
PDF hosted at the Radboud Repository of the Radboud University

Nijmegen

 

 

 

 

The following full text is a publisher's version.

 

 

For additional information about this publication click this link.

http://hdl.handle.net/2066/16630

 

 

 

Please be advised that this information was generated on 2022-08-24 and may be subject to

change.

http://hdl.handle.net/2066/16630


I. M e m b r a n e  B io l .  102. 9 7 - 1 0 4  (19X8)
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Membrane Biology
{C S p r i n g e r - V e r l a g  Nev% Y o r k  I n c .

Cadmi um Inhibi t s Plasma M embrane Calcium Transpor t

P . M .  V e r b o s t ,  G .  F l i k ,  R . A . C .  L o c k ,  a n d  S . E .  W e n d e l a a r  B o n g a

D e p a r t m e n t  o t  A n i m a l  P h y s i o l o g y .  F a c u l t y  o f  S c i e n c e .  U n i v e r s i t y  o f  N i j m e g e n ,  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

S u m m a r y .  T h e  i n t e r a c t i o n  o f  C d 2* w i th  th e  p l a s m a  m e m b r a n e  

C a 2~ - t r a n s p o r t i n g  A T P a s e  o f  fish g i l ls  w a s  s t u d i e d .  A T P - d r i v e n  

C a 2* - t r a n s p o r t  in b a s o l a t e r a l  m e m b r a n e  ( B L M )  v e s i c l e s  w a s  in 

h i b i t e d  b y  C d 2~ w i t h  a n  /<„ v a l u e  o f  3 .0  n.M a t  0 .2 5  f±\\ f r e e  C a 2' .  

u s i n g  E G T A .  H E E D T A  a n d  N T A  to  b u f f e r  C a 2* a n d  C d 2* c o n 

c e n t r a t i o n s .  T h e  i n h i b i t i o n  w a s  c o m p e t i t i v e  in n a t u r e  s i n c e  th e  

K{) s v a l u e  f o r  C a 2* i n c r e a s e d  l i n e a r l y  w i th  i n c r e a s i n g  C d 2~ c o n 

c e n t r a t i o n s  w h i l e  t h e  \7max r e m a i n e d  u n c h a n g e d .  T h e  C a 2* p u m p  

a p p e a r e d  to  b e  c a l m o d u l i n  d e p e n d e n t ,  b u t  w e  c o n c l u d e  th a t  th e  

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

C a 2* - t r a n s p o r t i n g  A T P a s e  a n d  n o t  v ia  th e  C a 2* - b in d in g  s i t e s  o f  

c a l m o d u l i n .  It is s u g g e s t e d  t h a t  C d 2~ - i n d u c e d  i n h ib i t i o n  o f  C a 2~- 

t r a n s p o r t i n g  e n z y m e s  is t h e  p r i m a r y  e f f e c t  in th e  C d 2* t o x i c i t y  

t o w a r d s  c e l l s  f o l l o w e d  b y  s e v e r a l  s e c o n d a r y  e f f e c t s  d u e  to  a 

d i s t u r b e d  c e l l u l a r  C a 2* m e t a b o l i s m .  O u r  d a t a  i l l u s t r a t e  th a t  a p 

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

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

w h e n  C d : * s u p e r s e d e s  C a 2* o n  th e  l i g a n d s .

K e y  W o r d s  B L M  v e s i c l e s  • C a 2* t r a n s p o r t  • C d 2* in h ib i t io n  • 

c a l m o d u l i n  • t r o u t  g il ls

I n t r o d u c t i o n

E x p o s u r e  o f  f i s h  t o  c a d m i u m  ( C d )  in t h e  w a t e r  is  

k n o w n  t o  c a u s e  a  w i d e  s p e c t r u m  o f  t o x i c  e f f e c t s  

( C h r i s t e n s e n ,  1 9 7 5 ;  B e n o i t  e t  a l . ,  1 9 7 6 ;  M c C a r t y  &  

H o u s t o n ,  1 9 7 6 ;  W e b b ,  1 9 7 9 ;  B i s h o p  &  M c I n t o s h ,  

1 9 8 1 ;  M a j e w s k i  &  G i l e s ,  1 9 8 1 ) .  F i s h  e x p o s e d  t o  t h i s  

h e a v y  m e t a l  b e c o m e  h y p o c a l c e m i c  ( R o c h  &  M a l y ,  

1 9 7 9 ;  G i l e s ,  1 9 8 4 ) .  D i s t u r b e d  i o n o r e g u l a t i o n ,  a s  a  

r e s u l t  o f  t h e  r e d u c e d  p l a s m a  C a 2+ l e v e l ,  h a s  b e e n  

i m p l i e d  a s  t h e  f u n d a m e n t a l  m e c h a n i s m  o f  C d 2~ t o x 

i c i t y  ( R o c h  &  M a l y ,  1 9 7 9 ;  G i l e s ,  1 9 8 4 ) .

It i s  w e l l  e s t a b l i s h e d  t h a t  f o r  C a 2+ h o m e o s t a s i s  

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

s i t e  f o r  C a 2+ u p t a k e  f r o m  t h e  w a t e r  ( B e r g ,  1 9 7 0 ;  

P a y a n  &  M a t t y ,  1 9 7 5 ;  M i l e t ,  P e i g n o u x - D e v i l l e  &  

M a r t e l l y ,  1 9 7 9 ;  I c h i i  &  M u g i y a ,  1 9 8 3 ;  F l i k ,  V a n  R i j s  

&  W e n d e l a a r  B o n g a ,  1 9 8 5 c / ) .  T h e  u p t a k e  o f  C a 2+ 

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

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

s i v e  p a r a c e l l u l a r  C a 2+ e f f l o w  o v e r  t h e  b r a n c h i a l  e p i 

t h e l i u m  ( F l i k ,  W e n d e l a a r  B o n g a  &  F e n w i c k ,  1 9 8 4 ;  

F l i k  e t  a l . ,  1 9 8 5 c / ; V e r b o s t  e t  a l . ,  1 9 8 7 c / ) .  It w a s  

s h o w n  b e f o r e  t h a t  t r a n s e p i t h e l i a l  C a 2+ i n f l o w  in f i sh  

g i l l s  d e p e n d s  o n  a  h i g h - a f f i n i t y  C a 2 + , M g 2+- A T P a s e  

a c t i v i t y  ( F l i k  e t  a l . ,  1 9 8 5 c / ). It s e e m s  r e a s o n a b l e  t o  

p o s t u l a t e  t h a t  C d 2+- i n d u c e d  h y p o c a l c e m i a  is  a  d i 

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

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

o b s e r v a t i o n s  ( V e r b o s t  e t  a l . ,  1 9 8 7 c / )  t h a t  C d  in t h e  

w a t e r  (5  x  10~* t o  1 x  I O ' 7  m ) i n h i b i t s  s p e c i f i c a l l y  

C a 2+ i n f l o w  in t r o u t  g i l l s .  T h e  s a m e  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  w a t e r b o r n e  C d  d i d  n o t  a f f e c t  C a 2 ' e f f l o w .  F r o m  

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

a t e d  e n t r y  o f  C a 2+ i n t o  t h e  e p i t h e l i u m ,  w e  t e n t a 

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

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

w h e n  f i s h  a r e  e x p o s e d  t o  C d .  A s s u m i n g  t h a t  t h e  

t r o u t  b r a n c h i a l  C a 2 * p u m p  is  c a l m o d u l i n  d e p e n d e n t  

a s  r e p o r t e d  f o r  C a 2+- A T P a s e  in o t h e r  m e m b r a n e  

s y s t e m s  ( L a r s e n  &  V i n c e n z i ,  1 9 7 9 ;  L y n c h  &  

C h e u n g ,  1 9 7 9 ) ,  o n e  m a y  p r e d i c t  a t  l e a s t  t w o  p o s s i 

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

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

r e c t l y  v i a  t h e  C a 2+ s i t e  o f  t h e  e n z y m e .

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

z y m e s  it h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  C d  e x e r t s  a  b i p h a s i c  

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

i n h i b i t i o n  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  ( M a z z e i ,  G i r a r d  &  

K u o ,  1 9 8 4 ;  S u z u k i  e t  a l . ,  1 9 8 5 )  a n d  t h e s e  e f f e c t s  

w e r e  s u g g e s t e d  t o  b e  m e d i a t e d  t h r o u g h  i t s  b i n d i n g  

t o  c a l m o d u l i n .  F l i k  e t  a l .  ( 1 9 8 7 )  c o n c l u d e d  t h a t  C d 2 

i n h i b i t s  p h o s p h o d i e s t e r a s e  a c t i v i t y  in t w o  w a y s ,  

v i z .  d i r e c t l y  v i a  t h e  e n z y m e  a n d  i n d i r e c t l y  v i a  i n t e r 

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

( 1 9 8 5 )  r e p o r t e d  o n  t h e  i n f l u e n c e  o f  C d  o n  C a 2 + , 

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

t h a t  C d 2+ m a y  e x e r t  a n  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  t h e  

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

c a l m o d u l i n .  F r o m  a  r e c e n t  s t u d y  b y  o u r  g r o u p  ( V e r 

b o s t ,  S e n d e n  &  V a n  O s ,  1 9 8 7 / ; )  w e  c o n c l u d e d  t h a t
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T a b l e  1 .  R e l a t i v e  r e c o v e r i e s  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  m a r k e r  e n z y m e s  in t r o u t  gill p l a s m a  m e m b r a n e s “

/ / 0l V c b PyVspccc % r e c o v e r y  E n r i c h m e n t

P r o t e i n 1.5 ±  0 .3

N a + , K ' - A T P a s e  3 .2  ± 1 . 6  3 3 .7  ±  3 .5  13.0 ±  2 .8  10.5

S D H  3 9 .4  ±  7 .3  17.1 ±  10.1 0 .7  ±  0 .4  0 .4

a M e a n  v a l u e s  ±  s e  o f  s ix  to  n in e  d i f f e r e n t  e x p e r i m e n t s  a r e  g i v e n .  

b Vspcc =  /mmol P , / h r  • m g  p r o t e i n ,  a t  37°C . 

c V'spcc =  /4490/ m i n  • m g  p r o t e i n ,  a t  25 °C .  

d E n r i c h m e n t  =  Vspcc/ y  Vspcc/ / 0.

C d 2+ i n h i b i t s  C a 2+ t r a n s p o r t  in ra t  i n t e s t i n e  b a s o l a t -  

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

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

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

l i n e  w e  s t a r t e d  t h i s  s t u d y .

W e  r e p o r t  o n  t h e  e f f e c t s  o f  C d 2+ o n  t h e  k i n e t i c s  

o f  C a 2+ t r a n s p o r t  in  r e s e a l e d  v e s i c l e s  o f  i s o l a t e d  

b a s o l a t e r a l  m e m b r a n e s  ( B L M )  f r o m  g i l l  e p i t h e l i u m .  

W e  p o s t u l a t e  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  t h e  g i l l  C a 2+- A T P a s e  

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

z y m e  a n d  n o t  v i a  i n t e r a c t i o n  o f  C d 2+ w i t h  c a l m o d u 

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

b u f f e r e d  f o r  C a 2+ ( a n d  C d 2+) it i s  a c t u a l l y  t h e  r i s e  in  

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

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

o f  C d 2 b o t h  in o u r  a s s a y  s y s t e m  a n d  in d a t a  f r o m  

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

n o t i o n .

d i f f e r e n t i a l l y :  1000 x  g f o r  10 m in ,  10 .000  x  g f o r  10 m in  ( y i e l d 

ing  P2) a n d  5 0 ,0 0 0  x  g f o r  30  m in  ( S o r v a l  RC-513) y i e l d in g  th e  

final p e l l e t  P\.

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

10 p a s s a g e s  t h r o u g h  a  2 3 -G  n e e d l e  in a  b u f f e r  c o n t a i n i n g  20  m M  

H E P E S / T r i s  ( p H  7 .4 ) ,  1.5 m M  M g C U  a n d  150 m \ i  K C I  ( C a 2"- 

t r a n s p o r t  s t u d i e s )  o r  150 m \ t  N a C I  ( e n z y m e  s t u d i e s ) .  F r o m  th e  

b r a n c h i a l  a p p a r a t u s  o f  a  165 g t r o u t  a  c r u d e  h o m o g e n a t e  ( / /„ )  

c o n t a i n i n g  8 9 .6  ±  2 4 .2  m g  p r o t e i n  (/? =  17) w a s  o b t a i n e d :  1.35 ±  

0 .4 6  m g  p r o t e i n  (n = 17) w a s  r e c o v e r e d  in t h e  B L M  v e s i c l e  

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

t io n  w i t h o u t  b e i n g  f r o z e n .

C a l m o d u l i n  D e p l e t i o n  S t u d i e s

M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s

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

d e p l e t i o n  th e  f lu ffy  l a y e r  o f  P\ w a s  r e s u s p e n d e d  in 5 m M  E G T A  

c o n t a i n i n g  i s o t o n i c  s u c r o s e  b u f f e r  (in c o n t r o l s  i s o t o n i c  s u c r o s e  

b u f f e r  w i t h o u t  E G T A  w a s  u s e d ) .  T h e  v e r y  lo w  C a 2" c o n c e n t r a 

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

C a 2~ - A T P a s e  ( F o d e r  &  S c h a r f f ,  1981) a n d  e n a b l e s  s e p a r a t i o n  b y  

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

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

a  c a l m o d u l i n  R I A  ( A m e r s h a m ,  c o d e  1 M .1 5 0 ) .

F i s h E n z y m e  A s s a y s

M a le  a n d  F e m a l e  r a i n b o w  t r o u t  Sal/no gairdneri w i t h  a n  a v e r a g e  

b o d y  w e i g h t  o f  165 g w e r e  o b t a i n e d  f r o m  a  c o m m e r c i a l  d e a l e r  in 

B e e k ,  T h e  N e t h e r l a n d s .  In t h e  l a b o r a t o r y  t r o u t  w e r e  k e p t  in 

r u n n i n g  N i j m e g e n  t a p w a t e r  (0 .8  m M  C a 2*. I0 °C )  u n d e r  a  p h o t o 

p e r i o d  o f  12-hr  l igh t  p e r  d a y .  T h e  a n i m a l s  w e r e  fed  t r o u t  p e l l e t s  

( T r o u v i t ) .

I s o l a t i o n  o f  P l a s m a  M e m b r a n e s

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

s c r i b e d  in d e t a i l  b y  F l ik ,  W e n d e l a a r  B o n g a  a n d  F e n w i c k  ( 1985/?). 

In s h o r t ,  a f t e r  h o m o g e n i z a t i o n  (2 -m in  u l t r a t u r r a x )  o f  gill e p i t h e 

lial s c r a p i n g s ,  n u c le i  a n d  c e l l u l a r  d e b r i s  ( p e l l e t .  P0) w e r e  s e p a 

r a t e d  f r o m  m e m b r a n e  f r a c t i o n s  ( s u p e r n a t a n t ,  d e p i c t e d  a s  /Y„) b y  

c e n t r i f u g a t i o n  a t  5 5 0  x  g f o r  10 m in .  N e x t  m e m b r a n e s  w e r e  

c o l l e c t e d  b y  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  o f  / / „  (50 K r p m ,  30 m in ,  B e c k 

m a n  T i  70  r o t o r )  a n d  a  p e l l e t  (P |) c o n s i s t i n g  o f  a  f irm  b r o w n i s h  

p a r t  w i th  a  f lu ffy  l a y e r  o n  t o p  w a s  o b t a i n e d .  T h i s  f lu ffy  l a y e r  w a s  

r e s u s p e n d e d  in i s o t o n i c  s u c r o s e - b u f f e r  w i th  a  D o u n c e  h o m o g e -  

n i z e r  (1 0 0  s t r o k e s ) .  T h i s  m e m b r a n e  s u s p e n s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d

R o u t i n e l y ,  t w o  m a r k e r  e n z y m e s  w e r e  u s e d  to  c h a r a c t e r i z e  th e  

m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n s ,  viz. N a + , K +- A T P a s e  f o r  b a s o l a t e r a l  

p l a s m a  m e m b r a n e s  a n d  s u c c i n i c  a c i d  d e h y d r o g e n a s e  ( S D H )  f o r  

m i t o c h o n d r i a l  f r a g m e n t s  ( f o r  a s s a y  c o n d i t i o n s  see F l ik ,  W e n d e 

l a a r  B o n g a  &  F e n w i c k ,  1983). M a x i m u m  e n z y m e  a c t i v i t i e s  w e r e  

o b t a i n e d  a f t e r  p r e i n c u b a t i o n  (10  m in  a t  3 7 °C )  w i th  d e t e r g e n t  at  

o p t i m a l  c o n c e n t r a t i o n :  0 .2 0  m g  • ml 1 s a p o n i n  w a s  u s e d  a t  a  p r o 

t e in  c o n c e n t r a t i o n  o f  a b o u t  0 .5 0  m g  - ml ’.

P r o t e i n  w a s  d e t e r m i n e d  w i t h  a  c o m m e r c i a l  r e a g e n t  kit 

( B i o r a d ) ,  w i th  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A )  a s  r e f e r e n c e .  D a t a  

o n  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  N a * , K ‘ - A T P a s e  a n d  S D H  a c t i v i 

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

l a t i o n  p r o c e d u r e  a r e  g i v e n  in T a b l e  I. T h e  final m e m b r a n e  f r a c 

t io n  u s e d  w a s  e n r i c h e d  10.5 l i m e s  in t h e  B L M  m a r k e r  

N a + , K ' - A T P a s e ,  a s  c o m p a r e d  lo  (he  in i t ia l  t i s s u e  h o m o g e n a t e  

{Ho). O n l y  a  s m a l l  c o n t a m i n a t i o n  w i th  m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e  

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

c a t i o n  f a c t o r  o f  0 .4  f o r  s u c c i n i c  a c i d  d e h y d r o g e n a s e  ( S D H )  a c 

t i v i ty .  T o  e x c l u d e  c o n t r i b u t i o n s  o f  m i t o c h o n d r i a l  m e m b r a n e s  5 

¿xg • ml 1 o l i g o m y c i n  B w a s  r o u t i n e l y  i n c l u d e d  in t h e  C a 2+- t r a n s -  

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

( F l ik  e t  a l . .  1985b) a n d  w i t h  a  r e c e n t  s t u d y  o n  t r o u t  ( P e r r y  &  F l ik .  

1987). It h a s  b e e n  s h o w n  f o r  i d e n t i c a l  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n s  

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

a n d  r e c o v e r i e s  f o r  t h i a m i n e  p y r o p h o s p h a t a s e ,  N A D H -  a n d  

N A D P H - d e p e n d e n t  c y t o c h r o m e  c r e d u c t a s e  ( P e r r y  &  F l ik ,  

1987).

V e s i c u l a r  S p a c e

U p t a k e  o f  d - (MC ) - m a n n i t o l  ( A m e r s h a m  I n t e r n a t i o n a l )  in m e m 

b r a n e  v e s i c l e s  w a s  m e a s u r e d  in t h e  C a 2* - t r a n s p o r t  m e d i u m  (10  6 

m  C a 2~, w i t h o u t  4SC a )  to  w h i c h  100 / ¿ m  m a n n i t o l  p lu s  7 .6  x  105 

B q  • ml 1 l4C - m a n n i t o l  h a d  b e e n  a d d e d .

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

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

h r  w a s  6 .7 0  ±  2 .3 2  /¿I • m g  1 p r o t e i n  (// =  8) ,  a  v a l u e  c o m p a r a b l e  

to  t h e  o n e  r e p o r t e d  f o r  v e s i c l e s  o b t a i n e d  f r o m  ee l  gill p l a s m a  

m e m b r a n e s  (2.21 \x 1 • m g  1 p r o t e i n  ( F l ik  e t  a l . ,  1985/;)].  C a l m o d u 

lin d e p l e t i o n  b y  E G T A - t r e a t m e n t  d id  n o t  a f f e c t  t h e  v e s i c u l a r  

s p a c e  (results not shown).

C a : + - T R A N S P O R T  S t u d i e s

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

r a p i d  f i l t r a t io n  t e c h n i q u e  a s  d e s c r i b e d  b y  V a n  H e e s w i j k ,  G e e r t -  

s e n  a n d  V a n  O s  (1 9 8 4 ) .  T h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  a s s a y  m e d i u m  

(f inal  c o n c e n t r a t i o n s  in m M )  is: H E P E S / T r i s  (20 ,  p H  7 .4 ) ,  T r i s -  

A T P  (3 ) ,  K C I  (1 5 0 ) ,  f r e e  M g 2*( 1.5 ) ,  E G T A  (0 .5 ) ,  H E E D T A  (0 .5 ) ,  

N T A  (0 .5 ) .  O l i g o m y c i n  B w a s  a d d e d  in a c o n c e n t r a t i o n  o f  5 ¿tg • 

m l All 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  37°C . T h e  f r e e  C a 2+- 

a n d  C d 2" - c o n c e n t r a t i o n s  ( m e n t i o n e d  in t h e  T a b l e s  a n d  F ig u r e s )  

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

H e e s w i j k  e t  a l .  (1 9 8 4 ) .  S t a b i l i t y  c o n s t a n t s  o f  th e  l ig a n d s  ( E G T A ,  

H E E D T A ,  N T A  a n d  A T P )  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i l le n  a n d  M a r t e l  

(1 9 6 4 ) .  W e  d e t e r m i n e d  th e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  K f o r  C d - A T P  in 

a  C d 2+- t i t r a t i o n  s t u d y ,  u s i n g  a  C d 2~ s e l e c t r o d e  ( R a d i o m e t e r ,  

F 3 0 1 2 )  in a  m e d i u m  w i th  a n  io n ic  s t r e n g t h  c o m p a r a b l e  to  t h a t  o f  

t h e  a s s a y  s y s t e m  (150  m M  N a N 0 3 a n d  20 m M  H E P E S / T r i s ,  p H  

7 .4 ) .  T h e  s e l e c t r o d e  u s e d  is i n s e n s i t i v e  to  C a 2* a n d  M g 2* u p  to  

m M  c o n c e n t r a t i o n s .  A n  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  K  =  p k (/ =  5 .43  ±  

0 .0 4  w a s  c a l c u l a t e d  ( P r i c e  &  D w e k ,  1979). P e c o r a r o ,  H e r m e s  

a n d  C l c l a n d  (198 4 )  u s i n g  *2P N M R  (3 0 °C ,  io n ic  s t r e n g t h :  0 . 1 m  b y  

a d d i t i o n  o f  K N O 0  f o u n d  a  K v a l u e  o f  4 .3 6  ±  0 .2 8  f o r  C d - A T P .  

A l t h o u g h  s u c h  a  d i f f e r e n c e  m ig h t  b e  o f  i m p o r t a n c e  in m e d i a  w i th  

a  lo w  b u f f e r  c a p a c i t y  f o r  C a 2" a n d  C d 2+ it a p p e a r e d  in s ig n i f i c a n t  

in o u r  s y s t e m  w i t h  1.5 m M  E G T A ,  H E E D T A  p lu s  N T A  a n d  3 

m M  A T P .

T h e  45C a  r a d i o a c t i v e  c o n c e n t r a t i o n  in t h e  t r a n s p o r t  m e d i u m  

w a s  5 .6  to  7 .4  x  105 B q  • m l -1 . T h e  a m o u n t  o f  m e m b r a n e  p r o t e i n  

p e r  f i l te r  w a s  15 to  20  /ug. F i l t e r s  w i th  r e t a i n e d  r a d i o a c t i v i t y  w e r e  

d i s s o l v e d  in 4 ml A q u a l u m a ®  s c i n t i l l a t i o n  fluid (15 m in  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e ) ;  t h e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  in a  L K B  r a c k -  

b e t a  L S C ,  e q u i p p e d  w i t h  a  d p m - p r o g r a m .

V e s i c l e  C a 2^ - u p t a k e  c h a r a c t e r i s t i c s  w e r e  s i m i l a r  to  t h o s e  

r e p o r t e d  b y  P e r r y  a n d  F l ik  (1987)  f o r  t r o u t  gill B L M  v e s i c l e s .  

T y p i c a l l y  t h e  c a l c i u m  i o n o p h o r e  A 2 3 1 8 7  g i v e s  r e l e a s e  o f  v e s i c u 

l a r  4SC a 2*, i n d i c a t i n g  t h a t  A T P - d r i v e n  a c c u m u l a t i o n  o f  C a 2" in 

t h e  v e s i c u l a r  s p a c e  o c c u r s .  A l s o ,  C a 2^ u p t a k e  p r o v e d  to  b e  l i n e a r  

f o r  a t  l e a s t  2 m i n ,  a n d  th i s  a l l o w e d  u s  to  p e r f o r m  k i n e t i c  a n a l y s i s  

o n  th e  b a s i s  o f  1 -m in  i n c u b a t i o n s .  In i t ia l  C a 2~ - t r a n s p o r t  v e l o c i 

t i e s  w e r e  d e f i n e d  a s  t h e  d i f f e r e n c e  in 45C a  a c c u m u l a t i o n  in th e  

m e m b r a n e  v e s i c l e s  in t h e  p r e s e n c e  a n d  in t h e  a b s e n c e  o f  A T P .

T a b l e  2 .  E f f e c t  o f  E G T A  t r e a t m e n t  a n d  c a l m o d u l i n  r e p l e t i o n  o n  

th e  k i n e t i c s  o f  B L M  C a 2* t r a n s p o r t “

V h
v max * 0  5° C o r r .  c o e f f . 1' n

C o n t r o l 2 .2 6  ±  0 .8 2 0 .1 5  ±  0 .0 6 0 .9 2 3  ±  0 .0 5 0 11

E G T A  t r e a t e d 1.58 ±  0 . 6 h ‘ 0 .2 0  ±  0 .0 7 0 .9 0 4  ±  0 .0 9 2 9

E G T A  t r e a t e d 2 .1 4  ±  0 .7 6 0 .1 4  ±  0 .0 7 0 .8 7 5  ±  0 .0 7 3 7

and C a M

r e p l e t e d

a E G T A - t r e a t e d  m e m b r a n e s  w e r e  r e p l e t e d  w i th  50 m g  c a l m o d u 

lin p e r  g p r o t e i n .  T h e  V/ max a n d  K{)5 v a l u e s  w e r e  d e r i v e d  f r o m  

E a d i e - H o f s t e e  p l o t s ;  m e a n  v a l u e s  ±  s e  a r e  g i v e n ;  n i n d i c a t e s  t h e  

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

h V'max in n m o l / m i n  • m g  p r o t e i n .  

c AT0 s in fjim.

d C o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  r e l a t e  to  t h e  r e s p e c t i v e  E a d i e - H o f s t e e  

p lo t s .

c P <  0 .0 3 .

S t a t i s t i c s

D a t a  w e r e  s t a t i s t i c a l l y  a n a l y z e d  b y  t h e  M a n n - W h i t n e y  U - t e s t .  

S t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  w a s  a c c e p t e d  f o r  P <  0 .0 5 .  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  th e  l e a s t - s q u a r e s  m e t h o d .

R e s u l t s

C a l m o d u l i n  D e p e n d e n c y  o f  C a 2 ' T r a n s p o r t

A c c o r d i n g  t o  t h e  R I A  d a t a  t h e  E G T A  t r e a t m e n t  

d u r i n g  m e m b r a n e  i s o l a t i o n  r e s u l t e d  in  a  3 4 . 4 %  d e 

c r e a s e  o f  m e m b r a n e  c a l m o d u l i n  f r o m  3 . 2 0  ±  0 . 1 0  t o  

2 . 1 0  ±  0 . 3 7  m g / g  p r o t e i n  (//  =  4 ) .  T h e  e f f e c t s  o f  t h i s  

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

p o r t  a r e  s h o w n  in  T a b l e  2 .  A  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  in  

t h e  C a 2+- t r a n s p o r t i n g  c a p a c i t y  ( V max) w a s  o b s e r v e d  

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

d u l i n  c o n t e n t .  T h e  a f f i n i t y  o f  t h e  C a 2+ p u m p  f o r  

C a 2 ' d e c r e a s e d  ( i n c r e a s e d  A V -0 ,  a l t h o u g h  n o t  s i g n i f i 

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

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

E f f e c t s  o f  C d 2+ o n  C a 2+ T r a n s p o r t

In F i g .  1 t h e  e f f e c t  o f  C d 2 ' o n  C a 2+ t r a n s p o r t ,  a t  

0 . 2 5  /a m  C a 2 + , i s  s h o w n .  C d 2  ̂ p r o v e d  e x t r e m e l y  

i n h i b i t o r y  t o w a r d s  a c t i v e  C a 2+ t r a n s p o r t ;  a  5 0 %  i n 

h i b i t i o n  o f  t h e  C a 2+- t r a n s p o r t  r a t e  a t  0 . 2 5  f im w a s  

f o u n d  a t  3 . 0  nM  C d 2 + .

K i n e t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  C a 2+ t r a n s p o r t  w a s  c a r 

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

C d 2 + . F i g u r e  2 s h o w s  a n  E a d i e - H o f s t e e  p l o t  f o r  

C a 2~ t r a n s p o r t  a t  v a r y i n g  C d 2+ c o n c e n t r a t i o n s .



UK)

C d 2 * ( M  )

F ig .  1 .  I n h i b i t i o n  b y  C d 2~ o f  A T P - d e p e n d e n t  C a 2* t r a n s p o r t  in 

B L M  v e s i c l e s  o f  t r o u t  g ill .  T h e  d o t s  r e p r e s e n t  m e a n  v a l u e s  ±  

s e m  o f  1 -m in  u p t a k e s  a t  0 .2 5  /¿.M f r e e  C a 2~ f r o m  f o u r  to  e ig h t  

e x p e r i m e n t s ,  x: P < 0 . 0 5 ;  x x :  P < 0 .01

v/s - IO'6

F ig .  2 .  E a d i e - H o f s t e e  p l o t s  o f  C a 2* - d e p e n d e n c y  o f  A T P - d e p e n 

d e n t  C a 2* t r a n s p o r t  in t r o u t  gill B L M  v e s i c l e s  a t  d i f f e r e n t  f r e e  

C d 2+ c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  d o t s  r e p r e s e n t  m e a n  v a l u e s  o f  1-m in 

u p t a k e s  f r o m  s ix  e x p e r i m e n t s

M e a n  v a l u e s  f o r  t h e  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  o f  t h e  C a 2+- 

t r a n s p o r t  p r o c e s s ,  d e r i v e d  f r o m  E a d i e - H o f s t e e  

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

g i v e n  in  T a b l e  3 .  T o  a s s u r e  t r u e  V max d e t e r m i n a t i o n s
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T a b l e  3 .  E f f e c t  o f  C d 2~ o n  th e  k i n e t i c s  o f  t h e  B L M  C a 2~ t r a n s 

port- '

C d 2*

c o n c e n t r a t i o n s V 1* max
fo Ko 5C C o r r .  c o e f f . d

0 ( c o n 

t ro l ) 1.99 ±  0 .3 0 0 .1 6  ±  0 .0 5 0 .9 6 5  ±  0 .041

5 x  10 10 M 1.83 ±  0 .1 8 0 .1 7  ±  0 .0 5 0 .9 0 8  ± 0 . 0 7 4

10 9 M 1.92 ±  0 .1 8 0 .2 0  ±  0 .0 6 0 .8 7 6  ±  0 .1 0 2

5 X 10 9 m 2 .03 ±  0 .3 0 0 .9 3  ±  0 . 2 9 c 0 .9 0 4  ±  0 .0 7 4

10 K M 2 .23 ±  0 .2 5 1.95 ±  0.25*-' 0 .9 1 0  ±  0 .081

a Vnvix a n d  * o . s v a l u e s  w e r e  d e r i v e d  f r o m  E a d i e - H o f s t e e  p l o t s ;  

C a 2* c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  v a r i e d  a r o u n d  t h e  a p p a r e n t  t f 0.5 v a l 

u e s .  M e a n  v a l u e s  o f  s ix  i n d i v i d u a l  o b s e r v a t i o n s  f r o m  d i f f e r e n t  

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

b l7max in n m o l / m i n  • m g  p r o t e i n .  

c A"q 5 in /j l m.

d C o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  r e l a t e  to  t h e  r e s p e c t i v e  E a d i e - H o f s t e e  

p lo t s .

c P < 0 .0 0 5

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

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

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

t i o n s  c h o s e n .

F r o m  t h e  d a t a  in  T a b l e  3 ,  a  l i n e a r  i n c r e a s e  o f  

Kq $ w i t h  i n c r e a s i n g  C d 2+ c o n c e n t r a t i o n  w a s  o b 

s e r v e d  (/'o =  0 . 9 9 9 5 ,  P <  0 . 0 0 1 ,  n =  3 ) .  T h e  V max o f  

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

f l u e n c e d  in  t h e  C d 2+- c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  t e s t e d .

D i s c u s s i o n

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

1) A T P - d r i v e n  C a 2+ t r a n s p o r t  in  b a s o l a t e r a l  p l a s m a  

m e m b r a n e s  o f  g i l l s  i s  e x t r e m e l y  s e n s i t i v e  t o  i n h i b i 

t i o n  b y  C d 2 + .

2 )  In  w e l l - d e f i n e d  a s s a y  m e d i a  t h a t  i n c l u d e  b u f f e r s  

f o r  C a 2+ a n d  C d 2 + , o n l y  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  C d 2+ 

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

3 )  T h e  C a 2+ p u m p  is  c a l m o d u l i n  d e p e n d e n t ,  b u t  i n 

h i b i t i o n  b y  C d 2 * o f  t h e  p u m p  i s  n o t  m e d i a t e d  v i a  t h i s  

r e g u l a t o r y  p r o t e i n .

4 )  K i n e t i c  a n a l y s e s  s h o w  t h a t  C d 2  ̂ i n h i b i t s  t h e  C a 2+ 

p u m p  v i a  i t s  C a 2 + - t r a n s p o r t  s i t e .

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

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

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

c e l l s  o f  t h e  g i l l s  ( V e r b o s t  e t  a l . ,  1 9 8 7 a ) .  I n  t h e  

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

o u r  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  C d 2+ i n h i b i t s  C a 2+ t r a n s p o r t  

in b a s o l a t e r a l  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 .  T h e  

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

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

b l o c k s  t r a n s e p i t h e l i a l  C a 2+ p a s s a g e  b y  i n h i b i t i o n  o f  

t h e  B L M  C a 2+- A T P a s e .  W e  s p e c u l a t e  t h a t  t h e  v e r y
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h i g h  a f f i n i t y  f o r  C d 2+ o f  t h e  C a 2+- A T P a s e  is  i n d i c a 

t i v e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  S H - ( l i k e ) g r o u p  in  t h e  C a 2+ 

s i t e  o f  t h e  e n z y m e .

T r a n s e p i t h e l i a l  C a 2+ i n f l o w  in t r o u t  g i l l s  d e 

p e n d s  o n  t h e  p a s s a g e  o f  C a 2+ f r o m  t h e  w a t e r  t o  t h e  

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

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

r i d e  c e l l s  ( F l i k  e t  a l . ,  19 8 5 a ) . W e  h a v e  s h o w n  t h a t  

t h e  i n h i b i t i o n  b y  C d 2+ o f  t h e  t r a n s e p i t h e l i a l  C a 2+ 

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

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

h o u r s .  T h i s  l a t e n c y  i n d i c a t e s  t h a t  C d  in  t h e  a m b i e n t  

w a t e r  ( in  c o n c e n t r a t i o n s  <  1 0 ~ 5 m )  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  

e n t r y  o f  C a 2+ in  t h e  c h l o r i d e  c e l l s  v i a  t h e  a p i c a l  

m e m b r a n e .  In  t h e  s a m e  s t u d y  w e  h a v e  s h o w n  t h a t  

C d 2+ e n t e r s  t h e  e p i t h e l i u m ,  p o s s i b l y  v i a  a p i c a l ,  

L a 3+- i n h i b i t a b l e  C a 2+ c h a n n e l s .  W e  t h e r e f o r e  f u r 

t h e r  c o n c l u d e d  t h a t  s i g n i f i c a n t  b u f f e r i n g  o f  C d 2+ o c 

c u r s  in  t h e  c y t o s o l  o f  t h e s e  c e l l s  b e f o r e  t h e  C a 2+ 

p u m p  in  t h e  B L M  b e c o m e s  i n h i b i t e d  ( V e r b o s t  e t  a l . ,  

1 9 8 7 a ) .

T h e  p r e s e n t  w o r k  e s t a b l i s h e s  t h a t  t r o u t  g i l l  

B L M ’s c o n t a i n  c a l m o d u l i n .  E G T A  t r e a t m e n t  o f  t h e  

m e m b r a n e s  d u r i n g  i s o l a t i o n  l e d  o n l y  t o  a  3 4 %  

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

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

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

c a l m o d u l i n  in  h e a r t  s a r c o l e m m a  ( C a r o n i  &  C a r a f o l i ,

1 9 8 1 ) .  O u r  a p p r o a c h  t o  c a l m o d u l i n  d e p l e t i o n  o f  

B L M  r e s u l t e d  in  a  d e c r e a s e  o f  t h e  Vm.dX o f  A T P -  

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

d e n c y  o f  t h e  C a 2+ p u m p .  T h e  c a l m o d u l i n  d e p l e t i o n  

h a d  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  t h e  e n z y m e ’s a f f i n i t y  f o r  

C a 2 + . C a l m o d u l i n  a n t a g o n i s t s  W 7, C 48/8o a n d  c a l m i -  

d a z o l i u m  g a v e  o n l y  2 0 %  i n h i b i t i o n  o f  C a 2+ t r a n s p o r t  

a t  1 0 0  fiM,  1 0 0  fig / m l  a n d  1 / x m ,  r e s p e c t i v e l y  ( a f t e r  

1 2 - m i n  p r e i n c u b a t i o n  o n  i c e  o r  5 - m i n  p r e i n c u b a t i o n  

a t  3 7 ° C ) ,  i n d i c a t i n g  p o o r  a c c e s s i b i l i t y  o f  t h e  c a l m o 

d u l i n  a n t a g o n i s t s  t o  t h e  i n h i b i t o r y  s i t e s  [unpub

lished observations). R e c e n t l y  G h i j s e n  e t  a l .  ( 1 9 8 6 )  

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

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

r i v e d  f r o m  ra t  d u o d e n u m .

A priori a t  l e a s t  t w o  p o s s i b l e  m e c h a n i s m s  o f  

i n h i b i t i o n  o f  t h e  C a 2+ p u m p  s h o u l d  b e  c o n s i d e r e d ,  

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

i n h i b i t i o n  v i a  t h e  C a — s i t e  o f  t h e  e n z y m e .  C d 2 ' m a y  

r e p l a c e  C a 2+ o n  c a l m o d u l i n  ( F o r s e n  e t  a l . ,  1 9 8 0 )  a n d  

t h e  C d - c a l m o d u l i n  c o m p l e x  is  r e p o r t e d  t o  s t i m u l a t e  

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

a l . ,  1 9 8 4 ;  F l i k  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d  A k e r -  

m a n  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  t e n t a t i v e l y  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  i n 

h i b i t o r y  e f f e c t  o f  C d 2+ o n  c a l m o d u l i n - a c t i v a t e d  

C a 2 + , M g 2+- A T P a s e  o f  h u m a n  e r y t h r o c y t e  g h o s t s  

r e s u l t s  f r o m  a n  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  C d 2 ' i o n  w i t h  

c a l m o d u l i n .  W e  d i d  n o t  f in d  a  b i p h a s i c  e f f e c t  o f  

C d 2+ o n  A T P - d r i v e n  C a 2+ t r a n s l o c a t i o n  in  t r o u t

F ig .  3 .  E f f e c t  o f  a d d i t i o n  o f  g r a d e d  a m o u n t s  o f  C d  to  t h e  a s s a y  

m e d i u m  o n  A T P - d e p e n d e n t  C a 2~ t r a n s p o r t  in t r o u t  gill B L M  

v e s i c l e s .  pC a  a n d  pC&. t h e  r e s u l t i n g  f r e e  C a 2~ a n d  C d 2+ c o n c e n 

t r a t i o n s ,  c a l c u l a t e d  to  o c c u r  a t  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  a r e  i n c l u d e d  in 

t h e  F i g u r e .  F o r  t h i s  a s s a y  a  C a 2+/ C d 2* b u f f e r  o f  0.1 m M  E G T A  

p lu s  H E E D T A  w a s  u s e d ,  w h i c h  is c o m p a r a b l e  to  t h e  b u f f e r  c o n 

d i t i o n s  c h o s e n  in t h e  s t u d i e s  o f  o t h e r  C d - s e n s i t i v e  e n z y m e  s y s 

t e m s  m e n t i o n e d  in t h e  d i s c u s s i o n .  M e a n  v a l u e s  ±  s e m  f o r  f o u r  

e x p e r i m e n t s  a r e  g i v e n

b r a n c h i a l  B L M  m e m b r a n e  w h i c h  s e e m s  t o  d i s t i n 

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

s t i m u l a t e d  e n z y m e s :  s t u d i e s  o n  c a l m o d u l i n - s e n s i 

t i v e  C a 2+- d e p e n d e n t  m y o s i n  l i g h t - c h a i n  k i n a s e  

( M L C K ;  M a z z e i  e t  a l . ,  1 9 8 4 )  o r  c a l m o d u l i n - s e n s i 

t i v e  p h o s p h o d i e s t e r a s e  ( C h a o  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  S u z u k i  e t  

a l . ,  1 9 8 5 ;  F l i k  e t  a l . ,  1 9 8 7 )  s u g g e s t  a  s t i m u l a t o r y  

e f f e c t  o f  C d 2~ o n  t h e  e n z y m e s  v i a  c a l m o d u l i n  a t  l o w  

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

C d  c o n c e n t r a t i o n s .  W e  f e e l ,  h o w e v e r ,  t h a t  a n  i m 

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

a n d  in  t h o s e  o f ,  e . g . ,  M a z z e i  e t  a l .  ( 1 9 8 4 ) ,  S u z u k i  e t  

a l .  ( 1 9 8 5 ) ,  a n d  F l i k  e t  a l .  ( 1 9 8 7 )  m a y  u n d e r l i e  t h i s  

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

r e p o r t e d  o n  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  t o t a l  C d  c o n c e n t r a 

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

t h e  f r e e  C d 2+- a n d  f r e e  C a 2+- c o n c e n t r a t i o n s  in  t h e  

a s s a y  m e d i a .  T h e  i o n i c  f o r m  o f  C a 2 f  is  g e n e r a l l y  

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

f o r m ;  t h e  C d 2+ i o n  i s  t h e  p r e s u m p t i v e  t o x i c  f o r m  o f  

t h i s  h e a v y  m e t a l  ( C a i n  &  W e b b ,  1 9 8 3 ) .

A  b i p h a s i c  e f f e c t  o f  C d  o n  t h e  C a 2+ p u m p  is  

o b s e r v e d  w h e n  C a 2f t r a n s p o r t  i s  d e t e r m i n e d  a s  a  

f u n c t i o n  o f  t o t a l  C d  a d d e d  t o  t h e  a s s a y  s y s t e m  ( F i g .

3 )  u s i n g  a  c o n s t a n t  t o t a l  C a 2+ c o n c e n t r a t i o n ,  a s s u m 

i n g  a  c o n s t a n t  f r e e  C a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 1 fiM [ t h e  

s t r a t e g y  f o l l o w e d  b y ,  e . g . ,  M a z z e i  e t  a l .  ( 1 9 8 4 ) ,  S u 

z u k i  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  a n d  R a u c h o v a ,  K a u l  a n d  D r a h o t a

( 1 9 8 5 ) ] .  I n c l u d e d  in  F i g .  3 ,  h o w e v e r ,  a r e  t h e  a c t u a l ,  

c a l c u l a t e d  f r e e  C a 2+- (pC a )  a n d  C d 2+- c o n c e n t r a -  

t i o n s  (pC d ) .  F r o m  t h e s e  c a l c u l a t i o n s  w e  c o n c l u d e  

t h a t  t h e  C d - i n d u c e d  e n z y m e  a c t i v a t i o n  a t  l o w  C d
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F ig .  4 .  L i n e  A s h o w s  th e  c o n t r o l  v a l u e s  f o r  A T P - d e p e n d e n t  C a : ~ 

t r a n s p o r t  in B L M  v e s i c l e s  a t  d i f f e r e n t  f r e e  C a : ~ c o n c e n t r a t i o n s .  

M e a n  v a l u e s  ±  s e m  f o r  16 e x p e r i m e n t s  a r e  g i v e n .  L in e  B r e p r e 

s e n t s  v a l u e s  d e r i v e d  f r o m  F ig .  3 o f  A T P - d e p e n d e n t  C a : ~ t r a n s 

p o r t  a t  v a r i o u s  t o t a l  C d  c o n c e n t r a t i o n s  p l o t t e d  v e r s u s  th e  f r e e  

C a : ~ c o n c e n t r a t i o n s  c a l c u l a t e d  to  o c c u r  at  t h e s e  c o n d i t i o n s

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

t h e  i n c r e a s e  in t h e  f r e e  C a 2~ c o n c e n t r a t i o n  t h a t  o c 

c u r s  u p o n  a d d i t i o n  o f  C d 2+ t o  t h e  s y s t e m  ( C c l2^ , 

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

m e d i a ,  d i s p l a c e s  C a 2 * f r o m  t h e  l i g a n d s ) .  T h i s  is  i l 

l u s t r a t e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  a t  h i g h e r  C a 2+ c o n c e n t r a 

t i o n s  w i t h  a l m o s t  n o  c h a n g e  in  f r e e  C a 2~ u p o n  a d d i 

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

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

b l y  e x p l a i n s  t h e  r e s u l t s  o f  M a z z e i  e t  a l .  ( 1 9 8 4 ) ,  w h o  

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

M L C K  a n d  P L - C a - P K  at  l o w  a n d  o n l y  i n h i b i t o r y  

e f f e c t s  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  C d .  T h e  f a c t  t h a t  

C d  s t i m u l a t e s  t h e  c a l m o d u l i n - d e p e n d e n t  M L C K  a s  

w e l l  a s  t h e  c a l m o d u l i n - i n d e p e n d e n t  P L - C a - P K  i n 

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

A n o t h e r  e x a m p l e  o f  1‘s t i m u l a t i o n  b y  C d 2 + ”  o f  a  

C a 2' - r e q u i r i n g  ( a n d  c a l m o d u l i n - i n d e p e n d e n t )  e n 

z y m e  is  t h a t  o f  t h e  m i t o c h o n d r i a l  g l y c e r o l  3 - p h o s 

p h a t e  d e h y d r o g e n a s e :  R a u c h o v a  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  p u b 

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

e f f e c t s  a t  h i g h - C d  c o n c e n t r a t i o n s .  R e c a l c u l a t i o n  o f  

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

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

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

in f r e e  C a 2 + . F o r  e x a m p l e ,  in t h e  e x p e r i m e n t s  o n  

M L C K  b y  M a z z e i  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  t h e  c o n c e n t r a t i o n  

C a 2+ i n c r e a s e s  1 3 6  t i m e s  ( f r o m  2 . 2  x  1 0 " 7 t o  3 . 0  x 

1 0 ~ s m ) ,  a c c o m p a n i e d  b y  a n  e n z y m e  s t i m u l a t i o n ,  in  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  0  t o  5 0  /¿m  t o t a l  C d  a n d  

w i t h  3 0  fxm t o t a l  C a .  In t h e  s a m e  C d  r a n g e  w i t h  100

fjim t o t a l  C a  t h e  c o n c e n t r a t i o n  C a 2+ i n c r e a s e s  o n l y

t w o  t i m e s  ( f r o m  5 . 0  x  1 0 - 5 t o 9 . 9 x  1 0 _s m )  a n d  t h e n

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

c o n c e n t r a t i o n  C a 2 ' i s  1 0 0  t o  1 0 0 0  t i m e s  h i g h e r  t h a n  

t h e  C d 2+ c o n c e n t r a t i o n  in t h e  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  0  

t o  5 0  jitM t o t a l  C d .  M o r e o v e r ,  t h e  p r e s e n t  r e s u l t s  

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

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

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

s t u d i e s  o n  t h e  a c t i o n s  o f  C d 2+ o n  C a 2+/ c a l m o d u l i n -  

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

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

l e v e l s .

B e s i d e s  t h e  f a c t  t h a t  t h e  i n c r e a s e  in  f r e e  C a 2 + 

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

C d  o n  C a 2+- t r a n s p o r t  a c t i v i t y  w e  w i s h  t o  e m p h a s i z e  

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

m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s .  In F i g .  4  t h e  C a 2+- t r a n s p o r t  

d a t a  f r o m  F i g .  3 a r e  p l o t t e d  v e r s u s  t h e  C a 2+ c o n c e n 

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

c o n c e n t r a t i o n s  ( l i n e  B). L i n e  A in F i g .  4  r e p r e s e n t s  

d a t a  o n  C a 2f t r a n s p o r t  in  t h e  a b s e n c e  o f  C d 2+ . F i r s t ,  

w e  m a y  c o n c l u d e  t h a t  e v e n  C d 2+ c o n c e n t r a t i o n s  

l o w e r  t h a n  6  x  I 0 ~ s M  c a u s e  a n  i n h i b i t i o n  o f  t h e  

C a 2+ p u m p .  I f  a p p r o p r i a t e  c o r r e c t i o n s  f o r  f r e e  m e t a l  

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

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

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

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

c e e d s  6  x 1 0 ~ 8 m .  W e  s p e c u l a t e  t h a t  t h i s  i n h i b i t i o n  

a t  h i g h  C d 2+ c o n c e n t r a t i o n s  r e s u l t s  f r o m  i n t e r a c 

t i o n s  o f  C d 2+ w i t h  o t h e r  s i t e s  o f  t h e  e n z y m e  t h a n  t h e  

C a 2+- b i n d i n g  s i t e ,  f o r  i n s t a n c e  t h e  M g 2+ s i t e .

S i n c e  S u z u k i  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  a n d  F l i k  e t  a l .  ( 1 9 8 7 )  

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

f o r  C a 2+ a n d  C d 2 + , t h e  c a l c u l a t e d  m o l a r  C d 2+/ C a 2+ 

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

C d 2 ' - i n d u c e d  c a l m o d u l i n - m e d i a t e d  e f f e c t s  o n  t h e  

e n z y m e .  T h e  a p p a r e n t l y  e n h a n c e d  C a 2+- t r a n s p o r t  

a c t i v i t y  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  a d d i t i o n  o f  C d 2+ t o  t h e  

C a 2+- t r a n s p o r t  m e d i a  ( F i g .  3 ,  C a 2+ t r a n s p o r t  >  

1 0 0 % )  o c c u r r e d  a t  C d 2+ / C a 2+ r a t i o s  ( C d 2+/ C a 2+ v a r 

i e d  f r o m  4 . 2 7  x  1 0 -5  t o  II x  1()“2) a t  w h i c h  t h e  

f o r m a t i o n  o f  s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  o f  C d - c a l m o d u l i n  

c o m p l e x e s  s e e m s  u n l i k e l y .  B o t h  t h e  f a c t  t h a t  t h e  

C a 24 p u m p  i s  i n h i b i t e d  w h e n e v e r  C d 2+ i s  p r e s e n t  

a n d  t h e  f a c t  t h a t  n o  s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  o f  C d -  

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

t o r y  a c t i o n  o f  C d 2+ v i a  c a l m o d u l i n  u n l i k e l y .

O u r  r e s u l t s  c o n t r a d i c t  t h e  r e s u l t s  o f  A k e r m a n  e t  

a l .  ( 1 9 8 5 )  w h o  c o n c l u d e d  t h a t  C d 2  ̂ i n d i r e c t l y  ( v i a  

c a l m o d u l i n )  i n h i b i t s  t h e  C a 2 + , M g 2+- A T P a s e  f r o m  

e r y t h r o c y t e  g h o s t s .  T h e  c a l c u l a t e d  f r e e  C d 2+ c o n 

c e n t r a t i o n  in  t h e i r  m e d i a  w a s  1 .2  t o  1 .4  x  1 0 “ 11 m  

( a n d  t h e  C d 2+/ C a 2+ c o n c e n t r a t i o n  r a t i o  c a l c u l a t e d  

o n  t h e  b a s i s  o f  t h e i r  d a t a  v a r i e d  f r o m  5 . 5  x  1 0 " 3 t o

+_ transpon (nmol/ mm mg protein)
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5 . 5  x  1 0 - 6 ) w h i c h  m a k e s  t h e  f o r m a t i o n  o f  s i g n i f i c a n t  

a m o u n t s  o f  C d - c a l m o d u l i n  c o m p l e x e s  u n l i k e l y  a n d  

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

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

p l a s m a  m e m b r a n e  C a 2 *- t r a n s p o r t  p r o c e s s  b y  C d 2+ 

i s  c o m p e t i t i v e ,  a s  s h o w n  b y  a  l i n e a r  i n c r e a s e  o f  A'()> 

w i t h  i n c r e a s i n g  C d 2 ' c o n c e n t r a t i o n  a n d  n o  s i g n i f i 

c a n t  e f f e c t  o n  V max. T h e  c o m p e t i t i v e  n a t u r e  o f  i n 

h i b i t i o n  o f  t h e  C a 2' - t r a n s p o r t  p r o c e s s  b y  C d 2 + 

t o g e t h e r  w i t h  t h e  u n l i k e l y  o c c u r r e n c e  o f  C d - c a l m o 

d u l i n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  (see above) p r o v i d e s  e v i 

d e n c e  a g a i n s t  a n  i n h i b i t i o n  o f  t h e  C a 2f  p u m p  b y  

C d :+ v i a  c a l m o d u l i n  ( a t  l e a s t  a t  C d 2+ c o n c e n t r a t i o n s

< 1 0 " s M ) .

W e  c o n c l u d e  t h a t  C d 2+ i n h i b i t s  C a 2 * t r a n s p o r t  

in B L M  b y  o c c u p y i n g  t h e  C a 2 *- t r a n s p o r t  s i t e  o f  t h e  

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

l a t e  a b o u t  i n t r a c e l l u l a r  f r e e  C d 2 ' c o n c e n t r a t i o n s  

t h a t  m a y  o c c u r  in t h e  g i l l  e p i t h e l i u m  in v i v o .  W e  

c a l c u l a t e d  t h a t  t h e  g i l l  t i s s u e  C d  c o n t e n t  is  1 3 .2  

^ m o l / k g  w e t  w e i g h t  t i s s u e  a f t e r  a  4 5 - m i n  e x p o s u r e  

t o  1 / j l m  C d  in t h e  w a t e r .  T h e  f r e e  C d 2+ c o n c e n t r a 

t i o n  m a y  b e  e x p e c t e d  t o  b e  a r o u n d  1 .5  x  1 0 ~ 7 m  i f  

o n e  t a k e s  i n t o  a c c o u n t  a  0 . 1 5  n i M  C a - b i n d i n g  p r o 

t e i n  b u f f e r  in t h e  c y t o s o l  ( V a n  O s ,  1 9 8 7 ) .  In v i e w  o f  

t h e  e x t r e m e l y  h i g h  a f f i n i t y  f o r  C d 2+ o f  C a 2+- p u m p -  

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

t h a t  C d 2 + , e v e n  t h o u g h  it m a y  b e  b o u n d  t o  i n t r a c e l 

l u l a r  C a 2+ r e c e p t o r s  f o r  a  g r e a t e r  p a r t ,  s t i l l  m a y  

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

b y  s o  d o i n g  e v e n t u a l l y  r a i s e  c y t o s o l i c  C a 2 ’ l e v e l s .

A n  i m p o r t a n t  q u e s t i o n  is  w h e t h e r  t h e  a c t i v e  

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

b e i n g  i n t o x i c a t e d  b y  C d 2 + . It m a y  b e  t h a t  i n h i b i t i o n  

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

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

N e c h a y  a n d  S a u n d e r s  ( 1 9 7 7 )  w o r k i n g  w i t h  rat  k i d 

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

o f  C d  o n  N a + , K +- A T P a s e  a c t i v i t y .  H o w e v e r ,  t h e  

f r e e  C d 2+ c o n c e n t r a t i o n  c a u s i n g  5 0 %  i n h i b i t i o n  o f  

e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  v e r y  h i g h  (3  / j l m  f r e e  C d 2 *) a s  

w e  c a l c u l a t e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e i r  d a t a  ( 0 . 2 6  m M  

t o t a l  C d ,  3 m M  A T P ,  3 m M  M g ) .  S u g a w a r a  a n d  

S u g a w a r a  ( 1 9 7 5 )  r e p o r t e d  t h a t  C d 2+ i n h i b i t e d  rat i n 

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

in v i t r o ;  e v e n  in t h e  p r e s e n c e  o f  1 0 0  ¡jlm C d 2 * t h i s  

a c t i v i t y  w a s  s t i l l  a s  h i g h  a s  a b o u t  5 0 %  o f  t h e  c o n t r o l  

v a l u e .  C o m p a r e d  t o  t h e s e  r e s u l t s  C a 2+ e x t r u s i o n  

o v e r  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  s e e m s  t o  b e  t h e  m o s t  

C d 2+- s e n s i t i v e  p r o c e s s  r e p o r t e d  s o  fa r .  T h i s  s u p 

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

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

a n d ,  a s  a  s e c o n d a r y  e f f e c t ,  u p s e t s  o t h e r  c e l l u l a r  

e v e n t s .  F o r  r e n a l  c e l l s  it w a s  r e c e n t l y  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  c y t o s o l i c  C a 2+ i n c r e a s e d  a f t e r  C d 2 ’ a d m i n i s t r a 

t i o n  t o  r a t s  ( M a i t a n i ,  W a t a h i k i  &  S u z u k i ,  1 9 8 6 ) .

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

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

C a 2' i n f l o w  ( w h i c h  d e p e n d s  o n  t h e  C a 2+- A T P a s e  

a c t i v i t y  in t h e  t i s s u e ;  F l i k  e t  a l . ,  1 9 8 4 )  c a n  b e  u n d e r 

s t o o d  in v i e w  o f  t h e  h i g h  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  g i l l  

p l a s m a  m e m b r a n e  C a 2+ p u m p  f o r  C d 2 + .

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

t h e  p r i m a r y  C d 2+ t a r g e t s  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  i n t e r p r e 

t a t i o n  o f  C d 2 * t o x i c o l o g y .  I n v e s t i g a t i o n s  o n  rat  e n -  

t e r o c y t e  B L M  v e s i c l e s  a n d  ra t  k i d n e y  c o r t e x  B L M  

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

C d 2+ o n  A T P - d e p e n d e n t  C a 2 * t r a n s p o r t  in t h e s e  

m e m b r a n e s  ( V e r b o s t  e t  a l . ,  1987 /? ) .  W e  h a v e  s u g 

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

o c c u r  in G o l g i  m e m b r a n e s  a n d  R E R ,  a n d  p l a y  a  

d o m i n a n t  r o l e  in c e l l u l a r  C a 2+ h o m e o s t a s i s ,  m a y  b e  

i n h i b i t e d  at  n a n o m o l a r  C d 2+ c o n c e n t r a t i o n s .

T h i s  s t u d y  w a s  s u p p o r t e d  b y  a  g r a n t  f r o m  th e  F o u n d a t i o n  f o r  

F u n d a m e n t a l  B io lo g ic a l  R e s e a r c h  ( B I O N ) ,  w h i c h  is s u b s i d i z e d  

b y  th e  D u t c h  O r g a n i z a t i o n  f o r  t h e  A d v a n c e m e n t  o f  P u r e  R e 

s e a r c h  ( Z W O ) .  T h e  a u t h o r s  t h a n k  M r .  D . M u l d e r  f o r  d e t e r m i n i n g  

th e  a f f in i ty  c o n s t a n t  f o r  C d - A T P .
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