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C a 2+- D E P E N D E N T  P H O S P H A T A S E  A N D  A T P a s e  

A C T I V I T I E S  I N  E E L  G I L L  P L A S M A  M E M B R A N E S — I. 

I D E N T I F I C A T I O N  O F  C a 2+- A C T I V A T E D  A T P a s e  A C T I V I T I E S  

W I T H  N O N - S P E C I F I C  P H O S P H A T A S E  A C T I V I T I E S *

G .  F l i k , !  S .  E .  W e n d e l a a r  B o n g a I  a n d  J .  C .  F e n w i c k J

f D e p a r t m e n t  o f  A n i m a l  P h y s i o l o g y ,  C a t h o l i c  U n i v e r s i t y  o f  N i j m e g e n ,  T o e r n o o i v e l d ,  6 5 2 5  E D  N i j m e g e n ,  

T h e  N e t h e r l a n d s  (T e l :  0 8 0 - 5 5 8 8 3 3 )  a n d  ^ D e p a r t m e n t  o f  B i o l o g y ,  U n i v e r s i t y  o f  O t t a w a ,  O t t a w a ,

O n t a r i o ,  K I N  6 N 5  C a n a d a

(Received 6 April 1 9 8 3 )

Abstract— 1. T h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  C a 2+- a c t i v a t e d  A T P a s e  a c t i v i t i e s  p r e v i o u s l y  o f t e n  p o s t u l a t e d  a s  

c o m p o n e n t s  f o r  t h e  c a l c i u m  t r a n s p o r t i n g  s y s t e m  in f ish g i l l s  d o  n o t  fulfi l  t h e  r e q u i r e m e n t s  o f  a  t r a n s p o r t  

C a : ' - A T P a s e .

2 .  T h e  c h e l a t i o n  o f  C a ; ~- o r  M g : ~ - io n s  is a  p r e r e q u i s i t e  f o r  t h e  a d e n o s i n e p h o s p h a t e  e s t e r s  t o  s e r v e  a s  

s u b s t r a t e  f o r  gil l  p l a s m a  m e m b r a n e  p h o s p h a t a s e s .

3. C a 2+- a c t i v a t e d  A T P  h y d r o l y s i s  r e s u l t s  f r o m  t h e  a c t i v i t y  o f  a  h e t e r o g e n e o u s  p o o l  o f  p h o s p h a t a s e s  

l o c a t e d  in  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e s  o f  t h e  b r a n c h i a l  e p i t h e l i u m ,  a s  is c o n c l u d e d  f r o m  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  

t e s t s  a n d  t h e  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  i n h i b i t o r s  o n  t h e s e  h y d r o l y t i c  a c t i v i t i e s .

4 .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  o n l y  n o n - s p e c i f i c  p h o s p h a t a s e s  c o u l d  b e  s h o w n .

I N T R O D U C T I O N

T e l e o s t  f i s h ,  w h e t h e r  i n  f r e s h  w a t e r  ( F W )  o r  s e a  

w a t e r  ( S W ) ,  p o s s e s s  e f f i c i e n t  m e c h a n i s m s  t o  m a i n 

t a i n  b l o o d  c a l c i u m  l e v e l s  ( W e n d e l a a r  B o n g a  a n d  

V a n  d e r  M e i j ,  1 9 8 0 ) .  I n  F W ,  u n d e r  n o r m a l  c o n 

d i t i o n s  b u t  e s p e c i a l l y  d u r i n g  p e r i o d s  o f  s t a r v a t i o n ,  

t h i s  c o n t r o l  p r o b a b l y  i n v o l v e s  t h e  a c t i v e  t r a n s f e r  o f  

c a l c i u m  f r o m  t h e  a m b i e n t  m e d i u m  i n t o  t h e  e x t r a c e l 

l u l a r  f l u i d s .  I n d e e d ,  i t  i s  w e l l  k n o w n  t h a t  f i s h  c a n  

e x t r a c t  c a l c i u m  f r o m  t h e i r  e x t e r n a l  e n v i r o n m e n t  a n d  

t h e r e  i s  a m p l e  e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  m a j o r  

s i t e  f o r  t h i s  u p t a k e  is  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  b r a n c h i a l  

a p p a r a t u s  ( M a s h i k o  a n d  J o z u k a ,  1 9 6 4 a ;  B e r g ,  

1 9 6 8 ) .  T h e  m e c h a n i s m  o f  t h i s  t r a n s f e r ,  h o w e v e r ,  h a s  

n o t  b e e n  a d e q u a t e l y  s t u d i e d .  O n e  o f  u s  ( F e n w i c k ,  

1 9 7 6 ,  1 9 7 9 ) ,  a m o n g  o t h e r s  ( M a  et al.,  1 9 7 4 ;  M o o n ,  

1 9 7 8 ;  H o  a n d  C h a n ,  1 9 8 0 ;  D o n e e n ,  1 9 8 1 )  d e s c r i b e d  

t h e  p r e s e n c e  i n  t h e  g i l l s  o f  a  C a 2~ - a c t i v a t e d  

a d e n o s i n e t r i p h o s p h a t a s e  ( C a : + - A T P a s e § )  w h i c h ,  i n

^ E x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  in  t h e  D e p a r t m e n t  o f  B i o l 

o g y ,  U n i v e r s i t y  o f  O t t a w a  a n d  w e r e  s u p p o r t e d  b y  a n  

N S E R C  o f  C a n a d a  o p e r a t i n g  g r a n t  ( #  A 6 2 4 6 )  t o  D r  

J .  C .  F e n w i c k .

^ A b b r e v i a t i o n s :  A T P ,  a d e n o s i n e t r i p h o s p h a t e ;  A D P ,  a d e n -  

o s i n e d i p h o s p h a t e ;  A M P ,  a d e n o s i n e m o n o p h o s p h a t e ;  p- 

N P P ,  p a r a - n i t r o p h e n y l p h o s p h a t e ;  p-N P .  p a r a -  

n i t r o p h e n o l ;  A T P a s e ,  a d e n o s i n e t r i p h o s p h a t e  h y d r o l a s e ;  

/ 7- N P P a s e ,  p a r a - n i t r o p h e n y l p h o s p h a t a s e ;  M S 2 2 2 ,  t r i -  

c a i n e  m e t h a n o s u l p h o n a t e ;  T r i s ,  t r i s  ( h y d r o x y m e t h y l )  

a m i n o m e t h a n e ;  H e p e s ,  / V - 2 - h y d r o x y e t h y l p i p e r a z i n e - / V ' -  

2 - e t h a n e s u l p h o n i c  a c i d ;  T C A .  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d ;  

E D T A ,  ( e t h y l e n e d i n i t r i l o ) - t e t r a a c e t i c  a c i d ;  E G T A ,  

[ e t h y l e n e - b i s ( o x y e t h y l e n e n i t r i l e ) ]  t e t r a a c e t i c  a c i d ;  N T A ,  

n i t r i l o t r i a c e t i c  a c i d ;  R 2 4 5 7 1 ,  l - [ b i s ( / ? - c h l o r o p h e n y l ) -  

m e t h y l ] - 3 - ( 2 , 4 - d i c h l o r o - / i - ( 2 , 4 - d i c h l o r o b e n z y l o x y ) p h e n -  

e t h y l ) i m i d a z o l i u m c h l o r i d e ;  M e 2+ , C a :+  o r  M g : + .

o u a b a i n - s e n s i t i v e  N a ~ / K ' - A T P a s e ,  w a s  p r e s u m e d  t o  

b e  t h e  e n z y m i c  b a s i s  f o r  t h e  a c t i v e  t r a n s p o r t  o f  

c a l c i u m  t h r o u g h  t h e  g i l l s .  T h i s  p r e s u m p t i o n  w a s  

s u p p o r t e d  b y  v a r i o u s  o b s e r v a t i o n s .  M o s t  s i g n i f i c a n t 

l y ,  t h e  i n f l u x  o f  45C a 2+ i n  p e r f u s e d ,  i s o l a t e d ,  A m e r i 

c a n  e e l  g i l l s  c o r r e l a t e d  p o s i t i v e l y  w i t h  C a 2 + - A T P a s e  

a c t i v i t y  ( F e n w i c k ,  1 9 7 6 ;  S o  a n d  F e n w i c k ,  1 9 7 7 ) .  

A d d i t i o n a l l y ,  t h e  a c t i v i t y  o f  t h i s  e n z y m e  w a s  r e 

p o r t e d  t o  b e  i n f l u e n c e d  d i r e c t l y  b y  h y p o c a l c i n  ( M a  

a n d  C o p p ,  1 9 7 8 ) ,  a  h o r m o n e  w h i c h  c a n  m a r k e d l y  

i n f l u e n c e  c a l c i u m  m e t a b o l i s m  i n  t e l e o s t s .  F u r t h e r ,  

t h e  l e v e l  o f  e n z y m i c  a c t i v i t y  v a r i e d  w i t h  a m b i e n t  

c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  ( F e n w i c k ,  1 9 7 8 ) .

H o w e v e r ,  t h e r e  a r e  s e r i o u s  d i f f i c u l t i e s  w i t h  t h i s  

t h e s i s .  I f  a c t i v e  t r a n s p o r t  o f  c a l c i u m  o c c u r s  i n  t h e  

g i l l s  i t  m o s t  l i k e l y  o c c u r s  a t  t h e  b a s a l  o r  l a t e r a l  

m e m b r a n e s  w h e r e  t h e  c a l c i u m  m o v e s  f r o m  a n  

i n t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  a b o u t  10 “ 7 M  

i n t o  a  b o d y  f l u i d  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  a b o u t  

3 x  1 0 ~ ? M .  A c t i v e  t r a n s p o r t  w o u l d  n o t  b e  r e q u i r e d  t o  

m o v e  t h e  c a l c i u m  f r o m  t h e  a m b i e n t  m e d i u m  

( 1 0 -4  M )  i n t o  t h e  i n t r a c e l l u l a r  c o m p a r t m e n t  ( 1 0 -7 M ) .  

H o w e v e r ,  t h e  t y p i c a l  a p p a r e n t  a f f i n i t y  ( K m) o f  t h e  

g i l l  C a 2~ - A T P a s e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  a s  a b o u t

0 . 4 5  m M  C a 2+, a  v a l u e  w h i c h  i s  n o t  c o m m e n s u r a t e  

w i t h  e f f e c t i v e  f u n c t i o n i n g  a t  t h e  b a s a l  o r  l a t e r a l  

m e m b r a n e  s i t e s .  S e c o n d l y ,  t h e  r e p o r t e d  p H - o p t i m a  

f o r  t h e s e  a c t i v i t i e s  w e r e  a b o u t  8 . 0  ( M a  et al ., 1 9 7 4 ;  

F e n w i c k ,  1 9 7 6 )  a n d  w e r e  t h e r e f o r e  w i t h i n  t h e  f a v o r 

a b l e  r a n g e  f o r  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s .  T h i r d 

l y ,  t h e  C a 2 + - s t i m u l a t e d  A T P  h y d r o l y t i c  a c t i v i t y ,  

e v e n  m e a s u r e d  a t  s u b o p t i m a l  p H ' s  ( F e n w i c k ,  M a ) ,  

e x c e e d e d  r e p o r t e d  N a " / K +- A T P a s e  a c t i v i t y  t o  s u c h  

a n  e x t e n t  t h a t  C a 2+- t r a n s p o r t  r a t e s  w o u l d  s u r p a s s  

e x p e c t e d  N a + - t r a n s p o r t  r a t e s  b y  s e v e r a l  o r d e r s  o f  

m a g n i t u d e .  B y  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  t h e
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r e v e r s e  i s  i n d i c a t e d  ( F l e m i n g ,  1 9 7 3 ) .  A d d i t i o n a l l y ,  

t h e r e  h a s  b e e n  n o  u n q u a l i f i e d  e v i d e n c e  p u b l i s h e d  t o  

i n d i c a t e  t h a t  A T P  is  t h e  p r e f e r r e d  s u b s t r a t e  f o r  t h e  

p r e s u m p t i v e  C a 2 + - A T P a s e .  H o w e v e r ,  i n  h i g h e r  v e r t e 

b r a t e s  t h i s  C a 2 + - A T P a s e  h a s  b e e n  t e n t a t i v e l y  

i d e n t i f i e d  a s  a n  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e - l i k e  a c t i v i t y ,  

i n s t e a d  o f  a n  A T P a s e  w i t h  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  a n  i o n  

t r a n s p o r t i n g  e n z y m e .  I n  1 9 7 0 ,  H a u s s l e r  et al. ( 1 9 7 0 )  

w e r e  t h e  f i r s t  t o  r e p o r t  t h a t  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  

C a ; + - A T P a s e  a n d  m u c h  o f  t h e  M g : + - A T P a s e  a c t i v 

i t i e s  o f  c h i c k  b r u s h  b o r d e r  m e m b r a n e s  a r e  p r o p e r t i e s  

o f  t h e  s a m e  e n z y m e  p r o t e i n .  M o r e  s u p p o r t  f o r  t h i s  

i d e a  w a s  g i v e n  b y  O k u  a n d  W a s s e r m a n  ( 1 9 7 8 ) ,  w h o  

s t u d i e d  t h e s e  a c t i v i t i e s  i n  c h i c k  i n t e s t i n a l  b r u s h  b o r 

d e r s ,  a n d  b y  H a n n a  et al. ( 1 9 7 8 ,  1 9 7 9 )  i n  t h e i r  s t u d i e s  

o n  t h e s e  a c t i v i t i e s  i n  r a t  e n t e r o c y t e  p l a s m a  m e m 

b r a n e s .

R e c e n t l y ,  G h i j s e n  a n d  V a n  O s  ( 1 9 7 9 ,  1 9 8 2 ) ,  

G h i j s e n  et al. ( 1 9 8 0 ,  1 9 8 2 ) ,  V a n  O s  et al. ( 1 9 8 0 )  a n d  

V a n  O s  a n d  G h i j s e n  ( 1 9 8 1 )  s h o w e d  i n  a  s e r i e s  o f  

s t u d i e s  o n  t h e  m e c h a n i s m s  o f  c a l c i u m  t r a n s p o r t  i n  

t h e  k i d n e y  c o r t e x  a n d  g u t  o f  r a t s ,  t h a t  C a 2+- a c t i v a t e d  

A T P a s e  a c t i v i t y  i s  n o t  h o m o g e n e o u s .  T o  b e  m o r e  

s p e c i f i c ,  t h e y  d e t e c t e d  t w o  d i f f e r e n t  C a 2* - s t i m u l a t e d  

A T P  h y d r o l y t i c  e n z y m i c  a c t i v i t i e s  i n  t h e  p l a s m a  

m e m b r a n e s  o f  e n t e r o c y t e s .  O n e  p h o s p h a t a s e  w a s  

l o c a t e d  o n  b o t h  t h e  b r u s h  b o r d e r  a n d  t h e  b a s o l a t e r a l  

m e m b r a n e s ,  h a d  a  p r e d o m i n a n t l y  l o w  a f f i n i t y  s i t e  f o r  

c a l c i u m ,  a n d  w a s  i n h i b i t e d  b y  t h e o p h y l l i n e  a n d  

L - p h e n y l a l a n i n e ,  b o t h  o f  w h i c h  a r e  s p e c i f i c  i n h i b i t o r s  

o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .  T h e  o t h e r  p h o s p h a t a s e ,  

w h i c h  w a s  l o c a t e d  e x c l u s i v e l y  i n  t h e  b a s o l a t e r a l  m e m 

b r a n e s ,  h a d  h i g h  a f f i n i t y  f o r  c a l c i u m ,  w a s  n o t  i n 

h i b i t e d  b y  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  i n h i b i t o r s ,  b u t  w a s  

s p e c i f i c a l l y  i n h i b i t e d  b y  t h e  c a l m o d u l i n  a n t a g o n i s t  

c h l o r p r o m a z i n e .  A d d i t i o n a l l y ,  t h e y  s h o w e d  t h a t  t h e  

r a t e  o f  a c c u m u l a t i o n  o f  c a l c i u m  b y  s e a l e d  v e s i c l e s  o f  

b a s o l a t e r a l  m e m b r a n e s  w a s  a n  e x p o n e n t  o f  t h e  a c t i v 

i t y  o f  h i g h  c a l c i u m  a f f i n i t y  C a 2 + - A T P a s e  a n d  n o t  o f  

t h e  l o w  c a l c i u m  a f f i n i t y  C a 2+ - A T P a s e .  A s  a  r e s u l t  o f  

t h e s e  s t u d i e s  t h e y  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  l o w  a f f i n i t y  

p h o s p h a t a s e  w a s  a n  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e - l i k e  e n 

z y m e  a n d  t h a t  t h e  h i g h  a f f i n i t y  p h o s p h a t a s e  w a s  t h e  

t r u e  C a 2^ - A T P a s e  w i t h  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  a n  i o n  

t r a n s p o r t i n g  e n z y m e .  T h i s  is  s u p p o r t e d  b y  t h e  o b 

s e r v a t i o n  t h a t  1 , 2 5 - d i h y d r o x y  v i t a m i n  D 3 t r e a t e d  

r a c h i t i c  r a t s  s h o w  c o n c u r r e n t  i n c r e a s e s  i n  i n t e s t i n a l  

c a l c i u m  a b s o r p t i o n ,  h i g h - a f f i n i t y  C a 2 + - A T P  a c t i v i t y  

a n d  A T P  d e p e n d e n t  C a 2 + - t r a n s p o r t  i n  t h e  b a s o l a t e r a l  

m e m b r a n e s .

B e c a u s e  o f  t h e  d i f f i c u l t i e s  l i s t e d  e a r l i e r ,  a n d  t h e  

r e c e n t  e v i d e n c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  a t  l e a s t  t w o  C a 2 + 

d e p e n d e n t  p h o s p h a t a s e s ,  w e  d e c i d e d  t o  r e - e v a l u a t e  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  p u t a t i v e  t e l e o s t  g i l l  C a 2^-  

A T P a s e  u s i n g  m o r e  r i g o r o u s  a n d  i n c l u s i v e  c r i t e r i a  t o  

i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  t h e  l o w  a f f i n i t y  n o n - s p e c i f i c  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  o r  t h e  h i g h  a f f i n i t y  C a 2+- 

A T P a s e  a c t i v i t y  i s  t h e  m o s t  l i k e l y  c a n d i d a t e  f o r  t h e  

e n e r g y  g e n e r a t i n g  s o u r c e  o f  t h e  c a l c i u m  p u m p  i n  e e l  

g i l l s .  T o  t h i s  e n d  w e  i m p r o v e d  t h e  p r e v i o u s l y  

r e p o r t e d  p r o c e d u r e  ( F e n w i c k ,  1 9 7 6 )  f o r  t h e  i s o l a 

t i o n  o f  g i l l  p l a s m a  m e m b r a n e s .  A d d i t i o n a l l y ,  w e  

p r e v e n t e d  t h e  A T P a s e  a c t i v i t y  w h i c h  m i g h t  h a v e  

r e s u l t e d  f r o m  m i t o c h o n d r i a l  c o n t a m i n a t i o n  b y  

a d d i n g  a s  a  r o u t i n e  s p e c i f i c  m i t o c h o n d r i a l  A T P a s e  

i n h i b i t o r s  t o  t h e  a s s a y  m e d i a .

M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S

Y e l l o w  f e m a l e  e e l s ,  Anguilla rostrata L e S u e u r ,  w e re  

u s e d .  T h e  f ish u s e d  f o r  e n z y m e  c h a r a c t e r i z a t i o n  s t u d i e s  

h a d  a n  a v e r a g e  b o d y  w e i g h t  o f  1 .7  k g  a n d  w e r e  o b t a i n e d  in 

t h e  s p r i n g  o f  1 9 8 2  f r o m  a  c o m m e r c i a l  f ish d e a l e r  in  Q u e b e c  

C i t y ,  Q u e b e c ,  C a n a d a .  T h e  e e l s  w e r e  h e l d  in r u n n i n g  

d e c h l o r i n a t e d  O t t a w a  c i t y  t a p w a t e r  ( 0 . 4 5 m M  C a : + , 12°C) 

u n d e r  16 h r  o f  l i g h t  a l t e r n a t i n g  w i t h  8 h r  o f  d a r k n e s s .  

D u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t s  t h e  f ish w e r e  n o t  f e d .  T h e  e x p e r i 

m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  in  t h e  s u m m e r  o f  1 9 8 2 .

Isolation o f  plasma membranes

A n i m a l s  w e r e  q u i c k l y  a n a e s t h e t i z e d  in a  T r i s - b u f f e r e d  

( p H  7 . 4 )  M S - 2 2 2  s o l u t i o n  ( 6 g / l ) .  T h e  b u l b u s  a r t e r i o s u s  w as  

c a n n u l a t e d  a n d  t h e  b r a n c h i a l  a p p a r a t u s  w a s  p e r f u s e d  w i th  

ice  c o l d  i s o t o n i c  s a l i n e  c o n t a i n i n g  h e p a r i n  ( 2 0 U / m l )  to 

r e m o v e  t h e  b l o o d  c e l l s  f r o m  t h e  g i l l s .  A d d i t i o n a l l y ,  0 . 2  m M  

p h e n y i m e t h y l s u l p h o n y l f l u o r i d e  ( P M S F ) ,  a  p r o t e a s e  in 

h i b i t o r ,  w a s  a d d e d  t o  t h e  p e r f u s i o n  f lu id  t o  i n c r e a s e  

e n z y m e  r e c o v e r y .  T h e  b r a n c h i a l  e p i t h e l i u m  w a s  s c r a p e d  

o f f  o n t o  a n  i c e - c o l d  g l a s s  p l a t e  w i t h  a  g l a s s  m i c r o s c o p e  

s l i d e .  T h e  s u b s e q u e n t  r a p i d  (3  h r )  p r e p a r a t i v e  i s o l a t i o n  

p r o c e d u r e  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  0 - 4 ° C .  T h e  c o l l e c t e d  m a t e r i a l  

( ± 2 . 5 g / k g  e e l )  w a s  d i s r u p t e d  g e n t l y  w i t h  a  d o u n c e r  f i t ted  

w i t h  a  l o o s e  p e s t l e  ( 2 0  s t r o k e s )  in  15 m l  o f  a  h y p o t o n i c  

b u f f e r  ( p H  8 . 0 )  c o n t a i n i n g  ( m M ) :  N a C l  ( 2 5 ) ,  P M S F  (0 .2 )  

a n d  H e p e s / T r i s  ( 1 ) .  T h e  h o m o g e n a t e  w a s  d i l u t e d  w i t h  the 

s a m e  b u f f e r  t o  75  m l  a n d  c e n t r i f u g e d  1 5 m i n  a t  5 5 0 g .  T h e  

p e l l e t ,  c o n t a i n i n g  n u c l e i  a n d  c e l l u l a r  d e b r i s ,  w a s  d i s c a r d e d .  

T h e  s u p e r n a t a n t  ( H 0) w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  3 0 m i n  at 

2 7 K r p m  ( B e c k m a n n  S W 28 r o t o r )  a n d  y i e l d e d  a  p e l l e t  

c o n t a i n i n g  t h e  m e m b r a n e  f r a c t i o n  ( P 0) .  T h e  p e l l e t  w a s  

r e s u s p e n d e d  w i t h  a  d o u n c e r  ( 1 0 0  s t r o k e s )  in 15 m l  o f  an 

i s o t o n i c  b u f f e r  c o n t a i n i n g  ( m M ) :  s u c r o s e  ( 2 5 0 ) ,  N a C l  

( 1 2 . 5 ) ,  H ; E D T A  ( 0 . 5 ) ,  H e p e s / T r i s  ( 5 ,  p H : 7 . 5 ) ;  o s m o l a r -  

i ty :  3 0 0 m 0 s m / l .  H ; E D T A  w a s  a d d e d  t o  e n s u r e  a  l e a k y  

v e s i c l e  p r e p a r a t i o n .  T h e  s u s p e n s i o n  w a s  d i l u t e d  w i t h  the  

s a m e  b u f f e r  t o  3 0  m l  a n d  c e n t r i f u g e d  d i f f e r e n t i a l l y :

1 K # .  10 m i n ,  10 K.#.  10 m i n ,  3 0  K # . 3 0  m i n .  T h e  f ina l  pel le t  

( P 3) w a s  u s e d  a s  t h e  eel  gill  p l a s m a  m e m b r a n e  f r a c t i o n .  

T h i s  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  w i t h  a  d o u n c e r  ( 1 0 0  s t r o k e s )  

in  t h e  b a s i c  a s s a y  b u f f e r  ( m M ) :  T r i s - H C l  ( 2 0 ) ,  N a C l  (1 0 0 ) ,  

p H ,  7 . 4 .  T o  p r e v e n t  c r y o d a m a g e  o f  m e m b r a n e  p r o t e i n s ,  

p o r t i o n s  a s  r e q u i r e d  f o r  t h e  a s s a y s  w e r e  q u i c k l y  f r o z e n  in 

l i q u i d  n i t r o g e n  a n d  s t o r e d  a t  —9 0 ° C  u n t i l  u s e .

Assays and assay media

Protein. M e m b r a n e  p r o t e i n  w a s  e s t i m a t e d  w i t h  a  c o m 

m e r c i a l  r e a g e n t  k i t  ( B i o R a d )  u s i n g  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  

a s  r e f e r e n c e .

N a 7 K '-ATPase.  N a 7 K * - A T P a s e  w a s  a s s a y e d  b y  the  

m e t h o d  o f  B o n t i n g  a n d  C a r a v a g g i o  ( 1 9 6 3 ) .  T h e  i n c u b a t i o n  

w a s  s t a r t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  a  20 -/xl s a m p l e  o f  the  

m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n ,  c o n t a i n i n g  10- 2 0 fig p r o t e i n ,  to 

4 0 0 ^ 1  m e d i u m .  T h e  o u a b a i n - s e n s i t i v e ,  K / - d e p e n d e n t  a c 

t i v i t y  w a s  c a l c u l a t e d  a s  t h e  d i f f e r e n c e  in a c t i v i t i e s  m e a 

s u r e d  in t w o  m e d i a .  M e d i u m  A ,  y i e l d i n g  t o t a l  A T P a s e  

a c t i v i t y ,  c o n s i s t e d  o f  ( m M ) :  N a C l  ( 1 0 0 ) ,  M gCl- ,  (5) .  

H 2E D T A  ( 0 .1 ) ,  N a 2A T P  (3 ) ,  K C 1  ( 1 2 . 5 )  a n d  i m i d a z o l e  

(30 ) ;  p H  7 .4 .  M e d i u m  E ,  y i e l d i n g  t h e  o u a b a i n - i n s e n s i t i v e ,  

K / - i n d e p e n d e n t  a c t i v i t y ,  c o n s i s t e d  o f  m e d i u m  A  w i t h o u t  

KC1 b u t  w i t h  a d d e d  o u a b a i n  ( 1 . 0  m M ) .  T h e  i n c u b a t i o n  w a s  

p e r f o r m e d  a t  3 7 ° C  f o r  1 0 - 3 0  m i n .  T h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p 

p e d  o n  ice  a n d  b y  a d d i n g  1 0 0 //I  i c e - c o l d  T C A  ( 4 0 % ) .  T o  

d e t e r m i n e  A T P  h y d r o l y s i s ,  t h e  l i b e r a t e d  P, w a s  e s t i m a t e d  

a s  d e s c r i b e d  b y  F e n w i c k  ( 1 9 7 6 )  w i t h  a  T e c h n i c o n  a u t o 

a n a l y z e r .

Alkaline phosphatase (pH  1 0 .4 )

M e m b r a n e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  w a s  e s t i m a t e d  w i t h  a 

c o m m e r c i a l  r e a g e n t  k i t  ( S i g m a )  f o r  t h e  a s s a y  o f  s e r u m  o r  

p l a s m a  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e :  / 7- n i t r o p h e n y l p h o s p h a t a s e
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T a b l e  1. R e c o v e r y  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  e e l  g il l  p l a s m a  m e m b r a n e s  ( P , - f r a c t i o n s )

N a + / K  + - A T P a s e

A l k a l i n e

p h o s p h a t a s e

S u c c i n a t c

d e h y d r o g e n a s e P r o t e i n

R e c o v e r y  (%) 1 3 . 1 ± 2 . 3 3  ( 6 ) 1.8 ± 0 . 7 6 ( 6 ) 3 . 3 9 ± 0 . 3 9  ( 7 ) 2 . 6 ± 0 . 5 7  ( 7 )

P u r i f i c a t i o n 6 1 . 9 ± 5 . 7 6 0 .9 1  ± 0 . 2 1 1 . 6 2 ± 0 . 3 6 ----

R e c o v e r i e s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t a g e s  o f  t h e  t o t a l  e n z y m e  a c t i v i t i e s  in  t h e  i n i t i a l  h o m o g c n a t e  ( H 0 ). T h e  p u r i f i c a t i o n  f a c t o r s  r e p r e s e n t  

t h e  r a t i o s  o f  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  in  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  f r a c t i o n  ( P j  a n d  t h e  i n i t i a l  h o m o g c n a t e  ( H 0 ). M e a n  v a l u e s  ( ± S E M )  a r e  

g i v e n ,  w i t h  t h e  n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s  in  p a r e n t h e s e s .

( / » - N P P a s e )  a c t i v i t y  w a s  a s s a y e d  a t  p H  10.4  in a  g l y c i n e  

b u f f e r  in t h e  p r e s e n c e  o f  5 m M  M g : + . E e l  g u t  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  ( S i g m a ,  t y p e  X I X )  s e r v e d  a s  a  r e f e r e n c e .  

A c t i v i t i e s  w e r e  e x p r e s s e d  in u n i t s  e e l  g u t  a l k a l i n e  p h o s 

p h a t a s e  e q u i v a l e n t s  o n  b a s i s  o f  p - N P  r e l e a s e .  A f t e r  t h e  

r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  w i t h  1 N  N a O H ,  p - N P  w a s  m e a s u r e d  

a t  4 2 0  n m .

Succinate dehydrogenase

S u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( S D H )  a c t i v i t y  w a s  e s t i m a t e d  

in a  m e d i u m  ( p H  8 . 0 )  c o n t a i n i n g  ( m M ) :  K ; H P 0 4/ K H ; P 0 4 

(5 0 ) ,  N a 2- s u c c i n a t e  ( 5 0 ) ,  s u c r o s e  (2 5 ) ,  a n d  1 m g / m l  2-  

( / > - i o d o p h e n y l ) 3  - ( /7- n i t r o p h e n y l )  - 5 - p h e n y l t e t r a z o l i u m h y -  

d r o c h l o r i d e  ( / ? - I N T )  a c c o r d i n g  t o  P e n n i n g t o n  ( 1 9 6 1 ) .  T h e  

r e a c t i o n  w a s  s t a r t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  s a m p l e s  v a r y i n g  

f r o m  20 -10 0 (j l\ t o  1 m l  a s s a y  m e d i u m  a n d  i n c u b a t i o n s  w e r e  

c a r r i e d  o u t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  u n t i l  a p p r o p r i a t e  p i n k  

c o l o r a t i o n .  S D H  a c t i v i t i e s  w e r e  d e t e r m i n e d  o n  t h e  s a m e  

d a y  a s  i s o l a t i o n .  T h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  t h e  a d d i t i o n  

o f  1 0 0 /¿.l T C A  ( 4 0 % )  a n d  e x t r a c t i o n  w a s  d o n e  w i t h  4  m l  

e t h y l a c e t a t e .  T h e  a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  in t h e  o r g a n i c  

p h a s e  b y  m e a s u r i n g  t h e  a b s o r b a n c e  a t  4 9 0  n m  a f t e r  o v e r 

n i g h t  p h a s e  s e p a r a t i o n  a t  4 ° C .  A c t i v i t i e s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  

A 490/ h r  m g  p r o t e i n .

C a 2+-stimulated phosphatases

T h e  b a s i c  m e d i u m  f o r  C a :+- s t i m u l a t e d  p h o s p h a t a s e  

a c t i v i t i e s  ( p H  7 . 4 )  c o n s i s t e d  o f  ( m M ) :  N a C l  ( 1 0 0 ) ,  o u a b a i n  

( 0 . 1 ) ,  N a N 3( 5 ) ,  o l i g o m y c i n  B  ( 5 / x g / m l ) ,  T r i s - H C l  ( 2 0 ) ;  

d i s o d i u m  s a l t s  o f  A T P .  A D P ,  A M P  a n d  p - N P P  w e r e  u s e d  

a s  s u b s t r a t e s .  C a 2* ~  o r  M g 2+ ~  s u b s t r a t e  c o m p l e x e s  w e r e  

p r e p a r e d  b y  a d d i n g  e q u i m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  c h l o r 

i d e  s a l t s  o f  e i t h e r  i o n ,  a s s u m i n g  a  1 : 1 r a t i o  f o r  M e : * —c h e 

l a t i o n  b y  a d e n o s i n e p h o s p h a t e - e s t e r s  ( S a p p e r  et al. , 1 9 8 0 ) .  

I n c u b a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  20-/xl  s a m p l e s  in  a  t o t a l  

v o l u m e  o f  5 0 0 /¿I f o r  3 0 m i n  a t  2 5  o r  3 7 ° C .  S u b s t r a t e  

h y d r o l y s i s  w a s  e s t i m a t e d  a s  d e s c r i b e d  f o r  t h e  N a ~ / K ~ -  

A T P a s e  a s s a y .

I n  al l  a s s a y s  b l a n k s  w e r e  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  m e m b r a n e  

s a m p l e s  a f t e r  t h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d .

L i p o p h i l i c  i n h i b i t o r s  ( c h l o r p r o m a z i n e ,  p h e n o t h i a z i n e ,  

R 2 4 5 7 1 )  w e r e  d i s s o l v e d  in e t h a n o l  ( 1 0 0 % )  a n d  b r o u g h t  t o  

t h e  r e q u i r e d  c o n c e n t r a t i o n  in t h e  a s s a y  m e d i u m  ( e t h a n o l  

c o n c e n t r a t i o n s  d i d  n o t  e x c e e d  0 . 1 % ) .  M e m b r a n e  s a m p l e s  

w e r e  p r e i n c u b a t e d  w i t h  t h e  d e s i r e d  f in a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  

t h e s e  i n h i b i t o r s  f o r  15 m i n  a t  3 7 ° C  a s  s u g g e s t e d  f o r  R 2 4 5 7 1  

b y  G i e t z e n  et al. ( 1 9 8 1 ) .  E t h a n o l  t r e a t e d  s a m p l e s  s e r v e d  a s  

c o n t r o l s .  A l l  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  in p l a s t i c  t u b e s .

W a t e r  s o l u b l e  i n h i b i t o r s  ( t h e o p h y l l i n e ,  1- p h e n y l a l a n i n e ,  

c y s t e i n e )  w e r e  d i r e c t l y  d i s s o l v e d  in t h e  a s s a y  m e d i u m .

Reagents

A l l  r e a g e n t s  u s e d  w e r e  o f  t h e  h i g h e s t  p u r i t y  c o m m e r c i a l 

ly a v a i l a b l e .  U l t r a p u r e  w a t e r  w a s  u s e d  in  a l l  a s s a y s .  

R 2 4 5 7 1  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  J a n s s e n  P h a r m a c e u t i c a ,  

B e e r s e ,  B e l g i u m .  A l l  o t h e r  c h e m i c a l s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  

S i g m a  (S t .  L o u i s ,  M O ) .

Statistics and calculations

V a l u e s  a r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n  v a l u e s ± S E M .  S t a t i s t i c a l

a n a l y s i s  o f  t h e  d a t a  w a s  c a r r i e d  o u t  a p p l y i n g  S t u d e n t ' s  t- 

t e s t .  S i g n i f i c a n c e  w a s  a c c e p t e d  w i t h  P < 0 . 0 5  w h e n  / z < 4 ,  o r  

w i t h  P < 0 . 0 2  w h e n  n> 4  ( a = 5 % ) .  A p p a r e n t  / ( „ - v a l u e s  a n d  

V ^ - v a l u e s  w e r e  c a l c u l a t e d  b y  m e a n s  o f  L i n e w e a v e r - B u r k  

t r a n s f o r m a t i o n  o f  t h e  M i c h a e l i s - M e n t e n  e q u a t i o n .  L i n e a r  

r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  w a s  b a s e d  o n  t h e  l e a s t  s q u a r e  m e t h o d .

R E S U L T S

Isolation procedure

T a b l e  1 s h o w s  t h e  p e r c e n t a g e  r e c o v e r y  a n d  t h e  

p u r i f i c a t i o n  f a c t o r s  f o r  s e v e r a l  m a r k e r  e n z y m e s  i n  

t h e  P 3- f r a c t i o n .  N a + / K + - A T P a s e  w a s  u s e d  a s  p l a s m a  

m e m b r a n e  m a r k e r ,  w h i l e  s u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e  

w a s  t a k e n  a s  a  m a r k e r  f o r  m i t o c h o n d r i a l  m e m 

b r a n e s .  T h e  P 3- f r a c t i o n  c o n t a i n e d  a b o u t  1 3 %  o f  t h e  

i n i t i a l  N a 7 K ~ - A T P a s e  a n d  u n d e r w e n t  a  6 0 - f o l d  

p u r i f i c a t i o n .  S u c c i n a t e  d e h y d r o g e n a s e  a c t i v i t y  w a s  

p u r i f i e d  t o  o n l y  a  f a c t o r  o f  a b o u t  1.6  a n d  s h o w e d  a  

r e c o v e r y  o f  a b o u t  3 . 4 % .  A l t h o u g h  a  h i g h  d e g r e e  o f  

p u r i f i c a t i o n  f o r  p l a s m a  m e m b r a n e s  w a s  o b t a i n e d  a s  

j u d g e d  b y  t h e  N a ~ / K / - A T P a s e  p u r i f i c a t i o n  f a c t o r ,  

t h e  P - , - f r a c t i o n  s t i l l  s h o w e d  m i t o c h o n d r i a l  c o n t a m i 

n a t i o n .  T h e r e f o r e ,  w e  i n c l u d e d  o l i g o m y c i n  a n d  

s o d i u m  a z i d e  i n  a l l  o u r  A T P a s e  a s s a y s  t o  s p e c i f i c a l l y  

e x c l u d e  m i t o c h o n d r i a l  A T P a s e  a c t i v i t i e s .  O n l y  

a r o u n d  2 %  o f  t h e  i n i t i a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( m e a 

s u r e d  a t  p H  1 0 . 4 )  w a s  r e c o v e r e d  w i t h  a  p u r i f i c a t i o n  

f a c t o r  o f  0 . 9 1 .  T h e  u s e  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a s  

p l a s m a  m e m b r a n e  m a r k e r  w a s  s u g g e s t e d  b y  M a  et 

al. ( 1 9 7 4 )  b u t  w e  c o n c l u d e  t h i s  e n z y m e  t o  b e  

i n a p p r o p r i a t e  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  W e  p r e f e r  t h e  

u s e  o f  N a 7 K " - A T P a s e  a s  a  p l a s m a  m e m b r a n e  

m a r k e r  b e c a u s e  o f  i t s  m e m b r a n e - s p e c i f i c i t y  a n d  i t s  

s p e c i f i c  o u a b a i n - s e n s i t i v i t y .

Test fo r  substrate accessibility o f  the membrane  

vesicles

T w e e n - 8 0  h a d  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  N a 7 K ~ -  

A T P a s e  a c t i v i t y  o f  m e m b r a n e  v e s i c l e s  o f  t h e  P 3- 

f r a c t i o n  ( T a b l e  2 ) .  A s  d e t e r g e n t  t r e a t m e n t  o f  s e a l e d  

v e s i c l e s  s h o u l d  i n c r e a s e  N a 7 K * - A T P a s e  a c t i v i t y  

( B r o t h e r u s  et al . ,  1 9 7 9 )  a s  a  r e s u l t  o f  i m p r o v e d  

s u b s t r a t e  a c c e s s i b i l i t y ,  w e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  m e m 

b r a n e  v e s i c l e s  o f  t h e  P r f r a c t i o n  w e r e  s u f f i c i e n t l y  

l e a k y  a n d  t h a t  t h e y  d i d  n o t  r e q u i r e  d e t e r g e n t  

t r e a t m e n t  f o r  o p t i m a l  s u b s t r a t e -  a n d  i o n - a c c e s s i -  

b i l i t y .  A p p a r e n t l y  t h e  u s e  o f  E D T A  i n  t h e  i s o l a t i o n  

p r o c e d u r e  s e c u r e s  o p t i m a l  e n z y m e  a c t i v i t i e s  i n  t h i s  

p l a s m a  m e m b r a n e  v e s i c l e  p r e p a r a t i o n .

Effects o f  storage on C a : + -  or M g : + -activated A T P  

hydrolysis

I n  F i g .  1 t h e  e f f e c t s  o f  s t o r a g e  a t  — 9 0 ° C  o n  t h e
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Table 2. Effects of Tween-80 on the Na~/K+ -ATPase activities in
eel gill plasma membranes (P,-fractions)

N a + / K  +  - A T P a s e  ( / ¿ m o l  P ¡ / h r / m g  p r o t e i n )  

C o n t r o l s  D e t e r g e n t  t r e a t e d

T w c c n - 8 0 5 1 . 2 5 ±  1 4 .1  ( 1 0 0 % )  5 2 . 1 4 ±  1 5 .4  ( 1 0 3 % )

N a + / K  +  - A T P a s c  a c t i v i t i e s  w e r e  u s e d  a s  a n  i n d i c a t o r  o f  s u b s t r a t e  

a c c e s s i b i l i t y  o f  t h e  m e m b r a n e  v e s i c l e  p r e p a r a t i o n .  S a m p l e s  

w e r e  p r e i n c u b a t e d  w i t h  T w c e n - 8 0  ( 0 . 1 %  v / v )  a t  3 7 ° C  f o r  l O m i n  

a n d  s u b s e q u e n t l y  i n c u b a t e d  f o r  1 5 m i n  a t  3 7 ° C .  S i m i l a r ,  b u f f e r  

p r e i n c u b a t c d ,  s a m p l e s  s e r v e d  a s  c o n t r o l s .  M e a n  v a l u e s  

( ± S E M )  a r e  g i v e n  f o r  s i x  d i f f e r e n t  s a m p l e s ,  w i t h  t h e  p e r c e n t 

a g e  a c t i v i t y  in  p a r e n t h e s e s .

s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  C a 2 + -  o r  M g 2 + - a c t i v a t e d  A T P  

h y d r o l y s i s  is  p r e s e n t e d .  T h e  C a : + - i n d u c e d  A T P  

h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  p r o v e d  t o  b e  m o r e  s t a b l e  t h a n  t h e  

M g 2~ - i n d u c e d  A T P  h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  w i t h  6 1  a n d  

3 7 %  o f  t h e  o r i g i n a l  a c t i v i t y ,  r e s p e c t i v e l y ,  b e i n g  

p r e s e n t  a f t e r  e i g h t  d a y s .  A s  a  r e s u l t  o f  t h e  d i f f e r e n c e  

i n  s e n s i t i v i t y  t o w a r d s  s t o r a g e  a t  l o w  t e m p e r a t u r e ,  

t h e  r a t i o  o f  M g 2' - i n d u c e d  A T P  h y d r o l y s i s  t o  C a 2" -  

i n d u c e d  A T P  h y d r o l y s i s  d e c r e a s e d  f r o m  0 . 8 6  t o  0 . 6 1  

a f t e r  o n e  d a y  a n d  t o  0 . 5 3  a f t e r  8 d a y s  ( P < 0 . 0 5 ) .  

B o t h  c u r v e s  s h o w e d  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  a  c u r v e  

c o m p o s e d  o f  a  f a s t  a n d  a  s l o w  c o m p o n e n t .  A  r a p i d  

d e c r e a s e  i s  o b s e r v e d  d u r i n g  t h e  f i r s t  d a y  o f  s t o r a g e ,  

f o l l o w e d  b y  a  s l o w e r  d e c r e a s e  i n  a c t i v i t y  t h e r e a f t e r .  

C o m p a r a b l e  r e s u l t s  w e r e  p r e s e n t e d  b y  M a  et al.

0 2 L 6 8 10
DAYS AFTER ISOLATION

F i g .  1. E f f e c t s  o f  s t o r a g e  o n  M e ; " - i n d u c e d  A T P  h y d r o l y t i c  

a c t i v i t i e s  in e e l  g i l l  p l a s m a  m e m b r a n e s .  A l i q u o t s  o f  P 3- 

f r a c t i o n s  w e r e  f r o z e n  in l i q u i d  n i t r o g e n  a n d  s t o r e d  a t  

- 9 0 CC .  M e : ~ - i n d u c e d  A T P  h y d r o l y s i s  ( a t  3 m M  M g ~ A T P  

o r  C a ~ A T P )  w a s  a s s a y e d  o n  t h e  d a y  o f  i s o l a t i o n  a n d  1, 4 

a n d  8 d a y s  a f t e r w a r d s ,  a s  d e s c r i b e d  in M a t e r i a l s  a n d  

M e t h o d s .  S p e c i f i c  a c t i v i t i e s  a t  d a y  0  w e r e  d e s i g n a t e d  1 0 0 %  

a c t i v i t y  a n d  a m o u n t e d  t o  5 2 . 8 ± 7 . 2 / z m o l  P / h r / ' m g  p r o t e i n  

f o r  C a ~ A T P  a n d  4 5 . 4 ± 8 . 9 / x m o l  P , / h r / m g  p r o t e i n  f o r  

M g ~ A T P .  M e a n  v a l u e s  a n d  s t a n d a r d  e r r o r s  o f  t h e  m e a n

a r e  g i v e n ;  / ? = 4 .

mM Me2’

F ig .  2 .  E f f e c t s  o f  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  C a : "- o r  M g 2~- 

i o n s  o n  A T P  a n d  A D P  h y d r o l y s i s  b y  e e l  gi l l  p l a s m a  

m e m b r a n e s  ( P 3- f r a c t i o n ) .  A c t i v i t i e s  w e r e  e x p r e s s e d  as 

p e r c e n t a g e s  o f  t h e  m a x i m u m  h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  ( o b s e r v e d  

a t  5 m M  C a 2" a n d  5 m M  A T P ) .  S p e c i f i c  a c t i v i t i e s  a m o u n t e d  

t o  6 0 . 2 ± 2 . 8 y u . m o l  P / h r / m g  p r o t e i n  f o r  5 m M  C a —A T P ,  

3 4 . 7 ± 8 . 1 / x m o l  P / h r / m g  p r o t e i n  f o r  5 m M  C a ~ A D P  a n d  

4 3 .1  ± 3 . 9 / x m o l  P . / h r / m g  p r o t e i n  f o r  5 m M  M g ~ A T P .  

M e ; ~ - c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  r e s u l t e d  in h a l f - m a x i m a l  a c t i v a 

t i o n  o f  s u b s t r a t e  h y d r o l y s i s  ( c a l c u l a t e d  w i t h  L i n c w e a v e r -  

B u r k  p l o t s ) :  7 8 / x M  C a :+ f o r  A T P .  5 1 / z M  C a :+ f o r  A D P  

a n d  101 / ¿ M  M g ; ' f o r  A T P .  M e a n  v a l u e s  o f  s ix  o b s e r v a 

t i o n s  a r e  g i v e n .

( 1 9 7 4 )  w h o  s t o r e d  t h e i r  g i l l  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n s  

a t  - 2 0 ° C .  I t  i s  t e m p t i n g  t o  s u g g e s t  t h a t  t h e  d i f f e r 

e n c e  b e t w e e n  C a 2+- a n d  M g 2~ - i n d u c e d  A T P  h y d r o l y 

s i s  i n  s e n s i t i v i t y  t o  s t o r a g e  w a s  a  r e s u l t  o f  t h e  

d i f f e r e n t i a l  i n a c t i v a t i o n  o f  a  h e t e r o g e n e o u s  e n z y m e  

p o o l  p r e s e n t  i n  e e l  g i l l  p l a s m a  m e m b r a n e s .

Activation  o f  adenosinephospluite-ester hydrolysis by 

C a : - or M g 2 ' -ions

S i g n i f i c a n t  h y d r o l y s i s  o f  a d e n o s i n e p h o s p h a t e -  

e s t e r s  u p o n  i n c u b a t i o n  w i t h  e e l  g i l l  p l a s m a  m e m 

b r a n e s  w a s  s t r i c t l y  d e p e n d e n t  o n  t h e  p r e s e n c e  o f  

C a 2~- o r  M g 2~ - i o n s .  T h i s  r e q u i r e m e n t  f o r  h y d r o l y t i c  

a c t i v i t y  m a y  i n v o l v e  a c t i v a t i o n  o f  e n z y m e s  o r  a  

m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  s u b s t r a t e s  

d u e  t o  t h e  c h e l a t i o n  o f  t h e s e  i o n s  t o  a d e n o s i n e  

p h o s p h a t e - e s t e r s .  T h e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  

i o n s  r e q u i r e d  f o r  m a x i m u m  a c t i v a t i o n  ( 5 m M  

C a 2" + 5 m M  A T P ;  F i g .  2 )  f a v o r  t h e  l a t t e r  e x p l a n a 

t i o n .

I n  a  s o l u t i o n  w i t h  a  m i x t u r e  o f  A T P ,  A D P  a n d  

A M P  a n d  n o n - s a t u r a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  C a 2+- o r  

M g : ~ - i o n s ,  t h e s e  i o n s  w i l l  p r e f e r e n t i a l l y  b e  c h e l a t e d  

w i t h  t h e  m o s t  c o m p l e x  l i g a n d  ( A T P )  b e c a u s e  t h e  

a f f i n i t y  o f  t h e  a d e n o s i n e p h o s p h a t e - e s t e r s  f o r  C a : ~- 

o r  M g 2" - i o n s  i n c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s i n g  n u m b e r s  o f  

p h o s p h a t e  g r o u p s  i n  t h e s e  e s t e r s  ( T a b l e  3 ) .  A t  

e q u i m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  C a 2+ a n d  A T P ,  e n z y -
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Table 3. Equilibrium constants for adenosinephosphate-esters and
Ca2+- or Mg2+-ions

L i g a n d M g 2 + C a 2+

A T P 3 . 6 1 - 4 . 4 0 3 . 1 4 - 4 . 3 4

A D P 3 . 0 1 - 3 . 6 0 2 . 7 8 - 3 . 3 4

A M P 1 . 6 9 - 2 . 0 0 1 . 4 1 - 1 . 8 5

T h e  c o m b i n a t i o n  o f  l i g a n d s  w i t h  m e t a l  i o n s  is g i v e n  b y :

M L „ _ ,  +  L M L „ ,  w h e r e  Kn = l o g ( M L J / ( M L „  _ , ) ( L )

K , - v a l u e s  a r e  g i v e n  f o r  m e d i a  w i t h  a n  i o n i c  s t r e n g t h  o f  0 . 1 - 0 . 2  m o l /1  

a t  2 0 - 3 0  C .  D a t a  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m :  Stability Constants, 

S p e c i a l  p u b l i c a t i o n  N o .  17, L o n d o n ,  T h e  C h e m i c a l  S o c i e t y ,  

1 9 6 4 .

m a t i c  b r e a k d o w n  o f  t h e  C a 2^ ~ A T P  c o m p l e x  w i l l  

g i v e  C a 2^ ~ A D P  a n d  p h o s p h a t e  a s  r e a c t i o n  p r o 

d u c t s .  I f ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  a  s u r p l u s  o f  A T P  i s  

p r e s e n t  r e l a t i v e  t o  C a 2 - i o n s ,  u p o n  e n z y m a t i c  h y 

d r o l y s i s  o f  C a 2* ~ A T P  t h e  C a 2+- i o n s  w i l l  m i g r a t e  

f r o m  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t  C a 2+~ A D P  t o  t h e  f r e e

A T P ,  w h i c h  l e a d s  t o  a  r e a c t i o n  m i x t u r e  o f  

C a 2* ~ A T P ,  a n d  f r e e  A T P  a n d  A D P .

F i g u r e  2  s h o w s  t h e  e f f e c t s  o f  d i f f e r e n t  c o n c e n 

t r a t i o n s  o f  C a 2~- o r  M g 2+- i o n s  o n  A T P  o r  A D P  

h y d r o l y s i s  a t  f i x e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  A T P  o r  A D P  

( 5 m M ) .  M a x i m u m  a c t i v i t i e s  c o n s i s t e n t l y  o c c u r r e d  

a t  e q u i m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i v a l e n t  i o n  a n d  

A T P  o r  A D P .  T h e  V ^ - v a l u e  f o r  M g 2+- a c t i v a t i o n  o f  

A T P  h y d r o l y s i s  w a s  7 1 . 5 %  t h a t  o f  t h e  K ^ - v a l u e  

f o u n d  f o r  C a 2~ - a c t i v a t i o n  o f  A T P  h y d r o l y s i s .  T h e  

K m a x - v a l u e s  f o r  C a 2+- a c t i v a t i o n  o f  A D P  h y d r o l y s i s  

c a m e  t o  5 7 %  o f  t h e  V ^ - v a l u e s  f o r  C a 2+- a c t i v a t i o n  

o f  A T P  h y d r o l y s i s .  T h e  a p p a r e n t  / ( „ - v a l u e s  f o r  

M g 2*- o r  C a 2 ' - i n d u c e d  s u b s t r a t e  h y d r o l y s i s  w e r e  

7 8  / ¿ M  C a 2" f o r  A T P ,  5 1 p i M  C a 2+ f o r  A D P  a n d  

1 0 1  /jl M  M g 2* f o r  A T P .  A T P - h y d r o l y s i s  w a s  i n c r e a s 

i n g l y  d i m i n i s h e d  a t  M g 2+- o r  C a 2+- c o n c e n t r a t i o n s  

e x c e e d i n g  t h e  A T P  c o n c e n t r a t i o n s  ( 2 . 5  o r  5 . 0  m M ) .

I n  F i g s  3 ( a )  a n d  ( b )  a n d  T a b l e  4  t h e  r e s u l t s  o f  

s u b s t r a t e - s p e c i f i c i t y  d e t e r m i n a t i o n s  a r e  s h o w n .  A p -

'/spec

Im m o le s  P| • h r ' ^ m g  p ro t . '1)

50 0 -

10.0 -

30 0 -

20  0 -

1 0 0  -

0 0

ATP

ATP -  Ca2*- ADP 
A0P
ADP - Ca2*-AMP 

AMP

f 1  I

0 0 1 0 2 0 30 i. 0 50

mM C a2*-  ATP

spec

( j im o le s  P| • h r ' 1 • mg p r o t . ' 1 )

50 0

10.0

300

2 00

1 0 .0

00

0 0 1 0 2 0 30

ATP

ATP -  Mg2*-ADP 
ADP

ADP -  Mg2* -  AMP 
AMP

t.O 5.0

mM M g2* .  ATP

F i g .  3 .  E e l  g i l l  p h o s p h a t a s e  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  t e s t s .  A l i q u o t s  o f  P , - f r a c t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  

e q u i m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a d e n o s i n e - p h o s p h a t e  e s t e r s  a n d  e i t h e r  C a : * ( l e f t )  o r  M g :+ ( r i g h t ) .  F o u r  

p l a s m a  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  t e s t e d  w i t h  s ix  d i f f e r e n t  s u b s t r a t e s  e a c h .  A d d i t i o n a l l y ,  c u r v e s  a r e  

s h o w n  t h a t  r e p r e s e n t  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  m e a s u r e d  w i t h  A T P  a n d  A D P ,  a n d  

t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  m e a s u r e d  w i t h  A D P  a n d  A M P .  H a l f - m a x i m a l  a c t i v a t i o n  

c o n c e n t r a t i o n s  a n d  m a x i m u m  v e l o c i t i e s  ( c a l c u l a t e d  w i t h  L i n e w e a v e r - B u r k  p l o t s )  a r e  g i v e n  in T a b l e  4.

M e a n  v a l u e s  a n d  s t a n d a r d  e r r o r s  o f  t h e  m e a n  a r e  g i v e n ;  n =  4.

T a b l e  4 .  A p p a r e n t  Km v a l u e s  a n d  Vmax v a l u e s  f o r  C a : +  — a n d  M g :+  — s u b s t r a t e  c o m p l e x e s  in  e e l  g i l l  p l a s m a  m e m b r a n e s

S u b s t r a t e A p p a r e n t  Km

Vmax
C a l c u l a t e d O b s e r v e d

C a ~ A T P 0 . 8 3 ± 0 . 1 3 3 8 . 1 6 ± 4 . 6 7 5 2 . 7 8  ± 7 . 2 4  ( 1 0 0 % )

C a ~  A D P 0 . 5 3  ± 0 . 1 3 2 3 . 9 5 ± 5 . 4 3 2 8 . 9 3  ±  2 . 6 3  ( 5 5 % )

C a ~  A M P 0 . 1 0 ± 0 . 0 4 3 . 4 3 ± 0 . 5 3 3 . 6 9  ±  0 . 3 0  ( 7 % )

C a - p - N P P 0 . 1 4 2 . 7 6 2 . 7 6  ± 0 . 1 2  ( 5 % )

M g ~ A T P 0 . 5 2 ± 0 . 1 0 2 9 . 0 3 ± 7 . 4 3 4 5 . 4 2  +  8 . 8 5 ( 1 0 0 % )

M g ~ A D P 0 . 3 8 ± 0 . 1 2 2 0 . 1 2 ± 3 . 5 5 2 3 . 3 9  ± 2 . 3 3  ( 5 1 % )

M g ~ A M P 0 . 2 0 ± 0 . 0 7 5 . 3 4 ±  1 .0 7 7 . 3 5  ± 0 . 8 6  ( 1 6 % )

M g - p - N P P 0 . 1 4 3 . 0 3 3 . 0 3  ±  0 . 6 4  ( 7 % )

K m- v a l u e s  ( m M )  a n d  F max- v a l u e s  ( / i m o l  P i / h r / m g  p r o t e i n )  w e r e  c a l c u l a t e d  f o r  i n d i v i d u a l  s a m p l e s  b y  m e a n s  o f  L i n e w e a v e r - B u r k  p l o t s .  

C a l c u l a t e d  Kmail- v a l u e s  w e r e  c o m p a r e d  w i t h  o b s e r v e d  - v a l u e s .  M e a n  v a l u e s  a r e  g i v e n  ( ± S E M )  f o r  f o u r  d i f f e r e n t  s a m p l e s .  S i g n i f i c a n c e  

o f  d i f f e r e n c e s  is  g i v e n  in  t h e  t e x t .
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p a r e n t  ^ „ - v a l u e s  a n d  V max- v a l u e s  w e r e  c a l c u l a t e d  o n  

t h e  b a s i s  o f  i n c u b a t i o n s  o f  p l a s m a  m e m b r a n e s  w i t h  

v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e q u i m o l a r  a m o u n t s  o f  

p h o s p h a t e - e s t e r s  ( A T P ,  A D P ,  A M P  o r  / ; - N P P )  a n d  

d i v a l e n t  i o n s  ( C a 2+ o r  M g 2 + ). Kniax- v a l u e s  f o r  A D P  a s  

c o m p a r e d  t o  A T P  ( =  1 0 0 % )  a r e  5 5  a n d  5 1 %  f o r  

C a : * a n d  M g : " r e s p e c t i v e l y .  T h e  V"max- v a l u e s  f o r  

M g ~ A M P  w e r e  t w i c e  a s  h i g h  a s  o b s e r v e d  f o r  

C a ^ A M P  o r  / > - N P P  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  e i t h e r  

C a 2+ o r  M g : + .

A p p a r e n t  A'w- v a l u e s  d e c r e a s e d  w i t h  d e c r e a s i n g  

n u m b e r s  o f  p h o s p h a t e  g r o u p s  i n  t h e  s u b s t r a t e ,  i . e .  

t h e  a p p a r e n t  a f f i n i t i e s  f o r  t h e  s i m p l e s t  s u b s t r a t e s  

( A M P  a n d  ; ; - N P P )  w e r e  f o u n d  t o  b e  t h e  h i g h e s t .  N o  

d i f f e r e n c e  w a s  f o u n d  i n  a p p a r e n t  a f f i n i t y  b e t w e e n  

A M P  o r  p - N P P  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  e i t h e r  C a : ‘ o r  

M g : + . T h e  a p p a r e n t  a f f i n i t y  f o r  M g  ~  A T P  a n d  

M g ~ A D P  w a s  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  f o r  

C a ~ A T P  o r  C a ~ A D P .

F o r  t h e  A T P  c o m p l e x e s  a s  s u b s t r a t e s  t h e  c a l c u 

l a t e d  a n d  o b s e r v e d  V max- v a l u e s  d i f f e r e d  s i g n i f i c a n t l y .  

T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  r e s u l t s  d i d  n o t  f u l f i l  t h e  

r e q u i r e m e n t s  f o r  a  L i n e w e a v e r - B u r k  t r a n s f o r m 

a t i o n .  T h i s  a g a i n  m a y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  e n z y m e  

p r e p a r a t i o n  is  h e t e r o g e n e o u s .  O n  t h e  b a s i s  o f  t h e  

a p p a r e n t  / C „ , - v a l u e s  i n  T a b l e  4  i t  m a y  b e  e x p e c t e d  

t h a t ,  w h e n  A T P - c o m p l e x e s  a r e  g i v e n  a s  s u b s t r a t e ,  

t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t  C a ~ A D P  w i l l  p r e f e r e n t i a l l y  b e  

h y d r o l y z e d  t o  C a ~ A M P  a n d  s u b s e q u e n t l y  

C a ~ A M P  t o  a d e n o s i n e .  A s  t h e  r e l e a s e  o f  p h o s p h a t e  

w a s  m e a s u r e d  a s  a n  i n d i c a t i o n  f o r  s u b s t r a t e  h y d r o l y 

s i s .  t h e  V ^ - v a l u e s  w e r e  v e r y  l i k e l y  o v e r e s t i m a t e d  

w h e n  A T P  o r  A D P  w e r e  u s e d  a s  s u b s t r a t e s .  T h e r e 

f o r e ,  t h e  s a t u r a t i o n  c u r v e s  f o r  A T P  a n d  A D P  

h y d r o l y s i s  w e r e  a l s o  p r e s e n t e d  a s  t h e  d i f f e r e n c e s  

b e t w e e n  A T P  a n d  A D P  h y d r o l y s i s  a n d  b e t w e e n
J  J

A D P  a n d  A M P  h y d r o l y s i s .  T h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  

t h e  c o r r e c t e d  v a l u e s  f o r  V m.iX o f  A T P  a n d  A D P  

h y d r o l y s i s  a r e  n o t  s i g n i f i c a n t .

F r o m  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  w e  c o n c l u d e  t h a t  u n d e r  

t h e  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  n o  h i g h  a f f i n i t y  C a : ~- 

A T P a s e  c a n  b e  d e m o n s t r a t e d .  I n s t e a d  t h e  o b s e r v e d  

h y d r o l y t i c  a c t i v i t i e s  r e p r e s e n t  n o n - s p e c i f i c  p h o s 

p h a t a s e  a c t i v i t i e s .  W e  t h e r e f o r e  e x a m i n e d  t h e  e f 

f e c t s  o f  s e v e r a l  i n h i b i t o r s  o n  C a ~ A T P  a n d  

M g ~ A T P  h y d r o l y s i s  i n  a n o t h e r  s e t  o f  e x p e r i m e n t s .

Effects o f  inhibitors on C a ^ A T P  and  M g ^  A T P  

hydrolysis  ( Table  5 )

U n d e r  o u r  a s s a y  c o n d i t i o n s ,  u p  t o  1 0  m M  l - 

p h e n y l a l a n i n e  ( a  k n o w n  i n h i b i t o r  o f  g u t  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e )  h a d  n o  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  e i t h e r  

C a ~ A T P  o r  M g ~ A T P  h y d r o l y s i s .  C o n v e r s e l y ,  

t h e o p h y l l i n e ,  a  m o r e  p o t e n t  i n h i b i t o r  o f  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  ( G h i j s e n  et al., 1 9 8 0 ) ,  i n h i b i t e d  s i g n i f i 

c a n t l y  m o r e  C a ~ A T P  h y d r o l y s i s  t h a n  M g ~ A T P  

h y d r o l y s i s  ( 2 3 . 4  a n d  1 4 . 6 %  r e s p e c t i v e l y ) .  B o t h  

a c t i v i t i e s  w e r e  i n h i b i t e d  b y  u p  t o  8 0 %  w i t h  L - c y s t e i n e  

( 1 0  m M ) .  H o w e v e r ,  t h e  c a l c u l a t e d  5 0 %  i n h i b i t i o n  

o c c u r r e d  a t  2 . 2 7  m M  c y s t e i n e  f o r  C a ^ A T P  h y d r o 

l y s i s  a n d  6 . 0 8  m M  c y s t e i n e  f o r  M g - A T P  h y d r o l y s i s  

( F i g .  4 ) .

R 2 4 5 7 1 ,  c h l o r p r o m a z i n  a n d  p h e n o t h i a z i n  h a v e  

b e e n  r e p o r t e d  t o  i n h i b i t  c a l c i u m  t r a n s p o r t  r e l a t e d  

h i g h - a f f i n i t y  C a : " - A T P a s e  a c t i v i t i e s  b y  c o m p e t i t i o n  

w i t h  c a l m o d u l i n  a t  v e r v  l o w  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n s

T a b i c  5 .  E f f c c t s  o f  v a r i o u s  i n h i b i t o r s  o n  C a ~ A T P  a n d  M g — A T P

h y d r o l y s i s  i n  c c l  tzill p l a s m a  m e m b r a n e s
9 #

M a x i m u m i n h i b i t i o n  (%)

C a  -  A T P M g  -  A T P

I n h i b i t o r (3  m M  ) (3  m M )

L - P h e n y l a l a n i n c  ( 1 0 . 0 ) 0 . 0 0 . 0

T h e o p h y l l i n e  ( 1 . 2 5 ) 2 3 . 4 1 4 . 6

C y s t e i n e  ( 1 0 ) 7 7 . 2 7 6 . 7

R 2 4 5 7 1  ( 0 . 0 1 ) 5 .1 14.1

C h l o r p r o m a z i n e  ( 0 .1 ) 6 . 1 9 . 0

P h e n o t h i a z i n e  ( 0 . 0 0 1 ) 6 . 0 1 0 .8

I n h i b i t i o n  ( % )  a t  t h e  m o s t  e f f e c t i v e  i n h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n  ( m M )  is 

g i v e n  f o r  t h e  a v e r a g e  o f  s ix  i n d i v i d u a l  s a m p l e s  t e s t e d  w i t h  a n d  

w i t h o u t  i n h i b i t o r s .

mM CYSTEINE

F ig .  4. L - C y s t c i n e  i n h i b i t i o n  o f  M g - A T P  a n d  C a  — A T P  

h y d r o l y s i s  b y  cel  gill  p l a s m a  m e m b r a n e s  ( P 3- f r a c t i o n ) .  H a l f -  

m a x i m a l  i n h i b i t i o n  w a s  c a l c u l a t e d  t o  o c c u r  a t  2 .2  m M  

L - c y s te in  f o r  C a  -  A T P  a n d  a t  5 m M  L - c y s t e i n e  fo r  

M g - A T P .  S p e c i f i c  a c t i v i t i e s  in t h e  a b s e n c e  o f  L -c y s te in e  

a m o u n t e d  t o  3 8 .2  ±  4 .7  / ¿ m o l  P , / h r / m g  p r o t e i n  fo r  

C a  -  A T P  (3 m M )  a n d  2 3 .3  ±  3 . 0 / / m o l  P , / h r / m g  p r o t e i n  fo r  

M g  -  A T P  (3 m M ) .  M e a n  v a l u e s  a n d  s t a n d a r d  e r r o r s  o f  the

m e a n  a r e  g i v e n :  n =  6 .

( 0 .0 1- 1.0  fj.M )  o r  b y  a f f e c t i n g  t h e  c a l m o d u l i n -  

i n d e p e n d e n t  b a s a l  a c t i v i t i e s  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  

( 1 . 0 - 1 0 . 0 / x M ) .  M a x i m u m  i n h i b i t i o n  o f  C a ~ A T P  o r  

M g ~ A T P  h y d r o l y s i s  o c c u r r e d  a t  t h e  h i g h e r  i n 

h i b i t o r  c o n c e n t r a t i o n s  b u t  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  

w e r e  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  e f f e c t s  o f  t h e s e  i n 

h i b i t o r s  a t  l o w  o r  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s .  M g ~ A T P  

h y d r o l y s i s  w a s ,  h o w e v e r ,  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  s e n s i t i v e  

( 1 4 %  i n h i b i t i o n )  t o w a r d s  t h e s e  i n h i b i t o r s  t h a n  

C a ~ A T P  h y d r o l y s i s  ( 6 %  i n h i b i t i o n ) .

T h e s e  r e s u l t s  c o n f i r m  t h a t  t h e  C a ~ A T P  o r  

M g ~ A T P  h y d r o l y t i c  a c t i v i t i e s  i n  e e l  g i l l  p l a s m a  

m e m b r a n e s  a r e  n o t  h o m o g e n e o u s .

D I S C U S S I O N

F o u r  m a j o r  f i n d i n g s  a r e  p r e s e n t e d  i n  t h i s  p a p e r .  

( 1 )  C a : ' - a c t i v a t e d  A T P a s e  a c t i v i t i e s  o c c u r r i n g  i n  t h e
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g i l l s  o f  A m e r i c a n  e e l s  a r e  l o c a t e d  i n  t h e  p l a s m a  

m e m b r a n e s  o f  t h i s  e p i t h e l i u m .  ( 2 )  T h e  a s s a y  p r o c e 

d u r e s  f o r  f i s h  g i l l  C a : + - A T P a s e  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  i n  

t h e  l i t e r a t u r e ,  a n d  r e t e s t e d  i n  t h i s  s t u d y  d i d  n o t  

a l l o w  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a  s i n g l e ,  s p e c i f i c  C a 2*- 

A T P a s e .  ( 3 )  E e l  g i l l  p l a s m a  m e m b r a n e s  c o n t a i n  

m o r e  t h a n  o n e  t y p e  o f  e n z y m e  t h a t  h y d r o l y z e s  

c o m p l e x e s  o f  C a 2+-  o r  M g 2" - i o n s  a n d  a d e n o -  

s i n e p h o s p h a t e - e s t e r s ,  a s  i n d i c a t e d  b y  s u b s t r a t e  

s p e c i f i c i t y  t e s t s  a n d  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  i n h i b i t o r s  o n  

t h e s e  h y d r o l y t i c  a c t i v i t i e s .  ( 4 )  T h e s e  C a 2+- a c t i v a t e d  

A T P a s e  a c t i v i t i e s  d o  n o t  r e p r e s e n t  h i g h  a f f i n i t y ,  

t r a n s p o r t  C a 2^ - A T P a s e  a c t i v i t y  b u t  r a t h e r  n o n 

s p e c i f i c  “ a l k a l i n e "  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s .

Location o f  C a 2 ' - or M g 2 + -activated A T P ase  activ 

ities

T h e  p r o c e d u r e  u s e d  f o r  i s o l a t i n g  t h e  p l a s m a  

m e m b r a n e s  o f  e e l  g i l l s  i n  t h i s  s t u d y  y i e l d e d  a  h i g h l y  

e n r i c h e d  p l a s m a  m e m b r a n e  f r a c t i o n ,  a s  i n d i c a t e d  b y  

t h e  N a 7 K * - A T P a s e  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s ,  w i t h  o n l y  

m i n o r  m i t o c h o n d r i a l  c o n t a m i n a t i o n .  T o  e x c l u d e  a n y  

i n t e r f e r e n c e  o f  m i t o c h o n d r i a l  A T P a s e  a c t i v i t i e s ,  

o l i g o m y c i n  a n d  s o d i u m  a z i d e  w e r e  r o u t i n e l y  a d d e d  

t o  t h e  a s s a y  m e d i a .  W e  t h e r e f o r e  c o n c l u d e  t h a t  t h e  

o b s e r v e d  C a 2*-  o r  M g 2+- a c t i v a t e d  A T P a s e  a c t i v i t i e s  

r e s i d e  i n  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e s  o f  t h e  g i l l  

e p i t h e l i u m .  B u t  w e  d o  a c k n o w l e d g e  t h a t  a  p o r t i o n  

o f  t h e s e  a c t i v i t i e s  m a y  h a v e  o r i g i n a t e d  f r o m  e n z y m e  

a c t i v i t i e s  o f  e n d o p l a s m a t i c  r e t i c u l u m  o r i g i n  a s  w e  

d i d  n o t  s c r e e n  f o r  m a r k e r  e n z y m e  a c t i v i t i e s  f o r  t h e s e  

m e m b r a n e s  d u r i n g  t h e  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e .  T h e  

a c t i v a t i o n  c u r v e s  o b s e r v e d  f o r  A T P  h y d r o l y s i s  a t  

i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  C a 2*-  o r  M g 2* - i o n s  w i t h  

t h i s  p r e p a r a t i o n  r e s e m b l e d  c l o s e l y  t h o s e  p r e v i o u s l y  

r e p o r t e d  f o r  g i l l  m e m b r a n e s  o f  r a i n b o w  t r o u t  ( M a  et 

al . ,  1 9 7 4 ) ,  A m e r i c a n  e e l s  ( F e n w i c k ,  1 9 7 6 ) ,  r o a c h  

( S h e p h a r d ,  1 9 8 1 ) ,  a n d  t i l a p i a  ( o u r  u n p u b l i s h e d  o b s e r 

v a t i o n s ) .  T h e  c a l c u l a t e d  A . ' , „ - v a lu e s  f o r  C a 2^ -  o r  

M g 2* - a c t i v a t i o n  o f  A T P  h y d r o l y s i s  a r e  s i m i l a r  t o  

p r e v i o u s l y  p u b l i s h e d  v a l u e s  ( F e n w i c k ,  1 9 7 9 ) .  T h e  

d i f f e r e n c e s  i n  V max- v a l u e s  p r e s e n t e d  h e r e  a n d  t h o s e  

i n  t h e  e a r l i e r  l i t e r a t u r e  m a y  b e  t h e  r e s u l t  o f  t h e  u s e  o f  

m o r e  h i g h l y  p u r i f i e d  m e m b r a n e  f r a c t i o n s  i n  t h e  

p r e s e n t  s t u d y  a n d  f r o m  d i f f e r e n c e s  i n  i n c u b a t i o n  

t e m p e r a t u r e s .

Characteristics o f  the  C a 2 + -activated A T P ase  activ 

ities

O n e  o f  t h e  r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  w e  w i s h  t o  

e m p h a s i z e  is  t h a t  t h e  a s s a y  p r o c e d u r e s  p r e v i o u s l y  

e m p l o y e d  f o r  C a 2* - a c t i v a t e d  A T P a s e  a c t i v i t i e s  i n  

f i s h  g i l l s  ( a m o n g  o t h e r s )  d i d  n o t  f u l f i l  t h e  r e q u i r e 

m e n t s  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t r a n s p o r t  C a 2*- 

A T P a s e s .  R a t h e r  t h e y  y i e l d e d  n o n - s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  

o f  C a ~ A T P  o r  M g ~ A T P  h y d r o l y z i n g  e n z y m e s .  T o  

s u p p o r t  t h i s  c o n t e n t i o n  w e  p r o p o s e  f o u r  m a j o r  

c r i t i c i s m s .  ( 1 )  T h e  a f f i n i t y  o f  t h e  r e p o r t e d  A T P a s e  

f o r  C a 2 " w a s  t o o  l o w  f o r  a n  e n z y m e  t h a t  m u s t  b e  

s t i m u l a t e d  b y  C a 2* a t  i n t r a c e l l u l a r  C a 2~ - c o n c e n -  

t r a t i o n s .  ( 2 )  T h i s  C a 2+- s t i m u l a t e d  A T P  h y d r o l y s i s ,  

e v e n  m e a s u r e d  a t  s u b o p t i m a l  p H  ( F e n w i c k ,  1 9 7 9 ) ,  

e x c e e d s  t h e  N a  / K ' - A T P a s e  a c t i v i t y  a n d ,  t h e r e f o r e ,  

w o u l d  i n d i c a t e  C a 2+- t r a n s p o r t  r a t e s  t h a t  w o u l d  s u r 

p a s s  t h e  N a " - t r a n s p o r t  r a t e s  b y  s e v e r a l  o r d e r s  o f

m a g n i t u d e .  ( 3 )  N o  e v i d e n c e  w a s  p r o v i d e d  t h a t  A T P  

w a s  t h e  p r e f e r e n t i a l  s u b s t r a t e .  ( 4 )  T h e  p H - o p t i m a  

f o r  t h e  a c t i v i t i e s  w e r e  r e p o r t e d l y  i n  t h e  a l k a l i n e  

t r a j e c t o r y  ( M a  et a l . , 1 9 7 4 ;  F e n w i c k ,  1 9 7 6 )  a n d  w e r e

t h u s  c h a r a c t e r i s t i c  f o r  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e .

B e c a u s e  o f  t h e s e  c r i t i c i s m s  w e  c o n c l u d e  t h a t  t h e

o b s e r v e d  a c t i v a t i o n  c u r v e s  f o r  C a 2 + -  o r  

M g 2 - i n d u c e d  A T P  h y d r o l y s i s  r e p r e s e n t  s a t u r a t i o n  

c u r v e s  f o r  c o m p l e x e s  o f  A T P  w i t h  e i t h e r  m e t a l  i o n  

r a t h e r  t h a n  C a 2 + -  o r  M g 2 f - a c t i v a t i o n  o f  A T P -  

h y d r o l y z i n g  e n z y m e s .  H y d r o l y s i s  o f  A T P  is  s t r i c t l y  

d e p e n d e n t  o n  t h e  p r e s e n c e  o f  C a 2+ o r  M g 2 + , s u g 

g e s t i n g  t h a t  A T P  a l o n e  i s  n o t  ( d e t e c t a b l y )  u s e d  a s  a  

s u b s t r a t e .  U p o n  a d d i t i o n  o f  C a 2+ o r  M g 2+ t o  A T P -  

c o n t a i n i n g  m e d i a ,  t h e s e  m e t a l  i o n s  w i l l  b e  c h e l a t e d  b y  

A T P  ( W a l a a s ,  1 9 5 8 ;  S a p p e r  et al ., 1 9 8 0 ) .  A l t h o u g h  

M g 2+ is  c h e l a t e d  m o r e  s t r o n g l y  t h a n  C a 2+ b y  A T P ,  

b o t h  i n t e r a c t i o n s  h a v e  t h e  s a m e  m o d i f y i n g  e f f e c t  o n  

t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  a d e n o s i n e - p h o s p h a t e - e s t e r  

a n d  t h u s  a l l o w  e f f e c t i v e  b i n d i n g  o f  t h e  p h o s p h a t e  

g r o u p  t o  t h e  a c t i v e  s i t e  o f  e n z y m e s .  I n  t h i s  c o n t e x t  i t  

s h o u l d  b e  m e n t i o n e d  t h a t  N a + / K + - A T P a s e  ( B o n t i n g  

a n d  C a r a v a g g i o ,  1 9 6 3 )  a s  w e l l  a s  t h e  t y p i c a l  t r a n s p o r t  

C a 2 + - A T P a s e s  o f  r a t  i n t e s t i n e  ( G h i j s e n  et a l 1 9 8 0 )  

a r e  d e p e n d e n t  o n  M g  ~  A T P  a l t h o u g h  t h e y  m a y  b e  

i n h i b i t e d  b y  C a ~ A T P  ( E p s t e i n  a n d  W h i t t a m ,  1 9 6 6 ) .

M a x i m u m  v e l o c i t i e s  a r e  f o u n d  a t  e q u i m o l a r  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  C a 2* o r  M g 2* a n d  A T P  o r  A D P .  

H o w e v e r ,  w h e n  C a 2*- o r  M g 2~ - i o n  c o n c e n t r a t i o n s  

e x c e e d e d  t h e  A T P - c o n c e n t r a t i o n  b y  2 . 5  o r  5 . 0  m M ,  

A T P - h y d r o l y s i s  w a s  i n h i b i t e d .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  

C a - A T P  a n d  M g - A T P  h y d r o l y s i s  i s  i n h i b i t e d  b y  h i g h  

l e v e l s  o f  f r e e  C a 2+ o r  M g 2* r e s p e c t i v e l y .

T h e  p o s s i b i l i t y  c a n n o t  b e  e x c l u d e d  t h a t  i n  o u r  

a s s a y  p r o c e d u r e ,  s t i m u l a t i o n  o f  f r e e  o r  c o m p l e x e d  

A T P  h y d r o l y s i s  o c c u r s  b y  m i c r o m o l a r  c o n c e n 

t r a t i o n s  o f  f r e e  C a 2* o r  M g 2*.  B u t  i f  w e  a s s u m e  t h a t  

t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  C a 2* a n d  M g 2* i n  t h e  a s s a y  

m e d i u m  i s  a  p r e r e q u i s i t e  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a  

t r a n s p o r t  C a 2* - A T P a s e ,  i t  i s  c l e a r l y  n o t  p o s s i b l e  t o  

s h o w  s u c h  a n  e n z y m e  w i t h  t h e  a s s a y  p r o c e d u r e s  

a p p l i e d  i n  t h i s  a n d  m a n y  o t h e r  s t u d i e s .  A d d i t i o n a l l y ,  

w e  w a n t  t o  s t r e s s  t h a t  f r e e  C a 2* - i o n  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  t h e  a s s a y  m e d i a  i n  t h e  m i c r o m o l a r  r a n g e  c a n n o t  

b e  o b t a i n e d  r e l i a b l y  u n l e s s  a p p r o p r i a t e  b u f f e r i n g  

w i t h  E G T A  o r  N T A  i s  e m p l o y e d  ( S h a r f f ,  1 9 7 9 ,  

1 9 8 1 ;  G h i j s e n  et al . ,  1 9 8 0 ) .

M o r e o v e r ,  w h e n  a  s u r p l u s  o f  A T P  r e l a t i v e  t o  C a 2^ 

i s  u s e d ,  n e w  s u b s t r a t e  w i l l  c o n s t a n t l y  b e  p r o d u c e d  i n  

t h e  a s s a y  m e d i u m  a s  t h e  f r e e  A T P  w i l l  r e a c t  w i t h  t h e  

r e a c t i o n  p r o d u c t  C a - A D P  t o  p r o d u c e  C a - A T P  a n d  

A D P .  W h e n  t h i s  C a 2* - d e p e n d e n t  s u b s t r a t e  p r o 

d u c t i o n  o c c u r s ,  t h e  a c t i v a t i o n  c u r v e  r e p r e s e n t s  t h e  

e f f e c t s  o f  C a 2* - d e f i n e d  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  

r a t h e r  t h a n  t h e  e f f e c t s  o f  C a 2* - c o n c e n t r a t i o n s  o n  

A T P - h y d r o l y t i c  a c t i v i t i e s .  W h e n  A D P  w a s  s u b s t i 

t u t e d  f o r  A T P  i n  t h i s  t y p e  o f  e x p e r i m e n t ,  c o m p a r 

a b l e  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d .  N o  p h o s p h a t e  r e l e a s e  

o c c u r r e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  C a 2\  T h e  s h a p e  o f  t h e  

a c t i v a t i o n  c u r v e  o b s e r v e d  r e s e m b l e d  t h e  o n e  f o r  

A T P  a n d  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  h y d r o l y s i s  o f  A D P  is  

a l s o  d e p e n d e n t  o n  t h e  c h e l a t i o n  o f  C a 2+.

A s  P . - r e l e a s e  w a s  m e a s u r e d  a s  a n  i n d i c a t i o n  o f  

s u b s t r a t e  h y d r o l y s i s  i n  a l l  c a s e s ,  n o  s t r a i g h t f o r w a r d  

a n s w e r  c a n  b e  g i v e n  a s  t o  w h e t h e r  t h e s e  a c t i v i t i e s  

w e r e  t h e  r e s u l t  o f  t h e  h y d r o l y s i s  o f  a  s i n g l e  s u b -
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s t r a t e - c o m p l e x  o r  o f  a  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  o r i g i n a l  

s u b s t r a t e  a n d  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t s .  K m-v a l u e s  c a l 

c u l a t e d  f o r  C a 2 t - a c t i v a t i o n  o f  A T P  o r  A D P  h y d r o l y 

s i s  b y  t h e  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  u s e d ,  m a y  t h e r e f o r e  

b e  i n c o r r e c t  d u e  t o  t h e  c o n t i n u o u s  p r o d u c t i o n  o f  

n e w  s u b s t r a t e .  I f  s u c h  w a s  t h e  c a s e  t h e  a f f i n i t i e s  f o r  

c o m p l e x e s  o f  A T P  a n d  A D P  w i t h  C a 2~ o r  M g 2+ w e r e  

p r o b a b l y  o v e r e s t i m a t e d .

T o  t e s t  t h e  p r e f e r e n c e s  f o r  C a 2^ -  a n d  M g 2~- 

s u b s t r a t e  c o m p l e x e s  w e  m e a s u r e d  t h e  a c t i v a t i o n  

c u r v e s  f o r  t h e s e  c o m p l e x e s ,  a s s u m i n g  a  1:1 r a t i o  f o r  

C a 2 + - o r  M g 2 + - c h e l a t i o n  b y  t h e  a d e n o s i n e p h o s p h a t e -  

e s t e r s .  ^ „ - v a l u e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  m u c h  h i g h e r  t h a n  

t h e  v a l u e s  f o u n d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  u n c h e l a t e d  A T P ,  

p r o b a b l y  b e c a u s e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n s  b e c o m e  

l i m i t i n g  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s .  S u r p r i s i n g l y ,  K m- 

v a l u e s  c a l c u l a t e d  f r o m  L i n e w e a v e r - B u r k  p l o t s  f o r  

t h e  d i f f e r e n t  c o m p l e x e s  w e r e  h i g h e s t  f o r  t h e  A T P -  

c o m p l e x e s  a n d  l o w e s t  f o r  t h e  A M P - c o m p l e x e s .  A s  

t h e  a f f i n i t y  f o r  A D P  a n d  A M P ,  w h i c h  a p p e a r  a s  

r e a c t i o n  p r o d u c t s  d u r i n g  t h e  h y d r o l y s i s  o f  A T P ,  

w e r e  h i g h e r  t h a n  f o r  t h e  o r i g i n a l  A T P  i t  w a s  t o  b e  

e x p e c t e d  t h a t  h y d r o l y s i s  o f  t h e  f i r s t - g i v e n  s u b s t r a t e  

w o u l d  c o n t i n u e  u n t i l  d e p h o s p h o r y l a t i o n  w a s  c o m 

p l e t e .  T h e r e f o r e  t h e  K max- v a l u e s  f o r  A T P -  a n d  A D P -  

c o m p l e x e s  c a l c u l a t e d  o n  t h e  b a s i s  o f  P , - r e l e a s e  a r e  

o v e r e s t i m a t e d .  T h u s  w h e n  P , - r e l e a s e  i s  u s e d  a s  a  

m e a s u r e  f o r  s u b s t r a t e  h y d r o l y s i s ,  t h e  r a t e  o f  A T P  

h y d r o l y s i s  is  b e t t e r  e s t i m a t e d  a s  t h e  d i f f e r e n c e  

b e t w e e n  A T P  a n d  A D P  h y d r o l y s i s ,  a n d  A D P  h y 

d r o l y s i s  a s  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  A D P  a n d  A M P  

h y d r o l y s i s .  C o r r e c t e d  i n  t h i s  w a y ,  t h e  K max- v a l u e s  f o r  

C a ~ A T P ,  C a ~ A D P  a n d  M g ~ A T P  w e r e  n o t  s i g 

n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  e a c h  o t h e r .  T h e  v a l u e s  f o r  

M g ~ A D P  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r ;  t h o s e  f o r  

M g ~ A M P  a n d  C a ~ A M P  w e r e  l o w e r  s t i l l .  T h i s  

w o u l d  c l e a r l y  p o i n t  a g a i n  t o  t h e  n o n - s p e c i f i c  c h a r a c 

t e r  o f  t h e s e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s .

H o w e v e r ,  c a r e  s h o u l d  b e  t a k e n  w i t h  r e s u l t s  o b 

t a i n e d  f r o m  L i n e w e a v e r - B u r k  p l o t s  w h e n  c o m p l i 

c a t e d  s a m p l e s  s u c h  a s  p l a s m a  m e m b r a n e - p r e p -  

a r a t i o n s  a r e  u s e d .  W h e n  t h e  s a m e  r e s u l t s  a r e  p l o t t e d  

a c c o r d i n g  t o  E a d i e - H o f s t e e ,  n o  s t r a i g h t  l i n e s  w e r e  

o b s e r v e d  f o r  a n y  s u b s t r a t e  t e s t e d .  T h i s  w o u l d  m e a n  

t h e n  t h a t  t h e  d a t a  d o  n o t  f u l f i l  t h e  r e q u i r e m e n t s  f o r  

k i n e t i c  a n a l y s i s  b y  m e a n s  o f  a  L i n e w e a v e r - B u r k  p l o t  

( B o r s t  P a u w e l s ,  1 9 7 3 ) .  T h i s  f i n d i n g  m i g h t  a l s o  

e x p l a i n  w h y  t h e  c a l c u l a t e d  l ^ - v a l u e s  w e r e  f o u n d  t o  

b e  l o w e r  t h a n  t h e  o b s e r v e d  v a l u e s .  F u r t h e r m o r e ,  

t h e  f a c t  t h a t  n o  s t r a i g h t  l i n e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  

E a d i e - H o f s t e e  p l o t s  f o r  s u b s t r a t e - c o m p l e x e s  s u p 

p o r t s  a g a i n  t h e  p o s t u l a t e  t h a t  m o r e  t h a n  o n e  p h o s p h a 

t a s e  a c t i v i t y  i s  p r e s e n t  i n  e e l  g i l l  p l a s m a  m e m b r a n e s .  

A n o t h e r  c o m p l i c a t i n g  f a c t o r  i s  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  

t h e  h i g h  P r l e v e l s ,  w h i c h  w e r e  y i e l d e d  w i t h  h i g h  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u b s t r a t e - c o m p l e x e s ,  m a y  h a v e  

i n h i b i t e d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s .  T h i s  w o u l d  r e s u l t  i n  

a n  u n d e r e s t i m a t i o n  o f  K max- v a l u e s .

W e  c o n c l u d e  t h a t  t h e  n o n - s p e c i f i c  C a ~ A T P -  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  e e l  g i l l  h y d r o l y z e d  

C a ~ A D P  a n d  M g ~ A T P  e q u a l l y  w e l l  ( e q u a l  V, 

v a l u e s ) ,  w h e n  s u b s t r a t e  h y d r o l y s i s  i s  e s t i m a t e d  

p r o p e r l y .  T h e s e  d a t a  a r e  a l s o  m o r e  c o n s i s t e n t  w i t h  

t h e  t h e s i s  t h a t  t h e  a c t i v a t i o n  o f  A T P  o r  A D P  

h y d r o l y s i s  b y  C a 2+ o r  M g 2+ i s  m o r e  l i k e l y  a  r e s u l t  o f  

c h e l a t i o n  o f  t h e s e  m e t a l  i o n s  b v  t h e  s u b s t r a t e s  r a t h e r

t h a n  a  d i r e c t  s t i m u l a t i o n  o f  e n z y m e s  b y  C a 2* o r  

M g 2+. B u t  i t  c a n n o t  b e  e x c l u d e d  t h a t  t h e  P ,  m e a 

s u r e d  w h e n  C a ~ A T P  is  t h e  s u b s t r a t e ,  o r i g i n a t e s  

f r o m  a  C a ~ A T P ,  a n  A T P  h y d r o l y z i n g  a c t i v i t y  ( o r  

b o t h )  a f t e r  s t i m u l a t i o n  b y  m i c r o m o l a r  c o n c e n 

t r a t i o n s  o f  f r e e  C a 2+ p r e s e n t  i n  t h e  r e a c t i o n  m e d i a .  

F o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  s u c h  “ h i g h - a f f i n i t y "  C a 2*- 

A T P a s e s  t h e  a s s a y  m e d i a  m u s t  c o n t a i n  C a 2" - b u f f e r s  

t o  e s t a b l i s h  r e l i a b l y  m i c r o m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

C a 2+.

max

Effects o f  various inhibitors on C a ~  A T P  and  

M g —A  TP  hydrolysis

A s  t h e  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  p H - o p t i m a  f o r  C a 2+- 

a c t i v a t e d  A T P a s e  a c t i v i t i e s  a p p r o x i m a t e d  a  v a l u e  o f  

8 . 0  ( M a  et a l . , 1 9 7 4 :  F e n w i c k ,  1 9 7 6 )  w e  d e d u c e d  t h a t  

m o s t  o f  t h e  P r r e l e a s e  w a s  d u e  t o  n o n - s p e c i f i c  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s  a n d  w e  t h e r e f o r e  t e s t e d  t h e  

e f f e c t s  o f  v a r i o u s  i n h i b i t o r s  o n  C a ~ A T P  a n d  

M g  ^  A T P  h y d r o l y s i s .  L - P h e n y l a l a n i n e ,  t h e o p h y l l i n e  

a n d  L - c y s t e i n e  a r e  r e p o r t e d  t o  a f f e c t  n o n - s p e c i f i c  

p h o s p h a t a s e s  w i t h  a l k a l i n e  p H - o p t i m a .  C h l o r -  

p r o m a z i n e ,  p h e n o t h i a z i n e  a n d  c a l m i d a z o l i u m  

( R 2 4 5 7 1 )  a r e  r e p o r t e d  t o  a c t  a s  c a l m o d u l i n - a n t a g o n -  

i s t s  i n  a  c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t  w a y  a n d  t o  i n h i b i t  

c a l c i u m  t r a n s p o r t  i n  r a t  e n t e r o c y t e s  a n d  h u m a n  

e r y t h r o c y t e s  b y  i n h i b i t i o n  o f  t h e  h i g h - a f f i n i t y  t r a n s 

p o r t  C a 2~ - A T P a s e s  ( G h i j s e n  et al . ,  1 9 8 2 ;  G i e t z e n  et 

al . ,  1 9 8 1 ) .

L - P h e n y l a l a n i n e  ( u p  t o  1 0  m M )  d i d  n o t  a f f e c t  

C a ~ A T P  o r  M g ~ A T P  h y d r o l y s i s  u n d e r  o u r  s t a n 

d a r d  c o n d i t i o n s  ( p H  7 . 4 ) .  T h e s e  r e s u l t s  c o n c u r  w i t h  

t h e  r e s u l t s  o f  G h o s h  a n d  F i s h m a n  ( 1 9 6 6 ) ,  w h o  

s i m i l a r l y  r e p o r t e d  t h a t  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  w a s  n o t  

i n h i b i t e d  b y  L - p h e n y l a l a n i n e  a t  p H - v a l u e s  b e l o w  

7 . 8 .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  G h i j s e n  et al. ( 1 9 8 0 )  d i d  

r e p o r t  s i g n i f i c a n t  L - p h e n y l a l a n i n e - i n d u c e d  i n h i b i 

t i o n  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n  r a t  e n t e r o -  

c y t e  p l a s m a  m e m b r a n e s ,  a t  a  p H  o f  7 . 4 .  T h i s  

d i s c r e p a n c y  m a y  r e f l e c t  t h e  o r g a n - s p e c i f i c i t y  o f  l - 

p h e n y l a l a n i n e  s u g g e s t e d  b y  G h o s h  a n d  F i s h m a n  

( 1 9 6 6 ) .  O t h e r  e x p l a n a t i o n s  f o r  t h i s  d i s c r e p a n c y  a r e  

t h a t  t h e  k i n d  o f  s u b s t r a t e  u s e d  w a s  n o t  a p p r o p r i a t e  

t o  s h o w  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  i n h i b i t o r ,  o r  t h e  f a c t  t h a t  

m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  u s e d  i n s t e a d  o f  p u r e  

e n z y m e s .  T h e o p h y l l i n e ,  a  m o r e  p o t e n t  i n h i b i t o r  o f  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s  t h a n  L - p h e n y l 

a l a n i n e ,  h a d  m a x i m a l  e f f e c t s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  

1 . 2 5  m M  o n  b o t h  C a ~ A T P  a n d  M g ~ A T P  h y d r o l y 

s i s ,  b u t  t h e  C a ~ A T P  h y d r o l y s i s  w a s  i n h i b i t e d  t o  a  

g r e a t e r  e x t e n t  t h a n  t h e  M g ~ ~ A T P  h y d r o l y s i s .  T h i s  

s u g g e s t s  t h a t  C a ~ A T P  w a s  t h e  p r e f e r r e d  s u b s t r a t e  

f o r  a  g i l l  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y .  H o w e v e r ,  b o t h  

C a ~ A T P  a n d  M g ~ A T P  c a n  b e  h y d r o l y z e d  b y  

t h e o p h y l l i n e - s e n s i t i v e  e n z y m e  a c t i v i t i e s .  M a x i m u m  

i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  b y  t h e o p h y l l i n e  w a s  20%  o f  t h e  

t o t a l  h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  i n d i c a t i n g  a g a i n  

h e t e r o g e n e i t y  o f  e n z y m e  a c t i v i t y .  C y s t e i n e ,  a n  a l k a 

l i n e  p h o s p h a t a s e  i n h i b i t o r  t h a t  a c t s  b y  b i n d i n g  t h e  

i n t r i n s i c  Z n 2 - i o n  g a v e  u p  t o  8 0 %  i n h i b i t i o n  o f  b o t h  

C a ~ A T P  a n d  M g ~ A T P  h y d r o l y s i s .  C a l c u l a t e d  I 50- 

v a l u e s ,  h o w e v e r ,  d i f f e r e d  s i g n i f i c a n t l y  f o r  t h e s e  

s u b s t r a t e s :  I 50- C a ~ A T P :  5 . 0  m M ,  I 50- M g ~ A T P :  

2 . 2  m M .  T h u s ,  t h e  c y s t e i n e  w o u l d  s e e m  t o  a c t  b y  

d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  s u b s t r a t e - c o m p l e x e s  r a t h e r  t h a n
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d i r e c t l y  v i a  t h e  e n z y m e s .  T h e r e f o r e ,  t h e s e  r e s u l t s  d o  

n o t  a l l o w  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  t h e  p h o s p h a t e  r e l e a s e  

i s  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  Z n 2 f - c o n t a i n i n g  e n z y m e s .

T h e  p h e n o t h i a z i n e s  i n h i b i t e d  M g  ~  A T P  a n d  

C a ^ A T P  h y d r o l y s i s  t o  a  d i f f e r e n t  e x t e n t :  m a x i m a  

w e r e  o n l y  6%  f o r  C a ~ A T P  a n d  1 5 %  f o r  M g ~  A T P .  

T h i s  f i n d i n g  s u g g e s t s  t h a t  a  l a r g e  q u a n t i t y  o f  n o n 

s p e c i f i c  p h e n o t h i a z i n e  i n s e n s i t i v e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  

w a s  p r e s e n t .  B u t  w h e t h e r  t h e  e f f e c t s  o f  t h e s e  i n 

h i b i t o r s  a t  h i g h  c o n c e n t a t i o n s  r e s u l t e d  f r o m  c o m 

p e t i t i o n  w i t h  c a l m o d u l i n s ,  w h i c h  a r e  a b u n d a n t l y  

p r e s e n t  i n  t h e s e  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n s  ( u n p u b 

l i s h e d  o b s e r v a t i o n )  o r  r e s u l t e d  f r o m  a n  e f f e c t  o n  

m e m b r a n e  i n t e g r i t y ,  c a u s i n g  r e d u c e d  h y d r o l y t i c  a c 

t i v i t y  ( V a n  B e l l e ,  1 9 8 1 ) ,  r e m a i n s  t o  b e  e l u c i d a t e d .

T e n t a t i v e l y ,  w e  c o n c l u d e  t h a t  a t  l e a s t  a  p o r t i o n  o f  

t h e  C a ~ A T P  a n d  M g ~ A T P  h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  i s  

c a l m o d u l i n  d e p e n d e n t .  T h i s  c a l m o d u l i n - s e n s i t i v e  

c o m p o n e n t  p r e f e r e n t i a l l y  h y d r o l y z e s  M g ~ A T P .  

H o w e v e r ,  t h e  c a l m o d u l i n - a n t a g o n i s t s  a t t e n u a t e  

C a 2+- a c t i v a t e d  A T P a s e  a c t i v i t y  o n l y  t o  a  s m a l l  

e x t e n t .  T h e  l a t t e r  c o n c l u s i o n  i n d i c a t e s  t h a t  a  m a j o r  

p a r t  o f  t h e  p r e s u m p t i v e  C a 2+- A T P a s e  a c t i v i t y  

c a n n o t  b e  i n v o l v e d  i n  a c t i v e  C a 2+- t r a n s p o r t .

I n  f u r t h e r  s t u d i e s  o n  C a 2~ - s t i m u l a t e d  p h o s p h a 

t a s e s  i n  e e l  g i l l  p l a s m a  m e m b r a n e s  w e  w e r e  a b l e  t o  

d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  n o n - s p e c i f i c ,  C a 2^ - s t i m u l a t e d  

p h o s p h a t a s e s  a n d  h i g h - a f f i n i t y  C a 2" - A T P a s e  a c t i v i t y  

t h a t  m a y  r e p r e s e n t  t h e  c a l c i u m  p u m p  ( d a t a  t o  b e  

p u b l i s h e d  s e p a r a t e l y ) .  I n  f r e s h  w a t e r  a d a p t e d  e e l s ,  

b o t h  a c t i v i t i e s  a r e  c o r r e l a t e d  n e g a t i v e l y  w i t h  t h e  

e n v i r o n m e n t a l  C a 2~ - c o n c e n t r a t i o n .  A l t h o u g h  t h e  

n o n - s p e c i f i c  C a 2+- s t i m u l a t e d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  

d o e s  n o t  f u l f i l  t h e  r e q u i r e m e n t s  o f  a  C a 2 ' - t r a n s p o r t  

A T P a s e ,  s o m e  r e l a t i o n  o f  t h i s  a c t i v i t y  w i t h  C a 2 ' -  

t r a n s p o r t  p h e n o m e n a  s e e m s  t o  e x i s t .  T h u s ,  m o r e  

t h a n  o n e  e n z y m e  a c t i v i t y  l o c a t e d  i n  t h e  p l a s m a  

m e m b r a n e  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  g i l l  t r a n s e p i t h e l i a l  

C a 2+- t r a n s p o r t .
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