
daartoe bekend moeten zijn. Wel kunnen we op grond van de totale radio-
activiteitsopname een uitspraak doen over de hoeveelheid ijzer welke door

de kieuw en het perfundaat tesamen, uit het milieu is opgenomen. De con-
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stante specificke activiteit van het ijzer in het milien kunnen we dan im-
mers als referentie gebruiken. We hebben de totale ijzeropname per 100 g
vis per dag herekend op grond van het eerste stijgende deel van de verkre-
gen cumulatieve radioactiviteilscurven. Hierbij is aangenomen, dat de radio-
activiteit van de kieuw evenredig met de tiid toeneemt, zodat de hoeveelheid
radioactiviteit die na verloop van 100 minuten in de kieuw aanwezig is, kan
worden afgeleid. Voor de in figuur V1,7 weergegeven experimenten bedraagt
de zo bherckende ijzeropname bij een ijzerconcentratie van 0,1 en 10,0 umol/l
respectievelijk 0,4 en 26 nmol/100 g vis/24 uur.

De resultaten doen vermoeden, dat het plasma een veel betere trans-
porteur is voor het door de kieuwcellen opgenomen ijzer dan het Ringer-PVP
medium, We moeten hierbij evenwel aantekenen, dat het vermelde verschil
in gedrag van het Ringer-PVP en het plasma niet in alle experimenten even
duidelijk zan de dag treedt. In ongeveer 60% van het aantal uitgevoerde ex-
perimenten was het verschil in radiocactiviteitsopname zeer markant, in de
overige experimenten was het verschil in meer of mindere mate aanwezig,
Daar in de laatste categorie proeven ook de totale opname van radioactief
ijzer was verhoogd, is het waarschijnlijk dat lekkage een rol speelt bij het
verdoezelen van gencemd verschil.

Bij een concentratie van 0,1 umol Fe/l wordt een gemiddelde ijzer-
opname berekend van 0,4 + 0,1 nmol/100 g vis/24 uur. Bij een concentra-
tie van 10 pmol/l bedraagt de berekende fjzeropname gemiddeld 20 + 6 nmol/
100 g vis/24 vur. Een toename van de ijzerconcentratie met een factor 100
leidt tot een toename van de fotale ijzeropname met een factor 50. Opmer-
kelijk is, dat de bijdrage van de hoeveelheid radioactiviteit in de kieuw aan
de totale hoeveelheid opgenomen radioactiviteit in de experimenten verricht
bij de lage ijzerconcentratie relatief veel groter is dan in de experimenten
verricht bij de hoge ijzerconcentratie. In preocenten van de tofale radioacti-
viteitsopname uitgedrukt bedraagt de bijdrage van de kieuw bij een ijzercon-
centratie van 0,1 en 10 umol/]l respectievelijk 30 en 5% gemiddeld. Op een
mogelijke verklaring voor dit verschil komen we verderop terug. Geen der
experimenten toonde voor het zeeltenplasma en het humane plasma een ver~
schil aan in de opname van radioactiviteit. Uit het verschil in uitkomst dat
wij bij de perfusie verkrijgen als respectievelijk Ringer-PVP en plasma
wordt gebruikt, zou kunnen worden geconcludeerd, dat een plasmafactor bij-
voorbeeld transferrine een rol speelt.

Na afloop van het experiment was er in de referentiekieuw systema-
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tisch meer radicactiviteit per gram nat gewicht aanwezig dan in de geper-
fundeerde kieuw. De discrepantie bleef gehandhaafd als bij de perfusiekieuw
de door de perfusievloeistof opgenomen radioactiviteit werd verdisconteerd.
Wordt de radioactiviteitsopname van de referentiekicuw op 100% gesteld, dan
bedraagt de gemiddelde totale radioactiviteitsopname van de perfusiekieuw
78% (55% - 90%). Over de oorzazk van dit verschil kunnen we slechis ver-
moedens uitspreken. Zo zou een door de perfusie gestimuleerde mucusse~
cretie kunnen resulteren in een gereduceerde permeabiliteit voor het Fe (I}~
citraat. Zeker is, dat de geringe oedeemvorming die tijdens de perfusie op-
treedt (tot 5% van het oorspronkelijk nat gewicht toe) het verschil niet kan
verklaren.

We hebben, zoals reeds eerder vermeld, de kisuwhogen na beéindiging
van het experiment gefractioneerd, teneinde de specifieke activiteit van het
ijzer in de verschillende fracties te bepalen. Omdat we evenwel over de ef-
ficiéntie van de scheidingsmethode nog geen betrouwbare informatie hadden,
zijn in de onderstaande tabel (tabel VI, 8) de resultaten van de gecombineer-
de fractie van kernen, mitochondrieén, micro- en liposomen weergegeven.
Ook wat de eiwitfractie betreft, hebben de weergegeven resultaten betrekking
op het totale - niet verder gefractioneerde - eiwit. De specifieke activiteit
van het ijzer in het milieu en in het zeeltenplasma is weergegeven. Voorts
is het quotiént van de specifieke activiteit van het ijzer in de deeltjesfractie
(= kernen, mitochendrieén, micro- en liposomen) en van het ijzer in de eiwit-
fractie in de tabel opgenomen.

We zullen ons wat de interpretatie van de in tabel VI,7 gegeven resultaten
betreft beperken tot de gegevens in de 4e kolom, te weten de quotiént van
de specificke activiteit van het ijzer in de deeltjesiractie en in de eiwitfrac-
tie. Voor de experimenten uitgevoerd bij een ijzerconcentratie van 10 umol/1
vinden we, dat de quotiénten verkregen voor de perfusie en de referentiekieuw
significant in waarde verschillen (t-toets 0,001 {p ¢ 0,005). Bij een ijzer-
concentratie van 0,1 umol/]l zijn de waarden voor het quotiént niet signifi-
cant verschiliend. Wel worden er voor de perfusieexperimenten uitgevoerd
bii de twee ijzerconcentraties, significante verschillen gevonden voor de waar-
de van het genoemd quotiént (t-toets 0,01 (p ¢ 0,05). Een en ander zou er-
op kunnen wijzen, dat bij een geringe ijzeropname (externe ijzerconcentra-
tie 0,1 umol/1) relatief meer ijzer voor de ijzerbehoefte op cellulair niveau
wordt zekergesteld. Bij een grote ijzeropname daarentegen kan meer van het

geabsorbeerde ijzer aan de circulatie worden afgestaan.
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Tabel VI, 8.
[ Fe ] milieu s.a. Fe milieu s.a. Fe fracties s.a, Fe deeltjes s.a. Fe zeeltenplasma
{u mol/1) {dpm/ |, mol) (dpm/ [t mol) s.a, Fe eiwit {dpm/ |4 mol)
deeltjes eiwit

perfusie referentie perfusie referentie perfusie referentie perfusie
8 4 4 4 4 4

0,1 (n=4) 41,10 22,10 35. 10 3,5.10 4,1,10 7,8 8,5 4,1,10
8 4 4 4 4 4

s.d. 8.10 4,10 6.10 0,8.10 0,9. 10 1,2 1,6 1,2.10
6 3 4 3 4 3

10 {n=5) 23.10 28,10 11.10 5,1.10 1,3.10 5,9 8,1 11,10
5 3 4 3 4 3

s.d. 6,10 5.10 2.10 1,110 0,s.1¢ G,6 0,9 3.5.10

De in de perfusie-experimenten verkregen resuitaten zjn hier samengevat. Weergegeven #jn gemiddelden + de standaavddeviatie van de genoemde
grootheden, Onder de 'decltjes'fractie wordt de gecombineerde fracte der celorganellen verstaan, Onder de eiwitfractie wordt het supernatant ver-
staan dat na centrifugatie bij 19000 g (70 min.) wordt verkregen,



Wordt de kieuw niet geperfundeerd en vervalt zodoende de mogelijkheid om
het opgenomen ijzer aan de perfusieviceistof af te geven, dan zien we dat
de waarde van het quotiént in vergelijking tot de geperfundeerde kieuw is
verhoogd. De eiwitfractie kan daarom globaal als een transportfractie wor-
den opgevat, waarbij het er van afhangt in welke richting het ijzertrangport
domineert, naar het plasma of naar de celinsluitsels (kernen, mitochondrie-
en, micro- en liposomen).
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HOOFDSTUK VII

DISCUSSIE

In het algemeen gesproken, wijzen de verkregen resultsten erop, dat
de wegen waarlangs zich het metabolisme van het ijzer bij de zeelt voltrekt
dezelfde zijn als die bij de hogere vertebraten. Dit is niet verwonderlijk,
ook voor de klasse der vissen geldt, dat een groot percentage van het tota-
le lichaamsijzer voorhanden is als hemoglobineijzer (tabel VI, 2), zodat ver-
wacht mag worden, dat ook bij de lagere vertebraten de ijzerhuishouding
reeds grotendeels ten dienste staat van de erythropoiese ¢n dat het voor de
vertebraten karakteristieke erythropoietische systeem als het ware uniforme-
rende eisen aan de ijzerhuishouding heeft opgelegd. Anders gezegd, aan de
voor de vertebraten karakteristieke ontwikkeling van de erythropoiese, in
kwantitatieve zin, ligt de ontwikkeling van een sysieem ten grondslag dat de
ijzerbehoefte van de erythropoiese zeker stelt. De algemene aspecten van
dit systeem zijn:

1. Hercirculatie van het ijzer dat bij de afbraak van erythrocyten vrij komt.

2. Compensatie van de optredende ijzerverliezen door absorptie van ijzer.

3. Interne buffering van de ijzerkinetiek enerzijds door middel van ijzerop-
slag in de vorm van ferritine en hemosiderine en anderzijds door mobi-
lisatie van het aldus opgeslagen ijzer.

4, Transport van ijzer in de vorm van transferrine.

Wij bewezen, dat evenals het transferrine der hogere vertebraten, het trans-

ferrine van de zeelt per molecuul 2 atomen ijzer bindt. Het transferrine-

molecuul van de zeelt heeft een moleculaire massa van ongeveer 81.000 en
een aminozuursamenstelling welke slechts weinig van de samenstelling van

het humane transferrine verschilt (Van Eijk et al., 1972). Ook de amino-
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zuursamenstelling van het volgens de door Van Kreel (1972) beschreven zui-
veringsprocedure verkregen zeeltenferritine is bepaald. Ook hier werd een
resuitaat verkregen, dat slechts in geringe mate van het humane ferritine
verschilde.

Uit deze inieidende woorden moge blijken, dat de hoekstenen van het
ijzermetabolisme der teleosten reeds dezelfde zijn als die der hogere verte-
braten. Dit impliceert niet, dat het systeem bestaande uit de erythropoiese
enerzijds en de ijzerhuishouding anderzijds niet zeer specifieke aanpassingen
kan vertonen. We hebben ons in dit onderzoek juist ten doel gesteld inzicht
te krijgen in die aspecten van de ijzerhuishouding welke adaptieve verande-
ringen hebben ondergaan,

We zullen bij onze beschouwing uitgzan van de in tabel VII,1 weerge-
geven resultaten van een door ons uitgevoerd onderzoek naar de ijzerstatus
van verschillende zoet- en zoutwaterteleosten. De vissen waren direct na
vangst met Ringer-PVP bloedvrij gespoeld. Het bloedvolume werd voor alle
soorten op 4,5% gesteld. We moeten hierbij aanmerken, dat dit percentage
hoger is dan het gemiddelde percentage (3%) dat bijvoorbeeld Prosser (1966)
opgeeft. Er zijn evenwel aanwijzingen, dat de in de regel toegepaste bepa-
lingstechniek (kleurstofverdunningsmethode) tot onderschatting van het werke-
lijke volume aanleiding geeft. Zo komt Smith (1966) na correctie voor de
aanvankelijk ongelijkmatige verdeling van de toegediende kleurstof bij een
aantal Salmonidae tot een waarde van 6%. De weergegeven resultaten zijn,
met uitzondering van die van de zeelt, gemiddelden van 3 exemplaren. De
waarnemingen van de zeelt hebben betrekking op 30 exemplaren, De gege-
vens van de rat ziin ontleend aan het onderzoek van Bobeck-Ruisaert (1973),
in ons laboratorium verricht,

Het gemiddelde ijzergehalte van zoet- en zoutwatervissen bedraagt 0,35 umol/g
natgewicht. Voor de mens en de rat bedraagt deze waarde respectievelijk
1.0 en 0,9 pmol/g natgewicht, De gegevens over de mens zijn ontleend aan
Vannotti (1970). Hoewel de gehaltes betrekking hebben op het natgewicht,
lijkt ons het gevonden verschil tussen het ijzergehalte van de vissen ener-
zijds en van de zoogdieren anderzijds regel. Het watergehalte betrokken op
het vetloze lichaamsgewicht bedraagt voor de zoogdieren 71-73%. Oock voor
de zoet- en zoutwatervissen worden percentages van 70~ 74 opgegeven {Holmes
et al., 1970), zodat ook het ijzergehalte berekend op basis van het droogge-
wicht voor vis en zoogdier met een factor 2,7 (=90,95: 0,35) zal verschil-

len.
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Tabel VIL 1,

Resultaten van het vergelijkend onderzoek nrar de ijzerstatus van verschillende zoet- en zoutwatervissen.

Ter vergelijking zijn de waarden woor de rat in de tabel opgenomen.

L mol Fe pmol Fe/g dreoggewicht
Bloed Nier Milt Lever Darm Spier Skelet Nier Milt Lever Darm Spier Skelet pmol Fe/g
dier
Zeelt 39 8,6 17,5 30,0 1,2 9,0 3,0 11,2 56,2 48,9 2,5 0,4 0,1 0,4
Blank voorn 26 5,0 14,5 22,0 0,8 6,5 1,5 9,5 45,0 39,3 2,2 0,4 0,1 G4
Kroes karper 40 4,1 15,0 34,2 1,4 11,0 3,5 10,2 40,0 37,5 2,8 0,5 0,05 0,35
Brasem 45 2,7 1,6 16,0 0,8 10,0 6,5 2,5 7,6 6,5 0,9 2,3 3,3 0,25
Forel 45 1,5 0,8 5,5 0,7 15,5 4,5 6,3 16,5 17,8 1,4 1,3 0,15 0,35
Schol 25 1,9 0,76 4,7 1,8 5,5 2,5 4,2 34,3 5,7 1,61 2,6 0,05 0,2
Schar 30 1,35 3,30 5,9 2,5 50 1,8 7,55 119,0 3,9 1,86 3,4 0,05 0,2
Kabeljauw 70 3,95 1,40 4,4 11,3 18 7,5 7,4 11,9 2,9 1,35 4,3 0,06 0,25
Wijting 50 0,8 1,20 3,9 i1 22 4,0 4,4 53,3 3,4 C,73 5,6 0,08 c,3
Haring 40 0,4 0,70 1,6 0,8 15 6,5 3,0 90,0 2,9 1,38 11,1 1,50 0,3
Makreel 120 20,3 12,50 5,2 5,0 30 13,0 47,8 256,0 3,0 1,80 14,2 1,82 0,5
Hosmalreel 80 18,5 12,70 6,4 3,2 25 10,5 59,8 88,9 4,7 2,10 11,0 0,10 0,5
Rat (wistar) 160 3,5 4,2 19,4 2,5 45,0 2,5 7,5 34,8 7,7 3,0 2,5 0,1 0,9
Beenmerg Huid Huid
3,5 13 c,8



De vraag dringt zich op of dit hogere ijzergehalte verklaard kan worden
door een hoger gehalte aan hemoglobineijzer, waarbij we onder hemoglobine-
ijzer die fractie van het aan hemoglobine gebonden ijzer verstaan welke zich
in de bloedbaan bevindt en welke zodoende bij doorspoelen verwijderd kan
worden, In tabel VII, 2 is het ijzergehalte per gram natgewicht, het hemo-
globineijzer per gram natgewicht em het hemoglobineijzer als percentage van

het totale ijzer weergegeven.

Tabel VII, 2.

IJzergehalte per g natgewicht, gehalte aan hemoglobineijzer per g natgewicht
en het hemoglobineijeer uizgedrulit als percentage van het totale lichaams-
ijzer, berekend op grond van de in tabel VII, 1 gegeven resultaten.

iLmol Fe/g Mhmol Hb (Fe)/g Hb (Fe)in %

natgewicht natgewicht van totazl Fe
Zeelt 0,4 0,13 34
Blank veorn 0,4 0,10 32
Kroes karper G, 35 Q0,12 33
Brasem 0,25 0,13 51
Forel* 0,35 0,17 58
Schol 0,2 0,09 56
Schar 0,2 0,10 57
Kabeljauw 0,25 0,14 57
Wijting 0,3 0,14 57
Haring 0,3 0,18 58
Makreel 0,5 G,30 55
Horsmakreel 0,4 0,27 49
Rat G,9 0,53 62
Mens 1,0 0,65 61

* Handelsexemplaren.

Inderdaad is het gehalte aan hemoglobineijzer per natgewicht uitgedrukt voor
de mens en de rat een factor 2 tot 4 hoger dan voor de vis. Dat dit een al-
gemeen verschijnsel is, kunmen we concluderen uit de door Drabkin (1951)
opgegeven waarden voor het hemoglobinegehalte per gram lichaamsgewicht
voor hond, rund en paard, Omgerekend naar ijzer zijn deze gehalfes respec-
tievelijk 0,82, 0,71 en 0,68 umol Hb (Fe)/g natgewicht. Hoewel het hemo-
globineijzer uitgedrukt als percentage van het totale ijzer een veel minder

duidelijk verschil tussen de vissen en de zoogdieren te zien geeft dan het
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totale ijzergehalte per gram lichaamsgewicht, is het hemoglobineijzer als
percentage van het totale ijzer bij de vissen lager. De waarden die we voor
de haring en de forel vinden, grenzen aan die van mens en rat, bii de zeelt
daarentegen wordt in vergelijking tot mens en rat een 50% lagere waarde ge-
vonden, Dit betekent, dat het gehalte aan niet-hemoglobineijzer per gram nat-
gewicht in de groep der vissen een zeer variabele factor is. De actieve vis-
sen zijn gekenmerkt door een relatief hoog gehalte aan hemoglobine in het
bloed. Men raadplege bijvoorbeeld Prosser (1966) en Gelineo (1969). Zo wor-
den voor de makreel hemoglobineconcentraties opgegeven variérend van

7,6 ~ 9,9 umol/l, Onze waarnemingen zijn hiermee in overeenstemming, Ne-
men we als maat voor het hemoglobinegehalte de door ons gemeten ijzercon-
centratie in het bloed, dan vinden we voor de makreel, de horsmakreel, de
forel en de haring respectievelifk waarden van 7,7, 4.8, 6,2 en 5,3 mmol
Hb (Fe)/l, De overige door ons onderzochte vissoorten hebben een aanzien-
Iijk lager Hb (Fe) gehalte. Zo wordt voor de schol en de schar een Hh (Fe)
gehalte gemeten van 2,9 en 2,4 mmol/l. Voor de zeelt vinden we een Hb
{Fe) gehalte van 3,5 mmol/] bloed. Zoals uit tabel VII, 2 blijkt, is ook het
hemoglobineijzer per gram natgewicht uitgedrukt bij de actieve vissen rela-
tief hoog, doch is dit gehalte vergeleken met mens en rat altijd nog ecen
factor 2 lager.

Het is duidelijk, dat er in de groep der heenvissen ook wat de verdeling
van het ijzer over de verschillende organen en weefsels betreft, een zeer
grote variabiliteit bestaat. Tussen de zoet- en zoutwatervissen onderling be-
staan opvallende verschillen. Zo is het quotiént van het ijzer per gram
drooggewicht van milt en lever voor de zoutwatervissen systematisch hoger
dan voor de zoetwatervissen. Wat de betekenis van deze verschuiving is we-
ten wij niet,

De ijzerstatus van de zeelt kunnen we karakteriseren door een relatief laag
gehalte aan hemoglobineijzer, een relatief hoge waarde voor het totale ijzer
per gram natgewicht en dientengevolge een relatief hoog gehalte aan niet-
hemoglobineijzer. Dit niet-hemoglobineijzer of beter het zich niet in de
bloedeirculatie bevindende ijzer is voor 65% aanwezig in de lever en in de
milt. Tot slot van deze inleiding zouden we willen stellen, dat we de vissen
in vergelijking tot de zoogdieren (mens, rat) kunnen karakteriseren door een
relatief laag ijzergehalte per gram natgewicht, een relatief laag gehalte aan
hemoglobineijzer - zowel per mli bloed als per gram lichaamsgewicht uitge-

drukt - en dientengevolge door een gemiddeld lage waarde voor het hemo-
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globineijzer uitgedrukt als percentage van het totale ijzer. Wat deze laatste
parameter betreft dienen we hij het vergelijken van vissen en zoogdieren
voorzichtig te zijn, omdat ons over de variabiliteit van deze parameter bij
de zoogdieren nagenoeg geen informatie ter beschikking staat.

Aan de basis van ons onderzoek staat de vraag of de zeelt het in zifn
milieu aanwezige ijzer, dat zich niet als metaboolijzer in zijn voedsel (or-
ganismen) bevindt, kan absorberen en zo ja of de mate waarin dit gebeurt
de optredende ijzerverliezen compenseert.

We hebben hiertoe een proefopstelling ontwikkeld waarvan het kernpunt is,

dat het in het water aanwezige ijzer in een dynamisch evenwicht verkeert

met een neerslag van Fe(OH)3. Stumm et al. (1960) berekenden, dat bij
neutrale pH de concentratie van oplosbaar Fe(IIl) in een oplossing welke met
Fe{OH)3 verzadigd is of anders gezegd welke met een Fe(OH)3 neerslag in
cen dynamisch evenwicht verkeert, maximaal 0, 32 umol/l kan bedragen, na-
melijk 1.107° ymol Fe®*/1, 6.1071% umol ¥e©m® /1, 2.107% umol Fe(Om), /1
en 3.10_1 pwmol Fe(OH)s/l. Wat de concentratie van het Fe(OH)3 betreft ba-
seerde Stumm zich op het onderzoek van Gayer et al. (1956) en Lengweiler

et al, (1961a). Deze namen aan, dat het Fe(OH)3 ongedissocieerd moleculair-
dispers in oplossing was, Latere onderzoekingen (Lengweiler et al., 1961b)
wezen evenwel uit, dat het hier toch een colloidale dispersie betrof. Het

feit dat niet alle radioactiviteit welke in ons experimentele milieu aanwezig
was ultragefiltreerd kon worden - slechts 60% was ultrafiltreerbaar - moge
dit onderstrepen. Gemiddeld bedroeg de ijzerconcentratie van ons experi-
mentele milien 0,18 umol/l met uiterste grenzen van 0,10 en 0,26 umol/l.
Zoals in hoofdstuk Il werd vermeld, was zowel de ijzerconcentratie als de
specifieke activiteit van het in het milieu aanwezige ijzer gedurende de ex-
perimentele periode constant, Er kon geen verschil in specifieke activiteit
worden aangetoond tussen de wel en de niet ultrafiltreerbare ijzerfracties.

Bij een ijzerconcentratie van gemiddeid 0,18 pmol/l werd een ijzeropname
gemeten van 1,1.10—3 umol/100 g vis/24 uur. Teneinde na te gaan of het
gedurende de experimentele periode optredende verlies aan radioactiviteit
door de vis de berekende waarde voor de ijzerabsorptie beinvicedt, bestu-
deerden we het radioactiviteitsverlies bij 10-daagse ijzeropname-experimen-
ten. Stellen we de in het lichaam van de vis teruggevonden hoeveelheid ra-
dioactiviteit op 100%, dan meten we een urinaire radioactiviteitsuitscheiding
van 0,3 en 0,4%. De resultaten van enkele oriénterende proeven over het

fecale radioactiviteitsverlies zlin moeilijk te interpreteren, omdat de feces
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waarschijnlifk een mengpool is van niet geabsorbeerd ijzer en uitgescheiden
ljzer. Nemen we evenwel een 100-procentige absorptie van het oraal aange-
boden ijzer aan, zodat de gemeten hoeveetheid radioactiviteit volledig is toe
te schrijven aan de uitgescheiden fractie, dan kunnen we een fecaal radio-
activiteitsverlies berekenen van ongeveer 8%. Corrigeren we voor dit ver-
lies, dan wordt voor de totale ijzeropname van de zeelt een waarde gevon-
den van 1,2.107° umol /100 g vis/24 uur.

De gevolgde experimentele procedure stelde ons niet in staat een uitspraak
te doen over de weg waarlangs het ijzer wordt geabsorbeerd. Zoals in hoofd-
stuk VI werd beschreven, is de dagelijks met het drinkwater aangevoerde
hoeveelheid ijzer voldoende om de gemeten ijzeropname te verklaren. We
dienen dan evenwel een 100-procentige absorptie in het maag-darmkanaal
aan te nemen, wat niet waarschijnlijk lijkt. Indien er nog andere wegen zijn
waarlangs ijzer kan worden geabsorbeerd, dan zal het hovengenoemde cor-
rectiepercentage uiteraard lager zijn. Een gedeelte van de in de feces aan-
wezige radioactiviteit is dan immers toe te schrijven aan niet geabsorbeerd
ijzer afkomstig uit het milieu.

De vraag dringt zich op of de gemeten ijzeropname de optredende
ijzerverliezen compenseert. Wat de bestudering van de ijzerexcretie betreft,
wordt verwezen naar de in hoofdstuk VI heschreven experimenten. Onder ex-
perimentele omstandigheden welke overeenkomen met die van de proefopstel-
ling waarin de ijzeropname gemeten werd, bedroeg het urinaire iizerverlies
7,'7.10_3 pmol/100 ¢ vis/24 wur (tabel VI,3). Voor het fecale ijzerverlies

3

werd onder gelijke experimentele condities 14,3.10 ° umol/100 g vis/24 uur

gemeten, zodat alleen reeds met de urine en de feces samen 22.10-3

pmeol /
100 g vis/24 uur wordt uitgescheiden. We moeten dus het in het hoofdstuk 11T
beschreven ijzermilieu als een submarginaal ijzermilien karakteriseren en
concluderen, dat de absorptie van "oplosbaar' ijzer niet voldoende is om de
ijzerbalans in evenwicht te houden.

In hoofdstuk VI is op de kwantitatieve aspecten van de ijzeruitschei-
ding ingegaan. In het algemeen kumnen we stellen, dat de ijzeruitscheiding
binnen bepaalde grenzen regelbaar is. Bij een langdurig submarginasal ijzer-
aanbod werd voor het urinaire en fecale ijzevverlies een waarde gevonden
van gemiddeld '7,’?'.10_3 en 14:,3.10_3 wmol /100 g vis/24 wur, Een verblijf
van 6 dagen in een milieu met 20 umol Fe(Ilf}citraat/]l gaf aanleiding tot een
duidelijk verhoogde ijzeruitscheiding. Zo werd voor de uitscheiding via de

urine en de feces respectievelijk een waarde gemeten van 15,8.10_3 en
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20, 5,103

dat de toename van de uitscheiding niet het gevolg was van de aanwezigheid

umol /100 g vis/24 unur. Enkele controle-experimenten toonden aan,

van citraat in het milieu, zodat het waarschijnlijk is, dat de verhoogde uit-
scheiding het gevolg is van een toegenomen ijzeropname. Dat dit inderdaad
het geval is, zal verderop blijken.

We kunnen de vraag stellen of de hoeveelheid met het drinkwater op-
genomen Iijzer in principe de ijzerbehoefte van de zoet- en zoutwaterteleos-
ten kan dekken. Wanneer we aannemen dat de zeelt model mag staan, dan
bedraagt het ijzerverlies 40.10"3 pmol /100 g vis/24 uur. Als we voorts voor
de gemiddelde drinkratio van de zoet- en de zoutwatervis een waarde van
respectievelifk 2 en 15 ml/100 g vig/24 uur mogen veronderstellen - zie de
overzichtstabellen van Bentley (1871) en Conte (1969) - dan kunnen we bere-
kenen, dat de minimale ijzerconcentratie van het zoete water en van het zee-
water respectievelijk 2¢ en 3 pmol/]l moeten bedragen, wil het orale ijzer-
aanbod even groot zijn als het gestelde ijzerverlies. Goldberg (1965) geeft
voor zeewater ¢en gemiddelde ijzerconcentratie van 0,2 pmol/l op. De ijzer-
concentratie van het zoete water kan variéren van enkele onderdelen van een
pmol tot honderden p,molen/l (Hutchinson, 1957). Het zeewater bevat dus te
weinig ijzer om een oraal ijzeraanbod mogelijk te maken dat gelijk is aan
het gestelde ijzerverlies., Wat de zoetwatervis betreft, hier kan het orale
ijzeraanbod groter zijn dan het optredende ijzerverlies. Met enige terughou-
dendheid zouden we willen stellen, dat althans de zoutwaterteleosten, mits
niet in het bezit van alternatieve absorptiemechanismen, wat de iizervoor-
ziening betreft athankelijk zijn van hun voedselketen en dat deze athankelijk-
heid voor de zoetwaterteleost op zijn minst sterk gereduceerd is. In de bo-
venstaande beschouwing is sprake van een minimale ijzerconcentratie. De
werkelijke ijzerconcentraties zullen waarschijnlijk aanzienlijk hoger dienen
te zijn, omdat we mogen aannemen, dat niet alle - in het natuurlijk milieu -
voorkomende ijzerverbindingen even goed beschikbaar zijn voor het organis-
me. Het meeste ijzer in het natuurlijk oppervlaktewater zal voorhanden zijn
als gesuspendeerd ferrihydroxide of als organische ijizercomplexen. Een ge-
deelte van het gesuspendeerde ijzerhydroxide is waarschijnlijk opgenomen of
geadsorbeerd zan sestonische deeltjes als klei en plankton. Dat deze verbin-
dingen gedeeltelijk in aanmerking komen voor absorptie in het maag-darm-
kanaal is aannemelijk, doch experimentele gegevens over de bheschikbaarheid
van de in de natuur voorkomende ijzerverbindingen zover ons bekend ontbre-

ken. Op de vraag, of de in verhouding tot de ijzerconcentratie in ons expe-
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rimentele milieu vaak hogere ijzerconcentraties in het natuurlijk milieu van
de zoetwatervis aanleiding geven tot een toename van de ijzerabsorptie, kun-
nen we wegens gemis aan informatie geen antwoord geven.

Hoe kunnen we onder gecontroleerde experimentele condities de ijzeropname
van de vis bij relatief hoge ijzerconcentraties bestuderen, waarbij onder re-
latief hoge ijzerconcentraties concentraties van 10-20 pmol/l worden ver-
staan? Het zal duidelijk zijn, dat bij uitsluiting van de slecht gekarakteri-
seerde ijzercomplexen uit het natuurlijk water, het ijzer onder neuirale con-
dities bij genoemde concentraties als een colloidale suspensie van ferrihy-
droxide aanwezig zal zijn. Het zeer instabiele karakter van dergelijk hoog-
geconcentreerde ferrihydroxide suspensies (Pa Ho Hsu et al., 1972) sluit
toepassing in een experimentele opstelling uit. Een andere mogelijkheid is,
gebruik te maken van complexoren, zoals bijvoorbeeld citraat, NTA, EDTA
en dergelijke. Het nadeel is de beperkte stabiliteit bij proeven van langere
duur.

De experimenten van Machado Cruz (1966) toonden aan, dat de goudvis uit
een ferrisulfaat milieu (gemiddeld 35 umol Fe(llN)/1) in sterke mate Fe op-
neemt, Als we met Stumm aannemen dat het ijzer volgens de reactie

Fe3+ +SO43_ z Fe(SO4)+, ZSOCK = 1,5.1(}4 gecomplexeerd is, dan zal het
ijzer hooidzakelijk als Fe(SO4) + ion beschikbaar zijn.

In onze experimenten met het kieuwpreparaat hebben we gebruik gemaakt
van citraat als stabilisator van een hoge ijzerconcentratie. We konden aan-
tonen, dat er bij een ijzerconcentratie van 10 pmol Fe{llDcitraat/l - omge-
rekend naar 100 g vis - een ijzerabsorptie via de kieuw optrad van 20. 10F3
pmol/24 wur, Zie hoofdstuk VI, § 5,

Dit deet de vraag rijzen hoe groot de ijzerabsorptie door de gehele vis is
bij deze hoge ijzerconcentratie. Vier oriénterende experimenten, uitgevoerd
bij een Fe(lI)citrast concentratie van 10 wmol/l, wezen uit, dat de ijzerop-
pame door de gehele vis (43 + 10) .10_3 pmol/100 g vis/24 uur bedroeg. De
ijzeropname werd berekend op grond van de specifieke activiteit van het ijzer
in het milieu en de opgenomen hoeveelheid radioactiviteit. Bedenken we, dat
het urinaire en het fecale ijzerverlies bij een externe ijzerconcentratie van

20 umol Fe([I)citraat/l samen ongeveer 36.10"3

pmol /100 g vis/24 uur be-
draagt (tabel VI,5 en VI, 6), dan mogen we concluderen, dat de zeelt onder
bepaalde experimentele condities het iizerverlies kan compenseren met het
uit het milieu geabsorbeerde ijzer.

Onder condities van een stabiele ijzerbalans verliest de zeelt dus dagelijks
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40.10_3 umol/100 g lichaamsgewicht. Dit komt neer op ongeveer 1 0/00 van
het totale lichaamsijzer dagelijks. Bii de mens bedraagt het ijzerverlies als
de ijzerstatus normaal is ongeveer 0,2 %o van het totale lichaamsijzer per
dag. Hierbij is aangenomen, dat de totale hoeveelheid ijzer op 80,4 mmol
mag worden gesteld en dat het dagelijks ijzerverlies 1,8.10-2 mmol be-
draagt (Bothwell, 1958). Ook voor de rat kan een dagelijks iizerverlies van
0,2 0/00 van het totale lichaamsijzer worden berekend, zie verdercp in deze
discussie.

Het tweede aspect van dit onderzoek was inzicht te krijgen in het
ijzermetabolisme op orgaanmiveau. We hebben hiertoe het begrip utilisatie
gedefinieerd als de hoeveelheid ijzer die een bepaald orgaan per tijdseenheid
uit het plasma opneemt. Een belangrijke voorwaarde voor de toepasbaarheid
van het utilisatiebegrip is, dat het orgaan gedurende de tijd waarover de uti-
lisatie wordt berekend geen radioactiviteit aan enig ander compartiment af-
staat of dat het verlies van radicactiviteil gedurende dit tijdsverloop bekend
is, zodat voor het verlies gecorrigeerd kan worden. Voorts mag het orgaan
slechts uit het plasmacompartiment ijzer betrekken. Het utilisatiebegrip kan,
zoals in hoofdstuk IV werd uiteengezet, cok worden toegepast op een ijzer-
compartiment in een orgaan, zoals hijvoorbeeld op het heminecompartiment
van nier en kopnier. Het zal op grond van de gestelde voorwaarden voor de
toepasbazarheid van de utilisatieformule duidelijk zijn, dat voor verschillen~
de organen de berekeningsmethode onder bepaalde omstandigheden niet tot be-
trouwbare resultaten kan leiden. Zo ontvangt de milt niet slechts ijzer uit
het plasma maar, zoals uit de in hoofdstuk V, § 2 beschreven experimenten
blijkt, in belangrijke mate van de erythrocyten welke in de milt worden af-
gebroken. Dit betekent, dat bij experimenten van lange duur voor de hoeveel-
heid radioactiviteit, welke bij de afbraak van de erythrocyten vrijkomt, ge-
corrigeerd moet kunnen worden, hetgeen niet mogelijk is., Wat de lever be-
treft wijzen de in hoofdstuk IV verkregen resultaten erop, dat de afgeleide
utilisatieformule tot inadequate resultaten leidt als het gemerkie ijzer door
de darm wordt opgenomen. Het ijzer in het voor meting toegankelijke plas-
macompartiment kan dan niet als het direct aan de lever voorgeschakelde
compartiment worden bheschouwd. Het verlocop van de specifieke activiteit
van het ijzer in de mengpool der sinussoiden zou bekend moeten zijn. Als
de speurdosis 59Fe(III) daarentegen intracardiaal wordt toegediend, zal de
specifieke activiteit van het ijzer in de mengpool en van het ijzer in plasma

niet essentieel verschillen; de berekeningsmethode zal over de eerste uren
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van de in figuur V,3 gegeven tijdschaal tot een betrouwbare benadering van
de utilisatie door de lever leiden.

Voor de nier en de kopnier tesamen werd op grond van de in hoofdstuk TV
verkregen resultaten een utilisatie berekend van 0,39 pmol Fe/dag. Deze
waarde is gecorrigeerd voor het verlies van radioactiviteit aan de nieuw ge-
vormde en in circulatie gebrachte erythrocyten. Na intracardiale toediening
van de speurdosis wordt voor de nier en de kopnier respectievelijk een uti-~
lisatie berekend van 0,21 en 0,13 umol/dag. Deze waarden behoeven geen
correctie, omdat ze berekend zijn over de eerste 3 uur van de in figuur V,5
gegeven tijdschaal. Het verlies van radioactiviteit aan de erythrocyten is dan
te verwaariozen. Wat de nier en de kopnier hetreft, leidt de toepassing van
de utilisatieberekening tot consistente resultaten. In hoofdstuk IV en V werd
niteengezet, dat de berekende ijzeropname van nier en kopnier de behoefte
aan ijzer voor de erythrocytenaanmaak dekt. Op grond van de door Hevesy
et al. (1964) bepaalde levensduur van de erythrocyten van de zeelt (150 da-
gen) kan de minimale ijzerbehoefte van het erythropoietische systeem voor
de door ons gebruikte zeelten namelijk worden gesteld op gemiddeld

0,26 pmol/dag.

Voor de lever wordt na intracardiale toediening van de speurdosis, op grond
van het verloop van de specifieke activiteit van het ijzer gedurende de eerste
4 wur (fig. V,3), een utilisatie berekend van 0,13 pmol/dag. Voor het ver-
lies van radioactiviteit aan de gal kan niet worden gecorrigeerd. De in
hoofdstuk IV heschreven experimenten -~ ijzeropname vanuit het milieu - ga-
ven voor de lever een utilisatie te zien van 0,17 umol/dag.

Zowel de resultaten verkregen in de ijzeropname-experimenten als die ver-
kregen na Intracardiale toediening van de speurdosis wijzen erop, dat het
plasma niet de belangrijkste ijzerbron voor de milt is. Berekenen we de
utilisatie op grond van de na intracardiale inbreng van de speurdosis ver-
kregen curve voor de specifieke activiteit van het ijzer in de milt, dan wordt
een utilisatie gevonden van 0,03 ymol/dag. De berekening is gebaseerd op
de eerste 4 uur van de tijdschaal., De gevonden waarde moet als een reéle
benadering worden beschouwd, omdat de radioactiviteifstoename van de miit
gedurende de eerste uren niet kan worden verklaard door concentratie in de
milt van nieuw gevormde en dus radioactieve erythrocyten.

Tabel VII, 3 geeft de berekende utilisatiewaarden voor de belangrijkste ijzer-
houdende organen samenvaiiend weer. Ook het perifere erythrocytencompar-

timent is in de tabel opgenomen. Onder de 'utilisatie” van dit compartiment

12¢



dient dan te worden verstaan het aantal umolen ijzer dat vanwege de dage-
lijkse erythrocytenaanmaak in de circulatie komt.

Tabel VIL, 3,
orgaan of crgaancompartiment utilisatie {Umol Fe/dag)
lever Q0,13
milt 0,03%
nier 0,21
kopnier 0,13
erythropoietische systeem 0,30
(hemine van nier, kopnier en erythrocyten)
erythrocyten 0,30

# Dit betreft opmame uit het plasma, via de erythrocyt komt ruw geschat
0,3 pmol/dag binnen,

We zien dat alleen reeds de lever, de milt en de totale nier 0,5 pmol/dag
uit het plasma betrekken.

Een controle op de gegevens iz mogelijk door een berckening van het ijzer-
transport docr het plasma. Op grond van de in figuur V,1 weergegeven ver-
dwijningscurve van het plasmaijzer wordt een halfwaardetijd (t;) berekend
van 4,4 uur,. Dit komt neer op een "turnover'tijd {t;) van 6,3 uur (t; = tl/0,695).
In 6,3 uwur wordt uit de plasmapool een hoeveetheid ijzer gen:fetab%li-
seerd, welke gelijk is aan de hoeveelheid ijzer die onder "steady state”
condities in de plasmapool aanwezig is. Zoals in hoofdstuk Vv, § 1 is ver-
meld, bedroeg het geschatte bloedvolume van de proefdieren die voor het
bepalen van de verdwijningscurve gebruikt zijn gemiddeld 14 ml. Het geme-
ten microhematocriet had voor de gebrujkté populatie een waarde van 0, 30 +
0,02, zodat het plasmavolume bij benadering op gemiddeld 9,8 ml kan wor-
den gesteld. De ijzerconcentratie van het plasma bedroeg 16 + 2 umol/l, er
kan dus voor het plasma een gemiddeld ijzergehalte van 0,16 umol worden
aangenomen. We moeten op grond van de berekende “turnover'tijd conclu-
deren, dat er in 6,3 uur 0,16 pmol aan het plasma wordt onttrokken. Dit
komt neer op 0,6 umol/dag., Zoals we hebben vermeid, zal nu op grond van
de berekende utilisaties een dagelijks transport van 0,5 pmol naar de lever,

de milt, de nier en de kopnier moeten plaatsvinden, hetgeen van dezelfde
grootte is.
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We kunnen nu voor de interne ijzerkinetiek het volgende schema opstellen
{figuur VII, 1).

Het zal duidelijk zijn, dat het hier een vereenvoudigde weergave van de wer-
kelijke kinetiek betreft. Niet alle aspecten van de meerfasige verdwijnings-
curve van het plasmaijzer (fig. V,1) zijn in de berekeningen verwerkt. Toch
lijkt het ons gewettigd om op grond van deze weergave conclusies te trek-
ken, We zullen ter vergelijking het door Pollycove gegeven schema over de
verdeling en de kinetiek van het ijzer bij de mens opnemen ({fig. VIL, 2).
Zoals we hebben gezien, wordt bij de zeelt het ijzer in de plasmapool per
dag ongeveer 4 maal vernieuwd. Bij de mens bedraagt deze vernieuwingsfaec-
tor ongeveer 10 maal de totale hoeveelheid ijzer welke in de plasmapool aan-
wezig is. In absolute zin is dus het transportcompartiment bij de mens aan-
zienlijk actiever dar bij de zeelt, Voor het humane plasma wordt een ge-
middelde waarde van 28 umol/]l opgegeven. Voor de zeelt hebben wij een ge-
middelde waarde van 22 + 4 umol/]l gevonden, cen gemiddelde dat betrekking
had op 10 proefdieren. De ijzerbindingscapaciteit en het ijzergehalte van het
plasma bedroegen voor deze zeeltenpopulatie respectievelijk 42,5 + 4,5 en
14,3 + 2,4 umol/l. Drukken we het relatieve ijzertransport door het plasma
uit als het gquotiént van het dagelijkse ijzertransport door het plasma en van
het totale lichaamsijzer, dan wordt voor de mens een waarde berekend van
8,5.10_3 en voor de zeelt een waarde van 4, 5.10._3, zodat ook in relatieve
zin het transportcompartiment bij de mens actiever is. De hoeveelheid ijzer
welke dagelijiks vanuit het plasmacompartiment naar het beenmerg respectie-
velijk naar de nier en de kopnier wordt vervoerd, bedraagt voor de mens

9 maal de hoeveelheid ijzer welke in het plasma aanwezig is en voor de
zeelt 2 maal deze hoeveelheid. Bij de mens wordt dus 90% van het dage-
lijks door het plasma vervoerde ijzer afgegeven aan het erythropoietische
gsysteem, bij de zeelt bedraagt deze afgifte slechts 50% van het dagelijks
getransporteerde kwantum. De erythropoiese stelt dus bij de zeelt minder
grote eisen aan het transportsysteem.

Hoe kunnen we het relatief grote ijzertransport naar de niet-erythropoieti-
sche organen en weefsels bij de zeelt verklaren? Het is niet waarschijnlijk
dat dit hoge transport in verband staat met een snelle vernieuwing van de
ijzerhoudende enzymsystemen. Zoals uit het schema blijkt, neermt de lever
een belangrijke plaats in het niet-erythropoietisch gerichte ijzertransport in.
Een mogelijke verklaring is, dat we de vis ~ wat het ijzer betreft - ten

opzichte van de situatie bij de mens als een relatief "open systeem' moeten

122



0,32

Figuur VII, 1.

Verdeling en kinetiek van ijzer bij de zeelt. De getallen naast de pijien geven
de hoeveelheden ijzer aan in [hmolen welke dagelijks in de aangeduidde rich-
tingen worden getransporteerd. De overige getallen staan voor de ijzergehaltes

van de diverse organen. De onderstreepte getallen geven de hoeveelheid ijzer

aan welke aanwezig is in het heminecompartimment van nier en kopnier,

P plasma; N unier; KN kopnier; E erythrocyten; L lever; M milt; K kieuw;

[ darm; O overige weefsels en organen; G gal; U urine,
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Fignur VII, 2.

Verdeling en kinetiek van ijzer bij de mens volgens Pollycove (1963},
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beschouwen, zodat we de relatief hoge ijzertransporten welke niet in direct
verband staan met de erythropolese zouden kunnen interpreteren als elimi-
natieprocessen van eenmaal geabsorbeerd ijzer. De geponeerde ijzeruitschei-
ding via de gal zou hier een voorbeeld van kunnen zijn.
In hoofdstuk I hebben we gesteld, dat het quotiént van de dagelijkse ijzerop-
name en van de dagelijkse ijzerbehoefte van het erythropoietisch systeem
een goede parameter is voor de relatieve milieu-onafhankelijkheid van de
erythropoiese. We zullen er bij onze beschouwing van uitgaan, dat de totale
ijzerbalans van het organisme in evenwicht is. Eerder in dit hoofdstuk werd
vermeld, dat de ijzerabsorptie in een 20 umolair kunstmatig zoetwater
- Fe(IIl)citraat milieu het optredend ijzerverlies compenseert. De geme-
ten ijzerabsorptie bedroepg ongeveer 43.107% umol/100 g vis/dag. Stellen we
de ijzerbehoefte van het erythropoietische systeem op 0,3 umol/dag, dan
bedraagt de waarde van de genocemde parameter bii benadering 0,43. Voor
de mens bedraagt de waarde van de parameter ongeveer 0,04, waarbij de
berekening gebaseerd is op een dagelijkse ijzerbehoefte van het erytropo-
ietisch systeem van 0,41 mmol/dag en een noodzakelijke ijzeropname van
0,18.10"3 mmol/dag. De levensduur van de erythrocyten van de rat (wistar)
bedraagt 60 dagen. Bij een totale hoeveelheid hemoglobineijzer van 160 pmol
kan de dagelijkse ijzerbehoefte van het erythropoietisch systeem worden ge-
steld op 2,65 umol/dag. Het urinaire ijzerverlies werd door Bobeck-Rutsaert
{1973} gemeten en bedroeg gemiddeld 15.10"3 pmol /dag, Nemen we naar ana-
logie van de mens een dagelijks fecaal ijzerverlies van 0,20/00 van het to-
tale lichaamsijzer, dan komt dit neer op een verlies van in totaal 3(}.10_3
umol/dag. Voor de genoemde parameter kan nu een waarde worden bere-
kend van 0,01. Dit betekent dus, dat bij de mens en de rat in vergelijking
tot de zeelt aan de economie van het lichaamsijzer veel hogere eisen worden
gesteld en dat ook in deze zin dus het ijzermetabolisme van de mens en de
rat als een relatief meer ''gesloten systeem" dient fe worden opgevat. De
eerder genoemde verschillen van de dagelijkse ijzeruitscheiding uitgedrukt
als promillage van het totale lichaamsijzer en de implicatie voortvioeiend
uit de weergegeven transportschema's (fig. VIE, 1 en fig, VII, 2) zijn met
deze visie in overeenstemining,

Het laatste aspect van ons onderzoek betrof de wegen waarlangs ijzer
kan worden geabsorbeerd en waarlangs ijzer kan worden uitgescheiden, We
hebben kunnen aantonen, dat - althans in een citraatmilieu - de kisuw een

rol in de ijzeropname vervult. Bij een concentratie van 0,1 pmol Fe(llDci-
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traat/l werd een ijzercpname berekend van 0,4 nmol/100 g vis/24 uur. Bij
een concentratie van 10 umol/l bedroeg de opname 20 nmol/100 g vis/24 uur.
Doch roept de experimentele procedure twijfels op. Het citraat-ion is wel-
iswaar in staat om het ijzer als complex te binden en daardoor in oplossing
te houden, doch de complexen hebben zeer sterk de tendens om aan te groei-
en, zodat de experimenten plaatsvinden in een inhomogeen milieu. De he-
schikbaarheid van het ijzer zal daardoor van de tijd afhankelijk kunnen wor~
den. De lineairiteit van de gemeten ijzeropname in de tijd geeft 6f aan dat
deze factor van geen betekenis is, 6f dat niet de concentratie van de voor
absorptie geschikte ijzercomplexen maar het absorptieproces zelf de bepa-
lende factor in de opname is.

Zoals we in hoofdstuk VI, § 5 hebben beschreven, bestond er ¢en groot ver-
schil in ijzercopname door de perfusieviloeistof ais deze bestond uit humaan-
of zeeltenplasma enerzijds of Ringer-PVP anderzijds. De conclusie dat hier
een plasmafactor bijvoorbeeld transferrine een rol speelt, ligt voor de hand.
Daar het geen verschil maakt of in de perfusie-experimenten humaan- of
zeeltenplasma wordt gebruikt, moeten we voor deze transportfunctie van het
transferrine aannemen, dat er geen soort specificiteit bestaat. Experimen-
ten waarhij erythrocyten van de zeelt geincubeerd werden met zeeltenplas—
ma of met humaanplasma dat van te voren met 59Fe(III) was gemerkt, ga-
ven een geheel ander beeld te zien. Bij incubatie met zeeltenplasma kon
wel radicactiviteit in de heminefractie van de erythrocylen worden aange~
toond, bij incubatie met humaanplasma trad vrijwel geen inbouw van radio-
actief ijzer in de heminefractie op. Ook de totale opname van radioactivi-
teit door de erythrocyten was bij incubatie met humaanplasma sterk gere-
duceerd. We moeten dus wat betreft de overdracht van fransferrinegebonden
ijzer naar de erythrocyt concluderen, dat het transferinemolecuul een sterk
soort specifieke werking heeft. Dit is in overeenstemming met de door Ver-
hoef (1973) mevonden resultaten. Hoewel de twee experimenten (perfusie, in-
cubatie) in striltte zin niet vergelijkbaar zijn, mag de mogelijkheid, dat in
de perfusie-experimenten een andere plasmafactor dan transferrine een rol
speelt, niet uit het oog worden verloren.

In hoofdstuk IV, & 2 werd op de rol van de darm ingegaan. Op grond van
de in figuur IV, 3 weergegeven resultaten werd geconcludeerd, dat het door
de darmwand opgenomen ijzer niet of onvolledig met het in de darm aanwe-
zige depot ijzer wordt vermengd, alvorens het aan het serum wordt doorge-

geven, De resultaten wijzen erop, dat - althans onder de heersende experi-
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mentele omstandigheden - de ijzerabsorptie en de ijzerdoorgifte naar het
plasma, niet wordt beheerst door een mucosa-hlok in de betekenis die
Granick (1946) en Hahn (1943) hieraan gaven.

Wat de ijzeruitscheiding betreft hebben we kunnen aantonen, dat deze voor-
namelijk via de feces en de urine verloopt. Voorts zijn er aanwijzingen dat
ook de kieuw een functie in de ijzerexcretie vervult (hoofdstuk VI). Een
belangrijke component van de feces wordt gevormd door de gal. In hoofd-
stuk IV, & 2, werd de hypothese naar voren gebracht, dat het door de darm-
wand opgenomen ijzer via het galsynthetiserend systeem in de lever - voor
een gedeelte en zonder grote verdunning - in het darmlumen kan worden uit~
gescheiden. De hypothese was gebaseerd op de waarneming, dat gedurende
de 10-daagse periode van de in hoofdstuk IV beschreven ijzeropname-experi-
menten, de specifieke activiteit van het ijzer in de gal vele malen hoger
was dan de specifieke activiteit van het ijzer in het plasma (fig. IV,5). Na
intracardiale toediening van een plasmagebonden speurdosis 59Fe(III) worden,
evenwel andere resultaten verkregen (fig. V,4). Aanvankelijk is de speci-
fieke activiteit van het ijzer in de gzl hoger dan de sljecifieke activiteit van
het ijzer in de lever. Twaalf uur na toediening van de speurdosis zijn heide
specifieke activiteiten binnen de nauwkeurigheid van de meettechniek aan el-
kaar gelijk geworden. Hoe zijn beide waarnemingen met elkaar in overcen-
stemming te brengen? De bloedtoevoer van de lever is van dien aard, dat
het arteri€le bloed en het onder anderen uit de darmwand afkomstige veneu-
ze bloed pzs na menging in de sinussoiden van de lever met de levercellen
in contact komt (Elias en Bengendorf, 1963). De aanvankelijk in vergelijking
tot de specifieke activiteit van het ijzer in de lever verhoogde specifieke ac-
tiviteit van het ijzer in de gal, zoals we dit na iniracardiale toediening van
de speurdosis waarnemen, en het voortdurend hoger zijn van de specifieke
activiteit van het ijzer in de gal vergeleken met de specifieke activiteit van
het ijzer in de lever, zoals dit het geval is als het ijzmer direct uit het mi-
lieu wordt geabsorbeerd, kunnen we nu als volgt verklaren. We nemen hier-
toe aan, dat de gal ijzer ontvangt uit een relatief klein ijzercompartiment dat
in evenwicht is met het ijzer in de sinussoidale mengpool. Na opname van
ijzer uit het milieu (hoofdstuk IV), dat een zeer hoge specifieke activiteit
heeft, neemt de specifieke activiteil van het ijzer in het uit de darmwand
afkomstige bloed sterk toe, zodat de specifieke activiteit van het ijzer in de
sinussoidale mengpool hoger is dan die van het ijzer in het plasma wvan het

arterigle bloed. Gezien de lineairiteit van de ijzeropname door de gehele
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vis als functie van de tijd, fig, IV, 1, is dit een conditie die gedurende de
gehele experimentele periode zal gelden. Het ijzer dat nu vanuit het kleine
compartiment in de gal wordt uitgescheiden, zal dus steeds een hoge speci-
fieke activiteit hebben, Dat de specifieke activiteit van het ijzer in de lever
lager is dan die van het in de gal uitgescheiden ijzer hetekent, dat het ijzer
in het kleine compartiment langzaam met een relatief groot compartiment in
de lever uitwisselt. Dat na intracardiale toediening van de speurdosis de
specifieke activiteit van het ijzer in de gal aanvankelijk hoger is dan die
van het ijzer in de lever, vindt eveneens zijn verklaring in de hoge speci-
fieke activiteit van het ijzer in de sinussoidale mengpool en dus ock in het
geponeerde kleine ijzercompartiment van waaruit ijzer in de gal wordt uit-
gescheiden. De specificke activiteit in dit compartiment zal, gezien het ver-
onderstelde evenwicht, evenwel parallel aan de verdwijningscurve van het
plasmaijzer afnemen, zodat ook het wit dit compartiment in de gal unitge-
scheiden ijzer een afnemende specifieke activiteit zal vertonen., Als we nu
aannemen, dat de gal niet slechts uit het kleine compartiment ijzer ontvangt
maar eveneens uit het geponeerde grote compartiment, dan zal het verloop
van de specifieke activiteif in de gal na verloop van tijd steeds meer hepaald
worden door het uif dit grote compartiment afkomstige ijzer. Op den duur
zal dus de specifieke activiteit van het ijzer in de gal gelijk worden aan die
van het ijzer in het grote compartiment, zodat de in fig. V,4 weergegeven
resultaten op grond van de twee compartimenten verklaard kumnen worden.
Terloops zij hier opgemerkt, dat ock van Kreel's (1972) experimenten over
de ferritinesynthese in de rattenlever het bestaan van een klein comparti-
ment met een hoge turnover aannemelijk maken.

Dat de gal een rol speelt in de ijzeruitscheiding moge anderzijds blijken uit
het resultaat van ijzerbelastingsexperimenten. Na intramusculaire toediening
van respectievelijk 10, 30 en 50% van de totale hoeveelheid lichaamsijzer
in de vorm van Fe(Ill)citraat (pH=7) werden na 24 uur de volgende ijzercon-
centraties in de gal gemeten 0,41 + 0,10, 0,60 + 0,10 en 1,10 + 0, 30 pmol/ml.
De gemiddelden hebben betrekking op de waarden gevonden bij drie verschil-
lende proefdieren. Als geen ijzer werd toegediend, bedroeg de geriddelde
ijzerconcentratie 0,30 + 0,05 pmol/ml, We kunnen berekenen hoeveel gal er
dagelijks in het darmlumen moet worden uitgescheiden om het totale fecale
ijzerverlies dat dagelijks optreedt te kunnen verklaren. Zo bedraagt het fecale
ijzerverlies onder submarginale ijzercondities (tabel IV,5) 14,3.10_3 pmol /
100 g vis/dag. Voor een 300 g wegende vis dient nu dagelijks 1,4 (=0,41/0, 30)
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ml gal te worden uitgescheiden. Als we bedenken, dat de inhoud van de gal-
blaas ongeveer 0,15 ml bedraagt, dan lijkt een rol van de gal in de ijzer-
uitscheiding waarschijniijk.

Op de ijzeruitscheiding door de nier zijn we in hoofdstuk VI uitvoerig inge-
gaan, We zullen hier volstaan met nogmaals te onderstrepen, dat de in
fig. VI, 5 gegeven specifieke activiteitscurven voor het ijzer in de urine
slechts te begrijpen zijn, als we het bestaan van een verdunningspool in het
excretieapparaat poneren. Dit is in overeenstemming met de in hoofdstuk IV
beschreven 10-daagse experimenten waar een radicactiviteitsuitscheiding in
de urine werd gemeten van 0,3-0,4% van de totale hoeveelheid door de vis
opgenomen radioactiviteit. Zouden we aannemen, dat het in de urine uitge-
scheiden ijzer direct uit het plasma geklaard ijzer betreft, dan dient het ra-
dioactiviteitsverlies 6% te bedragen. De gemeten radioactiviteitsuitscheiding

kan slechts verklaard worden als we een verdunningspool in de nier aanne-
men,
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SAMENVATTING

In dit proefschrift wordt een onderzoek over het ijzermetabolisme
van de zeelt beschreven, De in dit onderzoek verkregen resultaten worden voor
zover mogelijk vergeleken met gegevens over het ijzermetabolisme der zoog-
dieren. Het doel van deze vergelijking is meer inzicht te krijgen in de eigen
aard van het ijzermetabolisme van de vis en van het zoogdier.

Hoofdstuk [ gaat in op die aspecten welke in een vergelijkend onder-

zoek van belang zijn. Ultgegaan wordt van het gegeven, dat de ijzerhuishou-
ding van de mens gekenmerkt wordt door een gering vermogen om eenmaal
geabsorbeerd ijzer uit te scheiden. Als het ijzeraanbod oorspronkeliik als
marginaal mag worden opgevat, is dit gesloten karakter van de ijzerhuis-
houding te begrijpen, Minisering van het ijzerverlies is dan een noodzake-
lijke voorwaarde om de erythropolese te stabiliseren en is dan van adaptie-
ve aard. Deze verklaring zou ondersteund worden als zou blijken, dat de
ijzerhuishouding van dieren levend onder condities van een overmatig ijzer-
aanbed in vergelijking tot die van de mens als meer open dient te worden
opgeval., Bij een zoetwalervis als de zeelt is een dergelijk overmatig ijzer-
aanbod niet onwaarschijnlijk. Aan de basis van ons onderzoek staat dan ook
de vraag, of de zeelt het zich in zijn milien bevindende ijzer dat zich niet
in zijn voedsel bevindt, in voldoende mate kan absorberen om de optreden-
de ijzerverliezen te dekken.
Enkele impiicaties van homoio- en poikilothermie op de erythropoiese en in
wijdere zin op de ijzerhuishouding komen aan de orde. Voorts wordt inge-
gazn op de opname door de vis van zware metalen en in het bijzonder van
ijzer. De geraadpleegde literatuur wordt vermeld.

Hoofdstuk 1T is gewiid aan de materialen en methoden die bij dit on-

derzoek doorlopend zijn gebruikt. Specifieke methodieken komen in de bhe-
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treffende hoofdstukken aan de orde.

In hoofdstuk III wordt ingegaan op de chemie van ijzer in een wa-
terig milieu, Op basis van de weergegeven theoretische aspecten is een
proefopstelling oniwikkeld, welke gekenmerkt wordt door een constante ijzer-
concentratie en een constante 59Fe(III)/56Fe(III)verhouding in de tijd. De
ijzerconcentratie kan niet experimenteel worden gevarieerd en bedraagt ge-
middeld 0,18 pmol/l. Het principe bouwt ercp, dat het in het water colloidaal-
dispers verdeelde ijzer in dynamisch evenwicht is met een neersiag van ferri-
hydroxide,

In hoofdstuk IV worden experimenten over de ijzeropname door de vis
uit het water beschreven. Er wordt gebruik gemaakt van de in hoofdstuk ITI
beschreven proefopstelling. Bij een gemiddelde ijzerconcentratie van 0,18
amol/l bedraagt de dagelijkse ijzeropname gemiddeld 1,12 nmol Fe/100 g
vis.

Op grond van de verkregen curven die de specifieke activiteit van het ijzer
in het plasma en van het orgaanijzer als functie van de tijd weergeven, wor-
den globale unitspraken gedaan over het ijzermetabolisme. Van het door de
darmwand geabsorbeerde ijzer moet worden aangenomen, dat een deel zon-
der grote verdunning in de lever direct via de gal kan worden uifgescheiden.
Om tot kwantitatieve uifspraken over het ijzermetabolisme op orgaanniveau
te komen, hebben wij het begrip utilisatie ingevoerd. Utilisatie is gedefini~
eerd als de hoeveelheid ijzer welke door een orgaan of door eem bepaald
ijzercompartiment in een orgaan dagelijks uit het plasma wordt opgenomen.
Een methode om de utilisatie te berekenen wordt beschreven,

Voor de belangrijkste organen zijn de utiligatiewaarden gegeven, Voor het
erythropoietische systeem - heminecompartiment van nier en kopnier - leidt
de rekenmethode tot fysiologisch interpreteerbare utilisatiewaarden. De be-
rekende dagelijkse ijzeropname van het erythropoietisch systeem bedraagt
0,39 umol, hetgeen voldoende is om de ijzerbehoefte van dit systeem volle~-
dig te dekken.

Hoofdstuk V is gewijd aan experimenten die tot doel hebben de in-
terne ijzerkinetiek te bestuderen. Er wordt gebruik gemaakt van de "klas-

sieke" methode welke erop neerkomt, dat na tcediening van een speurdosis

plasmagebonden 59

Fe(Ill) het verloop van de specifieke activiteit van het plas-
maijzer en van het ijzer inm de organen wordt bepaald. Na een globale be-
spreking van de resultaten, worden op grond van de specifieke activiteits-

curven voor de belangrijkste organen de utilisatiewaarden berekend (tabel
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VIi, 3). De resultaten komen goed met de eerder berekende utilisatiewaar-
den overeen.

In dit hoofdstuk worden eveneens experimenten beschreven over de erythro-
cyten-afhrekende functie van de milt. De toegediende speurdosis bestaat hier
uit erythrocyten welke in vivo met 59Fe(IH) zijn gemerkt,

Er kan worden aangetoond, dat de milt een belangrijk erythrocyten-afbrekend
orgaan is. De experimentele resultaien wijzen erop, dat het ijzer dat vrij-
komt hij de atbraak van het hemoglobine in de milt - mogelijk als hemosi-
derine - wordt opgeslagen. Het in de erythrocyten aanwezige niet-hemoglo-
bineijzer wordt bij afbraak van de erythrocyt snel gemobiliseerd en opge-
nomen door de lever.

In hoofdstuk VI wordt ingegaan op de ijzerexcretie en op enkele as-
pecten van de ijzerabsorptie. De Ijzeruitscheiding via urine en feces zijn
kwantitatief bestudeerd onder condities van een beperkt en een overmatig
ijzeraanhod. Na een 10 dagen durend verblijf in kunstmatig zoetwater met
een ijzerconcentratie van 4 nmol/l, bedraagt de ijzeruitscheiding via de uri-
re en de feces respectievelijk 7,7 en 14,3 nmol/100 g vis/dag.

De in hoofdstuk IV vermelde ijzercpname uit het water dekt de optredende
ijzerverliezen niet, zodat het gebruikte experimentele milieu als submargi-
naal dient te worden opgevat.

Bij een ijzerconcentratie van 20 umol Fe(lIDcitraat/l bedraagt het ijzerver-
lies via urine en feces respectievelijk 15,8 en 20,5 nmol/100 g vis/dag. De
ijzerabsorptie in een 10 wmolair Fe{llDcitraat milien bedraagt 43 nmol/100 g
vis/dag, zodat onder bepaaide experimentele condities het ijzerverlies kan
worden gecompenseerd door de ijzeropname uit het water. Op de ijzeruii-
scheiding in de urine wordt dieper ingegaan, De hoeveelheid in de urine uit-
gescheiden iizer wordt voornamelijk bepaald door het ijzer dat afkomstig is
uit een in het excretiecapparaat te poneren ijzerpool. De rol die de kieuw
speelt in de ijzeruitscheiding, is kwalitatief bestudeexd.

Wat de ijzerabsorptie betreff, is nagegaan of de drinkratio groot genoeg is
om de in hoofdstulr IV vermelde ijzerabsorptie te verklaren uwit het met het
drinkwater aangeboden ijzer. Dit is inderdaad het geval, doch er moet dan
een 100 procentige absorptie in de darm worden aangenomen, hetigeen nlet
waarschijnlijk lijkt. De vraag wordi gesteld of de kieuw een aanvullende ab-
sorptieroute voor het opgeloste ijzer is, Door middel van perfusie-experi-
menten kan worden aangetoond, dat de kieuw ijzer uit een Fe(lll}citraat mi-
lien absorbeert en aan de perfusievlceistof doorgeeft. Bij een ijzerconcen-—

tratie van 10 pmol/l bedraagt de absorptie 26 nmol/100 g vis/dag. Er kan
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geen verschil in ijzerabsorptie worden aangetoond als in plaats van zeeiten-
plasma humaanplasma als perfusiemedium wordt gebruikt. Wel is de absorp-
tie bij perfusie met Ringer-Polyvinylpyrrolidone sterk gereduceerd.
Hoofdstuk VII. De experimentele resultaten worden nogmaals bespro-
ken en wel in wijder verband. De resultaten van een door ons uitgevoerd on-
derzoek naar de ijzerstatus van verschillende zoet- en zoutwatervissen zijn
in de bespreking opgenomen. Aan de basis van dit onderzoek staat de vraag,
of de zeelt wat het ijzer betreft als onafhankelijk van zijn voedsel kan wor-
den beschouwd. We kunnen aannemelijk maken dat dit in het natuurlitk mi-~
lieu in principe het geval kan zijn,
We hebben enkele parameters ingevoerd om de ijzerhuishouding van de zeelt
enerzijds en van mens en rat anderzijds van elkaar af te grenzen, Deze pa-
rameters zijn:
1. het dagelijks ijzerverlies als promillage van het totale lichaamsijzer;
2. het percentage van het dagelijks door het plasmacompartiment vervoerde
ijzer dat aan het erythropoietisch systeem wordt afgegeven;
3. het quotiént van de dagelilkse ijzerabsorptie en van de dagelijkse ijzer-
behoefte onder condities van een stabiele ijzerbalans.
Deze laatste parameter kan worden beschouwd als een maat voor de rela-
tieve milieu-onafhankelijkheid van de erythropoiese. De zeelt verliest dage-
lijks 1%00 van het totale lichaamsijzer. Bij de mens en de rat bedraagt dit
verlies 0,20/00. Wat de percentuele ijzerleverantie aan het erythropoietisch
systeem betreft, deze hedraagt veor de zeelt 50% en voor de mens 90% van
de hoeveelheid ijzer welke dagelijks door het plasma wordt vervoerd, Het
quotiént van ijzerabsorptie en ijzerbehoefte van het erythropoietisch systeem
bedraagt voor de zeelt 0,43 en voor de mens en rat respectievelijk 0,04 en
0,01. Op grond van deze vergelijkende gegevens wordt geconcludeerd dat de
ijzerhuishouding van de zeelt in vergelijking tot die van de mens en de rat
als een relatief "open' systeem dient te worden opgevat.
De berekende utilisatiewaarden maken het opstellen van een schema van de
iizerkinetiek bij de zeelt mogelijk. Een dergelijk schema wordt gegeven.
Ter vergelijking is het schema van Pollycove (1963} over de ijzerkinetiek bij
de mens opgenomen.
Tot slot worden enkele specifieke problemen betreffende de iizeropname en
de ijzeruitscheiding besproken. Op de mogelijke functie van de gal in de
ijzeruitscheiding wordt nader ingegaan. Ook de resultaten van de kieuw per-
fusie-experimenten worden besproken, dit met het oog op het al dan niet be-
staan van een soortspecifieke activiteit van het transferrinemolecuul.
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SUMMARY

This thesis is based upon a study of iron metabolism in the tench
(Tinca tinca I..). The results are as far as possible compared with data
about the iron metabolism of mammals. The object of this comparative
study is to improve insight into the peculiar character of the metabolism
of iron in fish and mammals,

Chapter I deals with those aspects which are of interest for a com-
parative study like the present one. The point from which we start is that
the iron metabolism in man is characterized by the fact that humans are
able to a small extent only to secrete iron once it has been absorbed., When
it is allowed to take the supply of exogenous iron as originally limited, we
can understand this 'closed" character of the iron economy.

Given this and in view of the stabilization of the erythropoiesis it Is a nee-
essary condition to minimize the loss of irom, minimization which is then
of an adaptive nature, This explanation would get support if it should appear,
that the iron economy of animals living under conditions of excessive supply
of iron as compared with that of man had to be described as relatively
"open". Such an abundant supply of iron iz not improbable with a freshwater
fish like the tench. For this reason the basic question of this study is
whether the tench can absorb iron which does not form part of its food in
sufficiently large quantities to compensate for its losses.

Some implications of homoiothermy and poikilothermy on the erythropoiesis
and in a wider sense on the iron economy are discussed. We further in-
vestigated the matter of the absorption of heavy metals and especially of
iron by the fish by means of a study of the literature.

Chapter II deals with the materials and methods currently used in
the course of this study. More specific methods are described in the chap-

133



ters concerned.

In chapter III a description is given on the chemistry of iron in an
environment of water. On the basis of the reported theoretical aspects we
developed an experimental procedure which is characterized by z constant
iron concentration and a constant 59]:‘e(III)/%Fe(III) ratio in time. The con-
centration of iron is experimentally not variable; the mean value is 0.18
umol /1, Essentially the experimental set-up is based on 2 dynamic equilib-
rium between the colloid-dispersed iron in the water and a sediment Fe(II)-
hydroxide,

In chapter IV experiments are described dealing with the absorption
of iren from water by the fish. We used the experimental procedure men-
tioned in chapter III. With a mean iron concentration of 0.18 pmol/l we
measured an average daily iron absorption of 1.12 nmol/100 g fish, Based
on the graphs obtained representing the specific activity of iron in the plasma
and of iron in the organs as a function of time, some rough statements are
made about the iron economy. To explain the results of the system formed
by the intestine~liver-bile we must assume that part of the iron absorbed
can be excreted in the bile-fluid without great dilution in the liver.

We introduced the concept "utilization" to make possible quantitative state-
ments about the metabolism of iron on organ-level, Utilization has been de-
fined as the amount of iron taken up daily from plazsma by an organ or
organ-compartment. A method to calculate this utilization is given.

We calculated the utilization for the most important iron-containing organs
and tissues. The same was done for the utilization of the haemine-compart-
ment of the kidney, the erythropoietic organ of the tench. The iron daily
taken up by the haemine-compartment amounts to 0.34 pmol, a value suffi-
cient to cover the need of the erythropoietic system completely.

Chapter V deals with experiments concerning the internal iron-
dynamics. We used the "classical method of administering a tracer dose
59Fe(HI) bound to plasma and following the course of the specific activity
of plasma- and organ-iron in time, After coarsely interpreting the results
we calculated the utilization value for the most important iron-centaining
organs (table VII, 3).

The results are in agreement with utilization values previously calculated
{chapter IV).
In this chapter we also described experiments concerning the destruction of

erythrocytes in the spleen. We administered erythrocytes which in advance
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were labeled in vivo with 59Fe(IZEI). The experimental results indicate that
the iron set free by destruction of the haemoglobine molecule is stored in
the spleen, possibly in the form of haemosiderine. The non-haemoglobine
iron present in the erythrocyten is very quickly mokilized and taken up by
the liver,

Chapter VI treats of the secretion of iron and of some aspects of
the iron absorption. The secretion of iron via urine and faeces has been
studied guantitatively under conditions of a limited and excessive supply of
iron. After a stay of 10 days in artificial freshwater with an iron concen-
tration of 4 nmol/l the secretion of iron via urine and faeces amounted to
7.7 and 14.3 nmol/100 g fish per day respectively.

The absorption of iron from water mentioned in chapter IV does not cover
the loss of iron suffered, so that the experimental environment has to he
considered as submarginal in terms of iron. With a concentration of iron

of 20 uymol Fe(IlDcitrate/1 the loss of iron via urine and faeces amounts to
15.8 and 20.5 nmol/100 g fish per day respectively. In a 10 pmolair
Fe(IMcitrate environment we measured a daily absorption of iren of 43 nmol/
100 g fish, so that under certain experimental copditions the loss of iron
can be compensated by the absorption of iron from water. The secretion of
iron in urine was furhter investigated. The bulk of the urinary iron descends
from an iron pool localized in the secretion apparatus, To be able to ex-~
plain the obtained experimental results, we must moreover postulate a proc-
ess by which iron is uncoupled from serum-transferrin immediately before
excretion., Under our experimental condifions however, this process is of
minor importance. The part the gill plays in the secretion of ifon has been
studied qualitatively. With respect to the absorption of iron we were able

to show that the drinking rate is sufficiently large ito explain the iron ab-
sorption mentioned in chapter IV from the supply of iron with the drinking
water. However, a percentage of absorption in the intestine has to be as-
sumed as large as 100%, which seems to be not very probable. The question
arises whether the gill fulfills the part of a supplementary way of absorption
for the iron dissolved. By means of perfusion experiments we could prove
that a gill-preparate can absorb iron from a ferricitrate environment, pass-
ing it to the perfusion liquid. With a concentration of iron of 10 umol/] the
absorption amounts to 26 nmol/100 g fish per day. There is no demonstrable
difference in absorption if instead of temch plasma, human plasma as perfu-

gion medium was used. Perfusion with Ringer-TPolyvinyipyrrolidone, however,
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reduced iron absorption sharply, although the perfusion rate was not in-
fluenced.

Chapter VII. The experimental resuits once again make a subject for
discussion, but now in a wider context. The results of an investigation made
by us concerning the iron status of several fresh- and saltwater fishes from
part of this discussion.

Of fundamental importance the question arises as to whether the tench can
be considered not to depend on food for iron. We can reasonably prove

that given a natural environment the answer to the question is yes in prin~
ciple. We have introduced some parameters with the purpose of separating

the iron economy of the tench on the one hand and of man and rafl on the
other hand.

The parameters were:
1. The daily loss of iron as promillage of the total quantity of hody iron;
2. The percentage of iron daily conveyed through the plasma iron compart-
ment;
3. The quotient of the daily absorption of iron and the daily need of ircn
under condifions of a stable iron balance.
This latter parameter can be considered as a measure for the relative in-
dependency of environment of the erythropoiesis.
The tench loses 1%o of the total quantity of body iron daily. For man and
rat this quantity amounts to 0.2%e0. The percentual supply of iron to the
erythropoietic system amounts to 50% for the tench and 90% of the quantity
of iron daily conveyed through the plasma for man. The quotient of the iron
absorption and the need of iron of the erythropoietic system amounts to 0.43
for the tench and 0,04 and 0.01 respectively for man and rat. On the bases
of these comparative data the conclusion is made, that the iron economy of
the tench as compared with that of man and rat has to be considered as a
relatively "open" system.
The utilization values calculated made it possible to set up a scheme of iron
kinetics for the tench (fig. VII,1). For sake of comparison the scheme of
Pollycove about the iron kinetics of man was added.
Finally some specific problems with respect to the absorption and secretion
of iron are discussed; also the probahle function of the bile in the secretion
of iron and the results of the gill perfusion experiments are discussed, the
latter in view of the existence or not of a species-specific activity of the
transferrin molecule.
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