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STELL INGEN

1. Bij spiervezels kan een groot aantal combinaties van verschillende functio-
nele eigenschappen voorkomen. £en bruikbare indeling van deze spiervezels
in typen vereist dat men &&n eigenschap als hoofdcriterium kiest, indeelt
op kenmerken die hiermee verband houden en vervolgens op grond van andere
eigenschappen een steeds verder gaande opsplitsing maakt.

2. Voor het onderscheiden van snelle en langzame spiervezels is de relatieve
Tengte van het contact tussen T-systeem en sarcoplasmatisch reticulum een
beter structuurkenmerk dan het relatieve volume van het sarcoplasmatisch
reticulum,

Dit proefschrift.

3. De positie van het T-systeem hangt doorgaans samen met de lengte van de
actinefilamenten en daarmee indirect met de sarcomeer lengte-spannings rela-
tie; sTechts in enkele gevallen is deze positie gereiateerd aan de mate van
contact tussen het T-systeem en het sarcoplasmatisch reticulum.

Dit proefschrift.

4, Het moncpoliseren van de term 'slow fibre' voor de tonische spiervezel zo-
als die bij amfibi€n is beschreven {Morgan en Proske) en het definiBren van
'slow-twitch fibres' als vezels die een actiepotentiaal voortgeleiden
(Vrbovd et al.) laat weinig ruimte open voor een benaming voor langzame
spiervezels van vissen.

Morgan, D.L., Proske, U. 1984 Physiol. Rev. 64: 103~169
¥rbova, G., Gordem, T., Jones, R. 1978 Nerve-muscle interaction, Chapman and
Hall, London :

5. De algemeen gangbare opvatting dat bij naast elkaar liggende sarcomeren
gelijknamige banden precies op een rij liggen, zodat deze banden over de
hele spiervezel op dezelfde hoogte liggen. (Ham, Junqueira en Carneiro;
Eckert en Randall) is onjuist.

Eckert, R., Randall, D. 1983 Animal Physiology, W.H. Freeman and Company,
San Francisco. p. 344.
Ham, A.W. 1974 Histology, J.B. Lippincott Company, Philadelphia, Toronto.
7e ed. p. 528, :
Junqueira, L.C. Carneiro, J. 1981. Functionele bistologie, Bunge, Utrecht.
. 240,
gie ock: Banks, R.W, 1981 J. Anat.137: 414-415 en Rudel, R., Thaer, A. 1981
J. Physiol. Londen. 318: 28P,
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8.

10.

11.
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Het is waarschijnlijk dat in N Yijn, die vooral bij lange sarcomeren wordt
waargenomen, de actinefilamenten onderling verbonden zijn door eiwit struc-
turen die een rol spelen bij de overgang van het tetragonaal actinefilament
patroon bij de Z 1ijn naar het hexagenaal patroon in de A band.

Wang, K., 1984 in: Pollack, G.H. en Sugi, H. (eds) Contractile mechanisms
in muscle. Advances in Experimental medicine and biology 170: 285-303,
Plenum Press, New York, Lomdon.

De waarneming van Wigmore en Stickland dat grotere varkensfoetussen ongeveer
evenveel primaire maar meer secundaire embryonale spiervezels hebben dan hun
kleinere toomgenoten geeft geen informatie over post-natale verschillen in
vezeltype tussen toomgenoten.

Wigmore, P.M.C., Stickland, N.C. 1983 J. Anat. 137: 235-247.

In tegenstelling tot de hypothese van Stickland en Goldspink is het spier-
vezelaantal in de m.flexor digiti V brevis van het varken geen interessant
selectiekenmerk voor het verhogen van de vleesproduktie bij varkens.

Kanis, E., Akster, H.A., Bouman, T.G.H. 1983 CEC Workshop: In vivo measure-
ment of body composition in meat animals. Langford, Bristol.
Stickland, N.C., Goldspink, G. 1975 Animal. Prod. 21: 93-96.

Het samenvatten van gecompliceerde gegevens in overzichtelijke schema's
werkt vaak zeer verhullend. Schema's dienen dan ook met argwaan te worden
bekeken.

Als men in een eigen publicatie door anderen gepubliceerde onzin wil bestrij-
den, moet men er rekening mee houden dat dit de impactfactor van die onzin
verhoogt.

Het feit dat deskundigen aan wie de beoordeling over plaatsing van manuscrip-
ten in tijdschriften wordt toevertrouwd, vaak niet gerechtigd 2ijn zitting

te nemen in een promotiecommissie, is kenmerkend voor het traditionele ka-
rakter van promoties.

Proefschrift van H.A. Akster

Muscle fibre types of fishes;

structural and functional specialization
Wageningen, 5 oktober 1984
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ALGEMENE INLEIDING

1. VRAAGSTELLING

Het spierstelsel is het omvangrijkste orgaansysteem van het dierlijk, en
menselijk, lichaam; meer dan veertig procent van het lichaamsgewicht bestaat
uit spier., Vanuit landbouwkundig gezichtspunt is het het meest interessante
orgaanstelsel; vee- en visteelt zijn in sterke mate gericht op het efficient
produceren van spierweefsel.

Het verschil tussen rood en wit vlees is al zeer lang bekend. De eerste die
dergelijke kleurverschillen, bij spieren van het konijn en de rog, in verband
bracht met verschillen in spierfimctie was Ramwvier (1873). Het karakteriseren
van verschillende typen spiervezels en het nagaan van hun functicnele betekenis
voor het dier, is de hoofdlijn van het in dit proefschrift beschreven onder-
zoek,

Spieren zijn betrokken bij het uitvoeren van zeer uiteenlopende bewegin-
gen. Dit geldt zeker voor spieren van vissen. Eenzelfde spier kan zowel be-
trokken zijn bij voedselopname, vaak preoivangst, als bij ademhaling. Prooi-
vangst 1s een proces dat zich zeer snel (binnen 20 msec, Muller, 1983) afspeelt
en waarbij grote versnellingen (meer dan tien maal de versnelling van de
zwaartekracht, van Leeuwen, 1983) worden uitgeoefend, terwijl ademhaling een
langzame,maar continu ritmisch herhaalde beweging is. Het uitvoeren van zulke
geheel verschillende bewegingen door dezelfde spieren is aanleiding tot het
stellen van de vraag:

"Hoe voldoet een spier aan de, deels tegenstrijdige, eisen die er voor het
uitvoerer van verschillende bewegingen auan gesteld worden®,

De grote variatie in aquatisch miliey, en in daaraan aangepaste typen vissen,
brengt veel verschillende manieren van voedselopname met zich mee., Het is te
verwachten dat deze verschillen tot uiting komen in verschillen in bouw van
de spieren van deze vissen,

Boddeke, Slijper en van der Stelt beschreven in 1959 een met het zwemgedrag
samenhangend verschil in samenstelling van de rompspieren bij diverse groepen
vissen, Vissen die een groot gedeelte van hun tijd zwermen @Etayers) bleken
relatief meer dunne, rode spiervezels te hebben dan vissen die slechts




gedurende korte tijd een prooi achtervolgen of zelf wegvluchten (sprinters}.
Bone (1966) en Rayner en Keenan (1967) toonden met behulp van electromyografie
bij de hondshaai Seyiiorhinus canicula L. en de tonijn Katsuwonus pelamie L.
aan dat het rode deel van de rompspieren inderdaad gebruikt wordt tijdens
langzaam en langdurig zwemmen. Het grotere, witte deel wordt pas actief bij
hogere zwemsnelheden,

In aansluiting op deze gegevens is in dit proefschrift de hierboven
gestelde vraag aangepakt door onderzock te verrichten naar het voorkomen van
verschillende typen spiervezels in de spieren van vissen. Vervolgens werd
nagegaan wat de relatie is tussen de histochemische, structurele en
contractiele eigenschappen van deze typen en welke betekenis deze eigenschap-
pen hebben voor het functioneren van dit vezeltype in de vis. Dit onderzoek
kan dan ook worden omschreven als functionele morfolegie op cellulair niveau.

Inzicht in de functionele betekenis en kennis van de histochemische en
structurele kemmerken van deze typen.is noodzakelijk om vragen naar de
ontwikkeling, differentiatie en groei van spiervezels en spiervezeltypen te
kunnen beantwoorden. Over differentiatie van spiervezels en spiervezeltypen
is reeds onderzoek verricht (zie voor een overzicht van Raamsdonk, 1982), maar
er zijn nog vele onbeantwoorde vragen. Voor de post-larvale groei en de ver-
anderingen in spiervezelsamenstelling tijdens de groei (zie Stickland, 1983)

geldt dit in nog sterkere mate,

Ter verduidelijking wordt hieronder eerst de algemene bouw en werking
van de dwarsgestreepte spiervezels van gewervelde dieren kort aangeduid.
Daarna werden de gronden waarop deze spiervezels in typen worden onderverdeeld
besproken.

2. BOUW EN WERKING VAN SPIEREN

2.1, Boww em contractie van spiervezels

Dwarsgestreepte spieren zijn opgebouwd uit spiervezels en uit voedende,
stevigheid en samenhang verlenende en besturende elementen: bloedvaten, bind-
weefsel, zenuwen en zintuigorgaantjes. Het bindweefsel zet zich voort in de
pees en brengt de door de spiervezels uitgeoefende kracht over op beenelementen,
De levering van kracht (omzetting van chemische energie in mechanische energie)
door de spiervezels vindt plaats in spierfibrillen of myofibrillen, langgerekte
structuren waarin zones met dunne eiwitketens, actine filamenten, en zones met
dikkere eiwitketens, myosine—filamenten, elkaar afwisselen, De myosine— en de
actine filamenten overlappen elkaar gedeeltelijk (zie fig. | en fig. 2). Door
deze rangschikking ontstaat een patroon van lichte en donkere banden; de
dwarsstreping waaraan deze spieren hun naam ontlenen, De namen van de handen
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Fig. la. Overlangse doorsnede van een dwarsgestreepte spiervezel met daaromheen
bloedvaatjes (bl) en zenuwvezels (). Behalve de dwarsstreping is ook een,
door de myofibrillen veroorzaakte, lengtestreping in de vezel te zien,
Deze, rode vezel bevat vrij veel mitochondria (M). Vergroting 4000 x.

Fig., 1b. Deel van een myofibril. De verschillende banden van een sarcemeer zijn
aangegeven (zie ook fig. 2), De A band bevat myosine filamenten, deze zijn
in het midden,in de M 1ijn, onderling verbonden. De I band en het deel van
de A band buiten de H band bevatten actine filamenten. De actine filamen-
ten zijn onderling verbonden in de Z lijn.
dunne pijlen: doorsneden door het sarcoplasmatisch reticulum; dikke pijl:
T systeem, Vergroting 28.000 x,




zijn aangegeven in fig. Ib. Het deel van een myofibril dat tussen twee Z
lijnen inligt, heet een sarcomeer.

De nu algemeen gangbare theorie over spiercontractie is de sliding
filament- cross bridge theorie van A,F. Huxley and H.E. Huxley (Huxley and
Niedergerke, 1954; Huxley and Hanson, 1954}, Deze theorie gaat uit van het
sarcomeer als contractiele eenheid. Als de spier contraheert, schulven de
actine filamenten verder naar binmen tussen de myosine filamenten, zodat het
sarcomeer zich verkort. De I band en de H band worden hierbij korter. Dit im
elkaar schuiven gebeurt doordat beweeglijke uitsteeksels, de myosinekoppen,
die op regelmatige afstand op de myosine filamenten voorkomen, verbindingen
aangaan met de actine filamenten en deze verder naar het midden van het
sarcomeer trekken, Deze brugvorming is een cyclisch proces waarbij ATP wordt
verbruikt. De herhaling van de cyclus kan op twee manieren doorbroken worden:
door het blokkeren van de bindingsplaats op het actine-filament of door het
opraken van ATP. Als de spier in rust is, zijn de bindingsplaatsen op het
actine-filament geblokkeerd,

Tedere myofibril is omgeven door het sarcoplasmatisch reticulum, een uit
membranen opgebouwd systeem van dunne buizen en verwiide blazen, die met elkaar
in verbinding staan (fig., 2).

Myofibrillen

Z-Uin “\( HI”H

H-Band — | ( B)
Myosine filamenten — (h%. djﬁﬁfﬁdﬂ‘l

Sarcomeer )
Sarcoplasmatisch reticulum{SR)

T-Systeem

Actine filamenten Contact tussen T-systeem enSR

Fig. 2. Schematische weergave van myofibrillen met de hun omgevende membraan—
systemen (sarcoplasmatisch reticulum en T systeem).

Per sarcomeer wordt het sarcoplasmatisch reticulum een of twee keer onderbroken
door het T-systeem; dit bestaat uit buisvormige instulpingen van de vezelmembraan
die voornamelijk dwars op de richting van de myofibrillen verlopen. Het sarco-
plasmatisch reticulum heeft aan weerszijden van het T-systeem verwijdingen, de
eindblazen, die contact maken met het T-sgysteem,
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2.2, Activatie van een spilervezel

Bij activatie van de spier dcor een zemwimpuls, wordt de membraan van de
spiervezel gedepolariseerd. Deze depolarisatie zet zich voort over de membraan
van het T systeem naar het inwendige van de spiervezel, Onder invloed van deze
depolarisatie komt,op nog onopgehelderde wijze,calcium vrij uit het sarco-—
plasmatisch reticulum. Dit calcium bindt zich aan een van de componenten
{troponine C) van de troponine-tropomyosine complexen die zich op de actine
filamenten bevinden (Ebashi and Endc, 1968), Hiermee wordt de blokkering voor
de vorming van bruggen tussen de myosine- en actine filamenten opgeheven., In
het sarcoplasma, vooral in dat van vissen, bevindt zich een eiwit, het
parvalbumine, dat ook calcium bindt (Gerday and Gilles, 1976; Hamoir et al.,
1981; Gerday, 1982), Parvalbumine heeft een hogere affiniteit voor calcium dan
troponine., De binding aan parvalbumine verloopt echter langzamer dan die aan
tropenine,omdat de bindingsplaatsen op het parvalbumine aanvankelijk nog bezet
zijn door magnesium (Gilles et al,,[983)..Het calcium bindt zich dan ook eerst
aan het troponine, maar wordt al vrij smel overgenomen door het parvalbumine.
Het sarcoplasmatisch reticulum heeft weer een grotere affiniteit tot calcium
dan het parvalbumine, zodat het calcium uiteindelijk im het sacroplasmatisch
reticulum wordt terug gepompt. Dit is een proces waarbij ATP wordt verbruikt,
Als er geen caleium meer aan het troponine gebonden is, worden de bindings-
plaatsen voor de myosinekoppen weer geblokkeerd en stopt de contractie, Om de
spiercontractie te laten voortduren, is dan ook het voortdurend toedienen van
nieuwe impulsen, die tot het vrijkomen van calcium leiden,vereist.

Er bestaan diverse typen spiervezels die verschillen in de snelheid waar-
mee het hierboven beschreven proces zich voltrekt, Dit houdt onder andere
verband met verschillen in:

- uitgebreidheid van het T systeem (Nag,1972; Korneliussen en Nicolaysen, 1975;
Eisenberg en Kuda, 1976).

- structuur en eigenschappen van het regulerende eiwit troponine (Perry et al,
1979).

- structuur en eigenschappen van de contractiele eiwitten actine en myosine
(Syrovy et al., 1970; Lowey en Risby, 1971; Focant et al,, 1976; Pool et al,,
1976).

— activiteit van het myosine ATPase (Birany, 1967).

- het woorkomen van verschillende typen en verschillende concentraties parv-
albumine (Hamoir et al., 1972, 1981; Gerday, 1982).

- de uitgebreidheid van het sarcoplasmatisch reticulum (Nag, 1972; Eisenberp
en Kuda, 1976; van Winkle en Schwarz, i978; Somlyo et al, 1979).

- de snelheid waarmee het sarcoplasmatisch reticulum calcium bindt (Sreter,
1969; van Winkle et al.,1978; McArdle and Johaston, (981).

Van deze verschillen kan gebruik worden gemaakt voor het karakteriseren van

typen spiervezels,

2.3. Typen spiercowntractie (naar Wilkie, 1976 en Close, 1972)

Een spier in rust heeft een zekere elasticiteit., Deze wordt voornamelijk
veroorzaakt door het in de spiler aanwezige bindweefsel, Een deel van deze
elastische elementen ligt parallel aan de contractiele elementen, de sarcomeren;
een deel is ermee in serie gerangschikt, Als een spier kracht uitoefent op een
last, zal er eem vertraging optreden tussen de krachtsontwikkeling in de
sarcomeren en de waarneembare spierwerking omdat eerst de elastische elementen
gespannen wordem,

Als een spier -met een twitch reageert op een enkele prikkel, duurt de periode
waarin de bruggen tussen myosine en actine actief zijn slechts kort; te kort

om de elastische elementen zover te strekken dat de spanning die door de
contractiele elementen wordt geproduceerd ook zan de uiteinden van de spier
merkbaar is, Als de periode waarin de bruggen actief zijn door een volgende
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prikkel wordt verlengd, of hernieuwd voordat de in de elastische elementen
opgebouwde spanning geheel is verdwenen, gaat het strekken van die elementen
door en wordt een grotere kracht door de spier uitgeoefend, Als de impulsen
elkaar zo snel opvolgen dat de spier steeds spanning blijft behouden,is een
letarnus ontstaan, Als de impulsfrequentie zo hoog is, dat de bruggen tussen
myosine en actine ononderbroken actief zijn, kan de spier zijn maximale
spanning bereiken. De spier vertoont dan een maximale tetanus.

Krachtsuitoefening door spieren wordt op twee verschillende manieren
gemeten: tsometrisch, waarbij de lengte constant gehouden wordt en isotomisch,
waarbij men de spler tegen een constante belasting laat verkorten. Bij
natuurlijke bewegingen varieert meestal zowel de lengte als de belasting vande spier.

Bij meting van de isometrisch ultgecefende kracht treedt, hoewel de lengte
van de spier constant gehouden wordt, toch enige verkorting van de contractiele
elementen op. Hierdoor worden de elastische elementen gestrekt en wordt kracht
uitgeoefend op de gebruikte transducer, De kracht die tijdens een isometrische
contractie wordt gemeten, is afhankelijk van de lengte waarop de spier wordt
gefixeerd, De lengte-spanningscurve van een spier is afhankelijk van de bouw
van de sarcomeren {zie voor de invloced van de lengte van de actine filamenten
hierop de hoofdstukken II en VII) en van het gedrag van de elastische
elementen,

De snelheid van een isotonische contractie is afhankelijk van de belasting.
Als de belasting te zwaar is, zal de spier niet verkorten en bij een supra-
maximale last kunnen de bruggen tussen myosine en actinme de last niet houden;
ze zullen slippen en de spier wordt uitgerekt, De maximale snelheid die de
spier kan bereiken, wordt bereikt als de belasting gelijk is aan mul. Deze
maximum snelheid is afhankelijk van de intrinsieke snelheid, dit is de snel-
heid waarmee de sarcomeren verkorten, en van het aantal sarcomeren in serie,
De intrinsieke snelheid is gerelateerd aan de activiteit van het myosine
ATPase; hoe hoger deze activiteit is, des te sneller contraheert de spier
(Birany, 1967). Daar de intrinsieke snelheid van een spier(vezel) lastig te
bepalen is, wordt veoor het vergelijken van snelheden van spieren vaak de tijd
die verstrijkt tussen de stimulus en het bereiken van de maximale kracht (time
to peak tension) van cen isometrische twitch genomen. Deze methode is in de
hoofdstukken IV en VI gevolgd,

3, INDELING VAN SPIERVEZELTYPEN

3.1, Tonigche en fasische vezels

De eerste conderverdeling, die algemeen aangebracht wordt bij dwars-—
gestreepte spiervezels van gewervelde dieren, is die in snelle, fasische of
twitch vezels en in langzame, tonische of niet—twitch vezels, Deze vezeltypen
vertonen zowel morfologische als fysiologische verschillen. Een iets ouder
overzichtsartikel (Hess, 1970) legt de nadruk op de morfologische verschillen,
terwijl een zeer recent overzichtsartikel (Morgan and Proske, 1984) de nadruk
legt op de fysiologische verschillen waaraan de beide groepen hun naam ontlenen.
Door Vrbova et al.(1978) wordt vooral ingegaan op de verschillen in inmervatie
tussen beide typen en op de gevolgen die dit voor de eigenschappen van de
spiervezelmembraan heeft,

Tonische spiervezels reageren slechts op herhaalde stimuli; ze vertonen
dan een langzame contractie, Verder reageren deze spiervezels op langdurige
depolarisatie met een lang aangehouden, tonische, contractuur.

Fasische of twitch vezels reageren op een enkele stimulus van voldoende sterkte
met een korte contractie, een twitch, Bij eeén langdurig aangehouden depolari-~
satie neemt de krachtsontwikkeling van deze vezels na enige tijd af,

De morfologische kenmerken van tonische spiervezels, zoals samengevat door Hess
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{1970} zijun:

— Meerdere eindplaten per spiervezel.

- Weinig sarcoplasmatisch reticulum, De myofibrillen zijn hierdoor niet
volledig van elkaar gescheiden (Felderstruktur, in tegenstelling tot de
Fibrillenstruktur van twitch vezels; Kruger, 1929, geciteerd door Hess, 1970)

- Weinig contact tussen T systeem en sarcoplasmatisch reticulum; het contact-
oppervlak is in tonische spiervezels 5 3 10 maal kleiner dan in twitch
spiervezels (Page, 1965; Flitney, 1971).

- Afwezigheid van de M lijn.

= Dikke golvende Z liinen.

Fasische vezels reageren op een depolarisatie die een bepaalde drempelwaarde
overschrijdt met het generen van een actiepotentiaal, Tonische vezels generen,
onder fysiclogische omstandigheden, geen actiepotentiaal; een depolarisatie
heeft alleen plaatselijk effect over een afstand en gedurende een tijd die
afhangen van de kabeleigenschappen van de membraan: de capaciteit van de mem-—
braan en de weerstanden binnen, buiten en over de membraam,
Tonische spieren hebben een lage myosine ATPase activiteit (Bardny, 1967).
Hierdoor is de krachtsontwikkeling langzaam, maar deze spieren verbruiken per
tijdseenheid relatief weinig ATP (Goldspink, 1977), Deze spieren functioneren
niet zo zeer bij bewegingen als wel bij het in standhouden van een positie.
Het zijn houdings—spieren. De tonische ALD (m. anterior latissimus dorsi) van
vogels houdt in rust de vleugels tegen het lichaam.

Tonische spiervezels komen bij alle klassen van gewervelde dieren voor.
De bovengenoemde combinatie van eigenschappen is opgesteld aan de hand van
onderzoek aan spiervezels van amfibién, Bij "tonische" spiervezels van
reptielen, vogels en vissen kunnen afwijkende combinaties van eigenschappen
voorkomen,
Bij zoogdieren komen tonische spiervezels {(uitgezonderd die in spierspoeltjes)
alleen voor in oogspieren en in de m. tensor tympani., De overgrote meerderheid
van de dwarsgestreepte spiervezels van zoogdieren zijn twitch vezels. Dat
betekent geenszins dat het uitsluitend snelle vezels zijm.

3.2. Onderverdeling van fasische of twitch vezels

Bij zoogdieren worden drie verschillende typen twitch vezels onderscheiden:
snelle witte, snelle rode en langzame rode, Hiervoor zijn verschillende
combinaties van namen in gebruik (zie Goldspink, 1977, p 15). Daar in de
meeste spieren deze typen gemengd voorkomen, zijn histochemische methoden om
ze te onderscheiden onontbeerlijk,

Snelle en langzame vezels worden onderscheiden met behulp van immuun-
histochemische reacties tegen de hetreffende spiereiwitten en met histo-
chemische reacties op de myosine-ATPase activiteit (Pool, 1980; te Kroumie,
1982), Daar de pH stabiliteit van het myosine ATPase een scherpere onderschei-
ding geeft, wordt deze meestal als maat gebruikt. Het myosine ATPase van lang-
zame spiervezels is niet bestand tegen hoge pH (10.4), dat van snelle spier-—
vezels is niet bestand tegen lage pH (4.35, Guth and Samaha, 1969).

De kleurtegenstelling rood-wit is gerelateerd aan het uithoudingsver-
mogen van de spier. Rode spiervezels danken hun kleur aan de aanwezigheid van
myoglobine, een eiwit dat zuurstof bindt, De energie die deze vezels tijdens
spieractiviteit verbruiken, wordt voor een groot deel geleverd door het
aérobe metabolisme. De energie die witte vezels tijdens spieractiviteit ver-
bruiken is voornamelijk afkomstig van de glycolyse; deze spiervezels hebben een
minder goed uithoudingsvermogen dan rode spiervezels. Het enzym-histochemische
onderscheid tussen rode en witte splervezels berust danm ook op de activiteit
van tot het metabolisme behorende enzymen. Daar rode spiervezels meer
mitochondria hebben dan witte vezels, is het onderscheid tussen deze typen
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ook in morfologisch opzicht goed mogelijk.

De histochemische reactie op myosine ATPase is, als criterium veoor het
onderscheiden van vezeltypen, pas tegen 1970 algemeen in gebruik geraakt. Voor
die tijd is gepoogd snelle en langzame spiervezels te onderscheiden op grond
van verschillen in het aantal en de verdeling van de mitochondria en de daar-
bij behorende enzymactiviteit. Dit heeft geleid tot een groot aantal inde-
lingen die niet met elkaar in overeenstemming zijn (zie voor een overzicht
Close, 1972). De nasleep van deze verwarring is nog te vinden in tamelijk
recente tabellen met eigenschappen van de drie vezeltypen {(Goldspink 1977,

p. 15).

3.3. Spilervesels van vissen: fasisch of tonisch?

Spiervezels van vissen passen niet in de indeling fasisch-tonisch. Bij
vissen wordt algemeen een indeling rood-wit gebruikt.

Witte spiervezels van vissen zijn op grond van hum innervatie onder te
verdelen in twee categorieén. De eerste bestaat uit spiervezels die alleen
2an de uiteinden geinnerveerd zijn en een actiepotentiaal voortgeleiden
{Barets, 1961; Bone, 1964).Teleostei waarbij deze wijze van innervatie voor-
komt, worden door Bene (1978) als primitief beschouwd. De andere categorie
bestaat uit spiervezels waarbij een aantal zenuweindipgingen verdeeld over
de hele lengte van de vezel voorkomt {multiterminale imnnervatie, Bone, 1978;
Altringham and Johnston, 1978; zie ook hoofdstuk III}. Waarschijnlijk wordt
zo'n spiervezel zelfs door meerdere axonen gelnnerveerd (polyneurale inner-—
vatie) (Hudson, 1969). Spiervezels van de baars en de karper behoren tot deze
tweede categorie. Deze spiervezels kunnen een actiepotentiaal genereren en
reageren met een twitch op een enkele stimulus (Barets, 196); Takeuchi, 1959;
Hudson, 1369; Hidaka en Toida, 1969; zie ook de discussie van hoofdstuk IV).
Rode spiervezels zijn altijd meervoudig geinnerveerd; ze genereren geen
actiepotentiaal. Dit type reageert op langdurige depolarisatie met een aan-—
gehouden contractie, een kenmerk van tonische vezels (Barets, i961; Hidaka en
Toida, 1969). Barets (1961) en Flitney en Johmnston (1979) beschreven rode
spiervezels van vissen {teleosten), die niet op een enkele stimulus reageren
met een twitch,

De ultrastructuur van rode splervezels van vissen komt echter meer overeen met
die van twitch vezels; ze bezitten duidelijke M lijnen, duidelijk afgegrensde
myofibrillen en een uitgebreid sarcoplasmatisch reticulum (Nishihara,

1967; Nakajima, 1969). Johnston (1981) vond dat rode spiervezels van de haai
Seyliorhinus canicula op een enkele stimulus reageren met een twitch. Dat ook
rode spiervezels van telecsten met een twitch reageren op een enkele stimulus

bleek voor het eerst uit in dit preefschrift beschreven onderzoek (hoofdstuk IV).

Door hun functie bij langzame, langdurige bewegingen verschillen de rode
spiervezels van vissen ook van de tonische spiervezels van amfibigén en vogels,
die typische houdings=-spieren zijm.

4. SPIERVEZELTYPEN BIJ VISSEN; relatie tussen structurele en contractiele
eigenschappen

4.1, De viesen

Het onderzoek is verricht aan spieren van de baars en van de karper. In
eerste instantie is voor de baars gekozen, omdat bij deze vis reeds een uit-

gebreide kennis van de relatie tussen positie, grootte, origo en insertie en
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functie van de kopmusculatuur bestond (Osse, 1969). Onderzoek naar het voorkomen
en de functie van spiervezeltypen sloot hier goed bij aan. De karper is gekozen

omdat dit een in de visteelt, vooral in Cost Eurcpa, belangrijke soort is.
Deze vis, die immiddels, vooral ten behoeve van immunologisch onderzoek, in
ons laboratorium wordt gekweekt, is zeer geschikt om mee te experimenteren.
Onderzoek aan de karper sluit bovendien goed aan op binnen de vakgroep ver-
richt functicneel morfologisch onderzoek (Sibbing, 1982) en op elders
(Groningen en Luik) verricht fysiclogisch en biochemisch onderzoek
(Ballintijn, et al., 1972; VandeWalle et al., 1983; Hameir et al., 1981; Focant
et al,, 1981).

Het werken aan spieren van twee vissen met geheel verschillende levens-
gewoonten (carnivoor en omnivoor) biedt bovendien de mogelijkheid tot verge-
lijking van de vezeltype-eigenschappen van beide vissen.

4,8, Karakterisering van spilerveseltypen

De afgelopen jaren zijn er bij vissen meerdere typen spiervezels onder-
scheiden (Patterson et al..,1975; Mosse and Hudson, 1977; Korneliussen et al.,
1978; Akster en Osse, 1978; van Raamsdonk et al,,1980; van Raamsdonk et al,,
1982). Deze typen zijn alle onder te brengen in twee hoofdgroepen: rood en
wit, die onderscheiden worden op grond van verschillen in de contractiele
giwitten (Focant et al,,1976; Pool et al.,1976). Op grond van verschillen in
de pH stabiliteit van het myocsine ATPase zijn zowel rode als witte subtypen te
onderscheiden.

Een probleem dat zich hierbij voordoet,is het feit dat bij spiervezels van
vissen de pH stabiliteit van het myosine ATPase een minder betrouwbaar
criterium is dan bij zoogdieren {zie de discussie van hoofdstuk III). Dankzij
de door van Raamsdonk et al ontwikkelde, en welwillend ter beschikking gestel-
de, antisera tegen verschillende typen spiereiwitten was het mogelijk een be-
trouwbaar onderscheid te maken tussen de rode en de witte hoofdgroep. Verder
werd ter herkenning van. vezeltypen gebruik gemaakt van de bekende onderlinge
positie van rode, rose (een wit sub-type) en witte vezels in de laterale
rompspieren. Hierdocor konden,per vis, de verschilien in pH stabiliteit van het
myosine ATPase tussen deze typen worden onderscheiden en ook op de kopspieren
worden toegepast.

In de rompspieren gaan verschillen in de eigenschappen van de contrac-
tiele eiwitten en het myosine ATPase meestal samen met verschillen in het
metabolisme en in de myoglobineconcentratie waaraan de vezeltypen rood, rose en

15




Fig. 3. Opeenvolgende dwarsdoorsneden door spiervezels uit de m. levator

arcus branchialis V van de karper.

a) succinaatdehydrogenase activiteit

b,c} pk stabiliteit van het myosine ATPase

b) zure preincubatie,pH 4.4: rode vezels actief (douker); rose vezels ge-
deactiveerd {liecht),

c) alkalische preincubatie, pH10.3; rose vezels actief, rode -vezels gedeacti-
veerd.

Het sterretje staat in een rose vezel.

wit ocrspronkelijk hun naam ontlenen.

In de kopspieren is dit veel minder het geval (Hamoir et al.,1981). Kopspier-
vezels die op grond van de pH stabiliteit van hun myosine ATPase als rood en
rose worden gekarakteriseerd, zijn soms wat betreft hun succinaatdehydrogenase
activiteit, niet van elkaar te onderscheiden (zie fig. 3).

Op grond van verschillen in de pH stabiliteit van het myosine ATPase
werden zowel bij de baars als bij de karper vier typen spiervezels onderschei-
den (hoofdstuk I en hoofdstuk II}. Bij de baars kunnen deze typen op grond van
verschillen in het metabolisme verder worden onderverdeeld. De vier onder-
scheiden typen werden bij beide vissen in meerdere spieren onderscheiden (hoofd-
stuk I; Akster en Sibbing, 1982), Daar verschillen in de pH stabiliteit van het
myosine ATPase slechts indirect in verband kunnen worden gebracht met ver-
schillen in contractiesnelheid is nagegaan in hoeverre histochemische ver-
schillen tussen spiervezeltypen overcenkwamen met ultrastructurele kenmerken
{hoofdstuk II en V). Ook werd nagegaan of er overeenkomst in ultrastructuur
bestond tussen vezels van eenzelfde type, afkomstig uit verschillende spieren
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{hoofdstuk I1). In beide gevallen bleek er een duidelijke overeenkomst te
bestaan.

Het meeste onderzock aan spieren en spiervezeltypen van vissen betreft
de axiale musculatuur. Hierover zijn overzichtsartikelen geschreven door
Bone (3978) en Johnston (1981).

Van de auteurs die over kopspieren hebben gepubliceerd, karakteriseren
Hughes en Johnston (1979) bij Szime gairdneri de vezeltypen eveneens op grond
van, in de rompspieren vastgestelde, verschillen in de pH stabiliteit van het
myosine ATPase. Barends (1979) legt vooral de nadruk op verschillen in het
metabolisme van spierdelen met een verschillende functie en op de embryonale
ontwikkeling (Barends et al,,1983). Chja en Datta Munshi (1975) beperken zich
tot de verschillen in succinaatdehydrogenase activiteit. Dana Ono en Kaufman
{1983} bepalen voor de pharyngeale spieren van een aantal vissen de pH stabi-
liteit van het myosine ATPase, delen dan echter in op macroscopische kleur-
verschillen, en komen zo tot een afwijkende vezeltype benaming.

4.3. Meting van de ultrastructuur

In de eerste, kwalitatieve studies over de ultrastructuur van spier-
vezels van vissen werden geen verschillen gevonden, die gerelateerd konden
worden aan verschillen in contractiesnelheid (Nishihara, 1967; Nakajima, 1969).
Kwantitatieve metingen tonen aan dat die verschillen er wel degelijk zijn
(zie tabel 1 en hoofdstuk VI).

Een veel gebruikte,snelle en nauwkeurige methode om uit twee-dimensionale
coupes kwantitatieve informatie over drie-dimensionale structuren te verkrij-
gen is de stereologie. Hierbij wordt gebruik gemaakt van de kwantitatieve
relatie die bestaat tussen de gemiddelde afmeting van een groot aantal orga-
nellen en de gemiddelde afmeting van de doorsneden van deze organellen in
coupes (Weibel en Bolender, 1973). De doorsneden die in een bepaalde coupe
zijn getroffen, kunnen worden beschouwd als een steekproef. De afmetingen
hiervan worden bepaald met behulp van een rooster dat op een (electronen-
microscopische) opname van de coupe wordt gelegd. Dit is te beschouwen als
een nieuwe steekproef. Het relatieve volume van een bepaald organel is na te
gaan aan het percentage roosterpunten dat op de doorsneden van dat crganel
valt. Het relatieve oppervlak is te berekenen uit het aantal malen dat de
roosterlijn de omtrek van de organel-doorsneden snijdt (zie voor de hierbij
gebruikte formules materiaal en methoden van hoofdstuk VI}. Stereologische
studies van spiervezels worden gecompliceerd door de hoge mate van oriéntatie
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van dit weefsel. In het in dit proefschrift beschreven onderzoek werd gebruik
gemaakt van de hiervoor door Eisenberg et al, (1974) ontwikkelde correctie-
factoren.

4.4. Meiting van contractiele elgenschappen

Het meten van de contractiele eigenschappen van multiterminaal geinner-
veerde splervezels, waarvan in ieder geval de rode vezels geen actiepotentiaal
voortgeleiden, werd bij de karperspieren gedaan aan de hand van een spier-
zemmw preparaat. De spiervezels van de baars werden direct gestimuleerd met
parallel aan de vezelbundels geplaatste electroden. Met deze beide methoden
werden vergelijkbare resultaten verkregen.

Het uithoudingsvermogen van rode en rose spiervezels van de karper werd be-
paald door deze spiervezels,met een vaste freguentie, herhaaldelijk in tetanus
te brengen (volgens Burke et al,, 1973).

4.5. De relatie tussen ultrastructurele en contractiele eigenschappen

De verschillen in het uithoudingsvermogen van rode en rose spiervezels van de
karper komen overeen met verschillen in het relatieve volume van de mitochon-
dria en in de, kwalitatief waargenomen, hoeveelheid glycogeen.

Het ultrastructurele kemnmerk dat de beste relatie vertoont met de ver-
schillen in stijgtijd van de isometrische twitch is de relatieve lengte aan
contact tussen het T systeem en het SR (zie hoofdstuk VI). Het kemmerk dat
meestal bepaald wordt,is het relatieve volume van het sarcoplasmatisch
reticulum (zie tabel 1). Somlyc et al, (1979) tonen echter aan dat juist het
relatieve volume, vooral dat van de longitudinale tubuli, sterk wordt be-
invlcoed door fixatie artefacten. Uit de hoofdstukken IV, V en VI blijkt dat
ook het relatieve cppervlak van het sarcoplasmatisch reticulum niet gerela-
teerd hoeft te zijn aan de contractiesnelheid.

Een kemmerk waarvan ook verondersteld werd dat het gerelateerd was aan
‘snelheidsverschillen tussen typen spiervezels (Davey et al,,1975) is de
ligging van het T systeem: bij de Z 1ijn (een keer per sarcomeer) of aan de
uiteinden van de A band (twee keer per sarcomeer). Uit hoofdstuk II blijkt dat
in de onderzochte spiervezels de ligging van het T systeem geen verband houdt
met de uitgebreidheid van het contact tussen T systeem en SR, maar met de
lengte van de actine filamenten. Het verschil in lengte-spanningscurve tussen
sarcomeren met korte en met lange actinefilamenten, dat in hoofdstuk II op
grond van de sliding filament~cross bridge theorie werd voorspeld, blijkt ook
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experimenteel te worden gevonden (hoofdstuk VII).

4.8. Het functioneren van spiervezeltypen in de vis

Uit het bovenstaande blijkt dat een spier als de m. levator operculi van
de baars vier typen spiervezels bevat, die verschillen in contractiesnelheid,
uithoudingsvermogen en in lengte-spanningscurve en derhalve specifiek geschikt
zijn voor verschillende typen van beweging. Uit electromyogrammen blijkt dat
het laterale deel van deze spier, waarin uitsluitend &én van deze typen voor-
komt, actief is tijdens zeer langzame beweging, terwijl het deel van de spier
dat de drie overige typen bevat,actief is blj meer incidentele,snelle bewe-
gingen.

Hoe de vissen de contractiesterkte regelen van hun multiterminaal en
polyneuraal geinnerveerde spiervezels is een belangrijke,maar vooralsnog on-
beantwoorde vraag.

Een met de levenswijze samenhangende verdeling van de diverse typen spier-
vezels, zoals door Boddeke, Slijper en van der Stelt (1959) is beschreven voor
de zwemspieren van baars en karper, wordt ook gevonden in de kopspieren. De
kopspieren van de baars bevatten relatief meer witte spiervezels dan die van
de karper ( hoofdstuk I, Barends, 1979; Akster en Sibbing, 1982). Witte
spiervezels van de rompspieren van de baars hebben een meer uitgebreid contact
tussen het T systeem en het sarcoplasmatisch reticulum dan die van de karper.
Op grond hiervan is te verwachten dat de witte axiale musculatuur van de baars
sneller is dan die van de karper. Beide verschillen komen overeen met het ver-
schil in levenswijze tussen de baars, een predator die prooi achtervolgt en
met snelle beweging opzuigt en de karper, een omnivore vis met een rustiger
wijze van voedselopname,
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SUMMARY

In head and body muscles of the perch four main fibre types, two white and two
red, can be distinguished using ATPase activity, pH stability of ATPase and reactions
with specific antisera. On the basis of SDH activity and LDH activity each red
type was subdivided in two subtypes, One of these subtypes is possibly a differen-
tiating fibre. Electromyographic recordings from head muscle parts containing
white fibre types only show activity during rapid vigorous movements {eating,
coughing). Muscle parts containing red types are also active during respiratory
movements.

Fibres corresponding to the well-known description of red muscle fibres of fish are
only found in the body muscles. The red head muscles differ from this type by a
high LDH activity or by a high, alkali stable, acid stable ATPase activity as deter-
mined by histochemistry.

A red muscle part consisting mainly of these “high ATPase” red fibres showed
only EMG activity during increased respiration. During quiet respiration EMG
activity was recorded from a muscle part with a high proportion of red fibres with
low ATPase activity and high LDH activity. It is not only in body muscles but also
in head muscles that the distribution and occurrence of muscle fibre types is closely
related to the functional demands imposed on the muscles during the life of the fish.

Key words: muscle fibre types, ATPase, electromyography, immuno histochemistry,
fish,

INTRODUCTION

Classification of muscle fibres is generally based on criteria correlated
with their speed of contraction and on criteria correlated with their
resistance to fatigue.

Speed of contraction is correlated with the level and the pH stability
of myofibrillar ATPase activity. The occurrence of the enzymes of
aerobic metabolism is correlated with resistance to fatigne (Barany,
1967; PETER et al., 1972; Burke ¢t al., 1973).

In the segmental body muscles of fishes different fibre types have
been described. The bulk of these muscles consists of white fibres
showing the features belonging to an anaerobic metabolism and a high,
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alkali stable ATPase activity; under the lateral line a V-shaped narrow
superficial strip of red muscle is present. These fibres have the charac-
teristics of an aerobic metabolism and a low, alkali labile ATPase
activity (Nag, 1972; JounsTON ¢t al., 1972; PooL et al., 1976). In some
cases pink fibres with properties intermediate between those of the red
and the white fibres were found wedged between the red and white
zones {JOHNSTON et al., 1974; JOHNSTON et al., 1975; PATTERSON ¢t al.,
1975; JoHNsTON et al., 1977). At low swimming speeds only red fibres
are used. White fibres are active during bursts of activity and at high
cruising speeds (Bone, 1966; Hubpson, 1973; JoHNsTON, et al 1977).
The present study was undertaken to test the hypothesis that the
functional demands of fish head muscles are reflected in their fibre
composition. Muscles used for the fast, short duration movements of
prey catching were expected to show an anaerobic metabolism and a
high, alkali stable, acid labile ATPase. In muscles active during the
slow, sustained respiratory movements an aerobic metabolism and a
low, acid stable, alkali labile ATPase activity were assumed. For this
test the musc. levator operculi anterior and the musc. levator operculi
posterior (Fig. 1), small muscles that participate in opening the mouth
by lowering the lower jaw during the respiratory movement, were
selected because of their clear role, their small dimensions and their
accessibility for EMG measurements. These muscles also show EMG
activity during jaw movements while feeding, but in this movement the

Fig. 1. Localization of the adductor operculi, the levator operculi anterior and the
levator operculi posterior. Rotation of the opercular complex, brought about by
contraction of both levators, is transmitted to the lower jaw by the interopercular-
mandibular ligament and results in the lowering of the lower jaw. (see arrows).
a;: hyomandibular-opercular articulation; ay: articulation of lower jaw; op:
operculum; subop. : suboperculum; preop, : preoperculum; int. op.: interoperculum.
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main work is done by the sternohyoideus (Ossk, 1969). A histochemical
investigation of the sternohyoideus is thercfore included. At a later
stage of the study the fibre composition of the red part of the adductor
operculi was also investigated. Since the body muscles of fishes have
already been well studied a strip of body muscle was also investigated
to serve as a permanent reference.

MATERIAL AND METHODS

Perch, Perca fluviatilis (L), measuring 19-25 cm, caught in the lake
district in the west of the Netherlands were obtained from commercial
fishermen and kept in tanks until needed.

Histochemistry. Muscles dissected from fish anaesthetized with 0.2%,
MS 222, were frozen in liquid freon or isopropane. The tissue was
processed immediately after dissection or stored at —90° C until
required. Each levator was sectioned and processed together with a
strip of lateral body muscle, comprising both red and white fibres from
the level of the second dorsal fin. The sternohyoideus and the adductor
operculi were sectioned separately. The test with the antisera was not
done on the adductor operculi. Each muscle was examined in at least
three fishes, Unfixed tissue was used for all histochemical tests. For the
demonstration of ATPase activity a modified method of the one
described by Gurr & Samama (1969, 1970} was used. Incubations
were carried out at 2 room temperature of 20-22° C. Incubation time
in the substrate was 20 min. Acid pre-incubation time was 2 min at
pH 4.5 and alkaline pre-incubation time was 2 min at pH 10.0 or pH
10.2. Succinate dehydrogenase (SDH) activity was determined using
the method described by Nacuvas ef al. (1957). The incubation medium
for lactate dehydrogenase (LDH) consisted of: 0.5 ml 0.1M Lithium
lactate, 2.8 ml Trisbuffer pH 7.3, 3 ml aqua dest., 0.3 ml 0.075%
Phenazine methosulphate, 0.25 ml 0.1 M NaCN, 5 mg NAD, 4 mg
Nitro Blue Tetrazolium. To prevent diffusion of this soluble enzyme
100 mg/m] polyvinylalcohol was added to the substrate which was then
applied on a celloidine membrane covering the sections. Incubation
time was 15 min at 37° C. Immuno histochemistry was carried out
using the method described by PooL et al. (1976) and with their
antisera.

Electromyographywas done on free swimming perch as described by Osse
{1969). After the removal of a small piece of skin dorsal to the operculum
it was possible to discern a white and a red part of the levator operculi
anterior. Copper wire electrodes with a diameter of 50 pm were in-
serted into the red and white parts of the muscle and into the rostral
part of the levator posterior while the fish was anaesthetized with
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