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Summary

E x p o s u r e  o f  f r e s h w a t e r  t r o u t  (Salmo gairdneri) t o  w a t e r b o r n e  C d  r e s u l t s  i n  

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

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

T r a n s f e r  o f  C d 2 f t h r o u g h  t h e  b a s o l a t e r a l  m e m b r a n e  is p r o b a b l y  b y  d i f f u s i o n .  

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

d e p e n d e n t .  T h e  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 u x  is a c c o m p a n i e d  b y  

b l o c k a g e  o f  a p i c a l  C a 2+ c h a n n e l s .  I n  l i n e  w i t h  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  c y t o s o l i c  C d 2+ 

i n h i b i t s  C a 2+ u p t a k e  b y  i n h i b i t i n g  t h e  b a s o l a t e r a l  C a 2+ p u m p ,  w e  h y p o t h e s i z e vt h a t  

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

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

p u m p .

Introduction

C a 2+ u p t a k e  in  f r e s h w a t e r  f ish  m a i n l y  o c c u r s  via t h e  g il ls  ( F l i k  etal. 1 9 8 5 ) .  C a 2+ 

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

l a r  r o u t e  ( P e r r y  &  F l i k ,  1 9 8 8 ) .  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 d m i u m  ( C d )  in  t h e  

w a t e r  i n h i b i t  b r a n c h i a l  C a 2+ u p t a k e  ( V e r b o s t  et al. 1 9 8 7 « ;  R e i d  &  M c D o n a l d ,

1988)  a n d  i n d u c e  h y p o c a l c a e m i a  ( G i l e s ,  1984 ; P r a t a p  et al. 1 9 8 9 ) .  W e  h a v e  

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

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

C a 2+ p u m p  in  t h e  b a s o l a t e r a l  m e m b r a n e  o f  t h e  C a 2 + - t r a n s p o r t i n g  c e l l s  in  t h e  g il ls  

( V e r b o s t  etal.  1 9 8 8 ) .

C d  u p t a k e  f r o m  t h e  w a t e r  in  f r e s h w a t e r  f ish  m a i n l y  o c c u r s  via t h e  g ills  

( W i l l i a m s  &  G i e s y ,  1 9 7 8 ) .  L i k e  C a 2 + , C d 2+ e n t e r s  t h e  f ish  p r e d o m i n a n t l y  via a  

t r a n s c e l l u l a r  r o u t e  b e c a u s e  o f  t h e  t i g h t  c h a r a c t e r  o f  t h e  b r a n c h i a l  e p i t h e l i u m  ( P a r t ,  

1 9 8 3 ) .  I n t e r f e r e n c e  o f  C d 2+ w i t h  t h e  C a 2+ in f lu x  r o u t e  m a y  o c c u r  a t  a t  l e a s t  t h r e e  

s i t e s :  t h e  a p i c a l  m e m b r a n e ,  w h e r e  C a “ e n t e r s  t h e  c e l l  via C a “ c h a n n e l s  ( P e r r y  &  

F l i k ,  1 9 8 8 ) ,  t h e  i n t r a c e l l u l a r  C a 2+ b u f f e r i n g  s y s t e m s  ( F l i k  et al. 1985)  a n d  t h e

K e y  w o r d s :  f r e s h w a t e r  t e l e o s t  f i sh ,  g i l l s ,  c a l c i u m  t r a n s p o r t ,  c a d m i u m .
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b a s o l a t e r a l  m e m b r a n e ,  w h e r e  C a 2+ is t r a n s l o c a t e d  t o  t h e  b l o o d  b y  a  h i g h - a f f i n i t y  

C a 2+ p u m p  ( F l i k  et al. 1 9 8 5 ) .  L e v e l s  o f  C d 2+ in  f r e s h  w a t e r  t h a t  c a u s e  

h y p o c a l c a e m i a  (0 -1  ¿ /m ol I-1 C d  in  w a t e r  c o n t a i n i n g  0 -7  m m o l  I -1 C a )  d o  n o t  

i n s t a n t l y  i n h i b i t  C a 2+ in f lu x  ( V e r b o s t  et al. 1 9 8 7 a ) ,  i n d i c a t i n g  t h a t  n o  s ig n i f i c a n t  

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

( t h e  c o n c e n t r a t i o n  r a t i o  C d / C a  b e i n g  l * 4 x l 0 -4  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ) .  T h e  

s a m e  c o n c l u s i o n  w a s  r e a c h e d  b y  P a r t  et al. ( 1 9 8 5 ) ,  w h o  s h o w e d  t h a t  c h a n g e s  in  

w a t e r  C a 2+ c o n c e n t r a t i o n  ( 0 - 1 0  m m o l  1“ 1) h a d  n o  e f f e c t  o n  1()yC d  a c c u m u l a t i o n  in  

t h e  g ills  ( t h e  c o n c e n t r a t i o n  r a t i o  C d / C a  r a n g e d  f r o m  0 - 7 x ! 0 -4  t o  7 - 0 x l 0 “ 4 ). 

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

s u c h  a s  c a l m o d u l i n ,  C a  - b i n d i n g  p r o t e i n s  ( C a B P s )  a n d  C a  - A T P a s e .  C a l m o d u ­

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

in  a ll  e u k a r y o t i c  c e l l 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  C d 2+ is c o m p a r a b l e  t o  t h a t  f o r  

C a 2+ ( C h a o  et al. 1984 ; F l ik  et al. 1 9 8 7 ) .  T h e  a f f in i t i e s  o f  t h e  C a B P s  in  f ish  g i l ls  f o r  

C d 2+ a n d  C a 2+ h a v e  n o t  b e e n  d e t e r m i n e d  s o  f a r ,  b u t  t h e  v i t a m i n - D - d e p e n d e n t  

C a B P s  f r o m  r a t  k i d n e y  a n d  p ig  d u o d e n a l  m u c o s a  s h a r e  w i t h  c a l m o d u l i n  t h e  

p r o p e r t y  o f  h a v i n g  t h e  s a m e  h ig h  a f f in i ty  f o r  C d 2+ a n d  C a 2+ ( R i c h a r d t  et al. 1 9 8 6 ) .  

T o  a f f e c t  t h e  C a 2+ b u f f e r i n g  c a p a c i t y  o f  t h e s e  p r o t e i n s  in  t h e  c e l l ,  t h e  i n t r a c e l l u l a r
A  r  ^  |

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

c o m p a r i s o n  w i th  c a l m o d u l i n  o r  C a B P s ,  t h e  C a 2+ s i t e  o f  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  
 ̂ ^  |

C a~ - A T P a s e  in  f ish  g il ls  h a s  a n  a f f in i ty  f o r  C d  a t  l e a s t  100 t i m e s  h i g h e r  t h a n  t h a t
O  1 o

f o r  C a “ ( V e r b o s t  et al. 1 9 8 8 ) .  I t  f o l lo w s  t h a t  t h e  C a  e x t r u s i o n  p u m p  is a  v e r y
O  i o

s e n s i t i v e  t a r g e t  o f  C d “ in  fish  g i l ls .  A l t h o u g h  a n  i n h i b i t i o n  o f  t h e  b a s o l a t e r a l  C a  

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

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

o f  C a "  t h r o u g h  a p i c a l  m e m b r a n e  C a “ c h a n n e l s  c a n n o t  b e  e x c l u d e d .

T h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  h e r e  w e r e  d e s i g n e d  to  t e s t  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  C d 2+ 

e n t e r s  t h e  C a 2 + - t r a n s p o r t i n g  ce l l  via C a 2+ c h a n n e l s ,  a n d  t h a t  c y t o s o l i c  C d 2+ m a y  

a f f e c t  a p ic a l  C a 2+ c h a n n e l s .  T w o  t y p e s  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d ,  ( i )  S h o r t ­

t e r m  a c c u m u l a t i o n  o f  4:,C a  a n d  1(,9C d  f r o m  t h e  w a t e r  i n t o  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  d e t e r m i n e d  to  e v a l u a t e  t h e  m o v e m e n t s  o f  C a 2+ a n d  C d 2+ t h r o u g h  t h e  a p i c a l  

m e m b r a n e s  i n t o  t h e  e p i t h e l i u m ,  ( i i )  B r a n c h i a l  in f lu x  o f  C a 2+ a n d  C d 2+ w a s  

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

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 .  I n  t h e s e  t w o  t y p e s  o f  e x p e r i m e n t s ,  a p i c a l  

m e m b r a n e  p e r m e a b i l i t y  f o r  C a 2+ w a s  m a n i p u l a t e d  b y  a d d i n g  e x o g e n o u s  L a 3+ a n d  

b y  i n j e c t i o n s  o f  t h e  h o r m o n e  h y p o c a l c i n .  R e c e n t l y ,  it  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h i s  

h o r m o n e ,  p r o d u c e d  in  t h e  S t a n n i u s  c o r p u s c l e s  o f  f ish  ( W e n d e l a a r  B o n g a  &  P a n g ,  

1 9 8 6 ) ,  c o n t r o l s  a p i c a l  m e m b r a n e  p e r m e a b i l i t y  t o  C a 2+ ( L a f e b e r ,  1 9 8 8 ) .

Materials and methods

Fish

F r e s h w a t e r  r a i n b o w  t r o u t  (Salmo gairdneri) r a n g i n g  in  m a s s  f r o m  2 0  t o  4 0  g  w e r e  

k e p t  i n d o o r s  a n d  a c c l i m a t e d  t o  c i ty  o f  N i j m e g e n  t a p w a t e r  ( [ C a ]  =  0 - 7 0 ±
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0 * 0 2 m m o l  l - 1 , N  = 2 0 )  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  p r e v i o u s l y  ( V e r b o s t  et al. 

1 9 8 7 « ) .  I n  e x p e r i m e n t s  w i t h  L a 3 + , c a r b o n a t e - f r e e  a r t i f i c ia l  t a p w a t e r  w a s  u s e d  to  

p r e v e n t  p r e c i p i t a t i o n  o f  L a 2( C 0 3) 3 . T h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  a r t i f i c ia l  t a p w a t e r  w a s  

( in  m m o l  1“ L): C a C l 2 , 0 -7 ;  M g C l 2 , 0 -2 ;  N a C l ,  3 -8 ;  a n d  K C 1 , 0 -0 6  in  d e m i n e r a l i z e d  

w a t e r  ( p H 7 -6 ) .  I n  e x p e r i m e n t s  w i t h  C o  , C o C l 2 w a s  a d d e d  t o  n o r m a l  t a p w a t e r .  

T h e  i o n i c  c o n t e n t  o f  t a p w a t e r  w a s  ( in  m m o l  I - 1 ): C a 2 + , 0*7; M g 2 + , 0*38; N a + ,

0 -6 1 ;  K + , 0 -0 5 ;  C l " ,  0 -6 6 ;  S 0 42 - , 0 -3 2 ;  a n d  H C 0 3 " ,  3*15 ( p H 7 - 6 ) .

Analytical methods

T h e  t o t a l  c a l c i u m  c o n t e n t  o f  w a t e r  w a s  d e t e r m i n e d  w i t h  a  c a l c i u m  k i t  ( S i g m a  

C h e m i c a l ) .  W a t e r  t o t a l  c a d m i u m  c o n t e n t  w a s  d e t e r m i n e d  b y  a t o m i c  a b s o r p t i o n  

s p e c t r o p h o t o m e t r y .  P r o t e i n  w a s  m e a s u r e d  w i t h  a  r e a g e n t  k i t  ( B i o R a d )  u s in 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 .  T r a c e r  c o n t e n t  o f  w a t e r  s a m p l e s  a n d  t i s s u e  

d i g e s t s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  a n a ly s i s .  A q u e o u s  s a m p l e s  (0 -5  m l )  

w e r e  m i x e d  w i t h  4 -5  m l  o f  A q u a l u m a  s c i n t i l l a t i o n  f lu id .

Treatments

Cadmium exposure

F i s h  w e r e  p r e - e x p o s e d  t o  C d 2+ ( n o m i n a l  1-0  o r  0 -1  / ¿ m o l l - 1 ) u p  t o  1 6 h  b e f o r e  

e x p e r i m e n t a t i o n .  W a t e r  C d 2+ [ a d d e d  a s  C d ( N 0 3) 2] c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  c a r e f u l l y  

m o n i t o r e d ,  a n d  a  m a x i m u m  10 %  d e v i a t i o n  f r o m  t h e  c a l c u l a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  

w a s  a c c e p t e d .  P r e - e x p o s u r e  w a s  f o l l o w e d  b y  a  l h  f lu x  p e r i o d  in  w h i c h  t h e  C d 2+ 

c o n c e n t r a t i o n  in  t h e  w a t e r  w a s  k e p t  c o n s t a n t  ( s e e  r a d i o t r a c e r  t e c h n i q u e s ) .

Hypocalcin injections

P u r i f i e d  h y p o c a l c i n  a n d  c r u d e  e x t r a c t  o f  S t a n n i u s  c o r p u s c l e s  w e r e  p r e p a r e d  as  

d e s c r i b e d  b y  L a f e b e r  et al. ( 1 9 8 8 6 ) .  T h e  h y p o c a l c i n  c o n t e n t  o f  e x t r a c t s  o f  S t a n n i u s  

c o r p u s c l e s ,  d e t e r m i n e d  b y  E L I S A  ( K a n e k o  et al. 1988)  w a s  1 2 0 - 1 5 0  /¿g m g - 1 p r o ­

t e i n .  T h e  d o s e  o f  h y p o c a l c i n  i n j e c t e d  ( i n t r a p e r i t o n e a l l y )  w a s  2 - 2 - 3 - 0  n m o l  h y p o ­

c a l c in  1 0 0 g - 1 f ish .  H o r m o n e  o r  e x t r a c t  w a s  i n j e c t e d  l h  b e f o r e  t r a c e r  e x p o s u r e .  

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

Radiotracer techniques

Gill tracer accumulation

F i s h  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  3 -01  o f  a e r a t e d  r e c i r c u l a t i n g  w a t e r  c o n t a i n i n g

1 - 0 M B q  1“ 1 45C a C l 2 , 0 - 9 M B q l _1 109C d C l 2 o r  0 - 2 M B q l - 1 22N a C l  in  t a p w a t e r .  

A f t e r  3 0 m i n  ( 22N a )  o r  1 h  ( ^ C a ,  109C d )  o f  t r a c e r  e x p o s u r e  t h e  f ish  w e r e  q u i c k l y  

( 2 m i n )  a n a e s t h e t i z e d  in  b i c a r b o n a t e - b u f f e r e d  m e t h a n e  s u l p h o n a t e  s a l t  ( M S  2 2 2 ,  

0 -5  g I - 1 , p H 7 -4 )  a n d  i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h  5 0 0 0 i .u .  o f  s o d i u m  h e p a r i n  

p e r  1 0 0 g o f  f ish .  T h e  g i l ls  w e r e  r a p i d l y  c l e a r e d  o f  b l o o d  b y  p e r f u s i o n  w i t h  s a l i n e  

(1 0  m l  0 * 9 %  N a C l )  via t h e  v e n t r a l  a o r t a .  T h e  p e r f u s a t e  w a s  c o l l e c t e d  b y  s u c t i o n  

a f t e r  o p e n i n g  t h e  a t r i u m  t o  d e t e r m i n e  i ts  t r a c e r  c o n t e n t .  N e x t ,  t h e  g ill  a r c h e s  w e r e  

e x c i s e d ,  r i n s e d  f o r  5 s in  d e m i n e r a l i z e d  w a t e r  a n d  b l o t t e d  o n  w e t  t i s s u e  p a p e r .  G i l l
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e p i t h e l i u m  w a s  c a r e f u l l y  s c r a p e d  o f f  o n t o  a g la s s  p l a t e  w i t h  a  m i c r o s c o p e  s l id e  

( a p p r o x .  0 * 4 g  w e t  m a s s ,  w e i g h e d  t o  ± 0 - 0 0 1  g )  a n d  d i s s o l v e d  o v e r n i g h t  a t  6 0 ° C  in  

t i s s u e  d i s s o l v e r  ( N C S ,  A m e r s h a m ) .  T h e  d i g e s t e d  t i s s u e  w a s  n e u t r a l i z e d  w i th  

g la c ia l  a c e t i c  a c i d ,  s c i n t i l l a t i o n  f lu id  ( 9 v o l s )  w a s  a d d e d ,  a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  

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

b o d y  r a d i o a c t i v i t y  ( s e e  b e l o w ) .

Flux determinations

I n f lu x  w a s  d e t e r m i n e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t o t a l  b o d y  r a d i o a c t i v i t y .  F i s h  b o d i e s  a n d  

s c r a p e d  gill  a r c h e s  w e r e  m i c r o w a v e - c o o k e d  (2 m i n )  a n d  h o m o g e n i z e d  in  a  b l e n d e r  

w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  ( v o l u m e :  6 5 %  o f  b o d y  m a s s ) .  T r i p l i c a t e  s a m p l e s  o f  t h e  

h o m o g e n a t e  ( a p p r o x .  0 * 4 g w e i g h e d  t o  ± 0-001 g )  w e r e  p r o c e s s e d  f o r  d e t e r m i ­

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

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

p e r f u s a t e .

T o  c h e c k  w h e t h e r  t h e  t r a c e r  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  gill s c r a p i n g s  r e f l e c t e d  

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

e p i t h e l i u m ,  s ix  t r o u t  w e r e  e x p o s e d  t o  1(|t;C d  a n d  s ix  t o  4:" C a  f o r  l h  a n d  t h e  g i l ls  

p e r f u s e d  a n d  e x c i s e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  T h e n ,  t h e  l e f t  gill a r c h e s  w e r e  r i n s e d  in

1 m m o l  I -1 E D T A a n d  t h o s e  f r o m  t h e  r i g h t  s id e  in  d e m i n e r a l i z e d  w a t e r  ( c o n t r o l ) .  

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

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

t h e  e p i t h e l i a l  c e l l s .

Calculations

I n f lu x  o f  C d 2+ o r  C a 2 + w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  t o t a l  b o d y  r a d i o a c t i v i t y  a f t e r  1 h 

o f  e x p o s u r e  to  1(WC d  o r  4:" C a ,  r e s p e c t i v e l y ,  a n d  t h e  r e s p e c t i v e  m e a n  t r a c e r  s p e c i f i c  

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

a n d  e x p r e s s e d  in  n a n o m o l e s  ( C d 2 + ) o r  m i c r o m o l e s  ( C a 2 + ) p e r  h o u r  p e r  100 g r a m s  

o f  f ish  ( L a f e b e r  et al. 1 9 8 8 « ) .

N a + in f lu x  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  p l a s m a  “ N a  a c t i v i t y  ( b l o o d  s a m p l e s  w e r e  

t a k e n  d i r e c t l y  a f t e r  a n a e s t h e t i z i n g  t h e  f i s h ) ,  t h e  a p p a r e n t  r a d i o s p a c e  a t  3 0 m i n  f o r  

N a + ( a p p r o x .  125 m l  k g - ' )  a n d  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  w a t e r  ( P a y a n  &  M a e t z ,  

1973 ; B a t h  &  E d d y ,  1 9 7 9 ) .

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

t i s s u e  t r a c e r  c o n t e n t  ( a c t i v i t y  p e r  g r a m  w e t  m a s s ,  q c ' )  a n d  t h e  m e a n  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  o f  1(WC d  in  t h e  w a t e r  ( S A W) u s i n g  t h e  e q u a t i o n :  C d 2+ a c c u m u l a t e d  in  

l h  = q2' / S A W ( in  n a n o m o l e s  C d 2+ p e r  g r a m  w e t  m a s s ) .  F o r  t h i s  c a l c u l a t i o n  w e  

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

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

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

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

t r a c e r  ( B o r l e ,  1 9 8 1 ) .  T h e r e f o r e ,  t o  c o m p a r e  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  1(WC d  a n d  4:" C a  in
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gill t i s s u e  ( F ig .  1 A ) ,  r e l a t i v e  v a l u e s  a r e  p r e s e n t e d  (qg' / q w'\ w h e r e  q j  is t h e  w a t e r  

a c t i v i t y  p e r  m i l l i l i t r e ) .  V a l u e s  f o u n d  f o r  c o n t r o l  f ish  w e r e  d e s i g n a t e d  a s  1 0 0 % .

Statistics

R e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  a s  m e a n s  ±  s . e . F o r  s t a t i s t i c a l  e v a l u a t i o n  t h e  M a n n -  

W h i t n e y  /7 - te s t  w a s  u s e d ;  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  F ^ 0 ' 0 5 .

Results

Manipulation o f  apical membrane

F ig .  1 A  s u m m a r i z e s  t h e  e f f e c t s  o f  s e v e r a l  t r e a t m e n t s  t h a t  a f f e c t  a p i c a l  C a 2+ 

p e r m e a b i l i t y  o n  4:>C a  a n d  1(,yC d  a c c u m u l a t i o n  in  t h e  g i l ls .  L a 31 ( l / i m o l l - 1 ) a n d  

C o 2 + ( 1 0 0 ¿ ¿ m o l l - 1 ) in  t h e  w a t e r  r e d u c e d  t h e  C a 2+ a c c u m u l a t i o n  in  gill  s o f t  t i s s u e  

b y  7 1 %  a n d  3 3 % ,  r e s p e c t i v e l y ,  c o m p a r e d  w i th  c o n t r o l s .  B e c a u s e  o f  t h e  l i m i t e d  

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

p u r i f i e d  h y p o c a l c i n .  I n j e c t i o n  o f  S t a n n i u s  e x t r a c t  o r  h y p o c a l c i n  r e d u c e d  4:>C a  

a c c u m u l a t i o n  in  g i l ls  b y  63  %  a n d  37  % ,  r e s p e c t i v e l y .

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

in  t h e  g i l l s ,  a w a t e r  C d  c o n c e n t r a t i o n  h a d  t o  b e  e s t a b l i s h e d  t h a t  d i d  n o t  i n f l u e n c e
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F ig .  1. ( A )  4T)Cc\ a n d  1(,lj,C d  a c c u m u l a t i o n  in  gill  s o f t  t i s s u e  a f t e r  m a n i p u l a t i o n  o f  a p i c a l  

m e m b r a n e  p e r m e a b i l i t y .  V a l u e s  r e p r e s e n t  m e a n s  ±  s . e .  (A^ =  6 ) .  A l l  v a l u e s  w e r e  

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  t h e i r  r e s p e c t i v e  c o n t r o l s .  C S ,  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  o f  

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

h y p o c a l c i n ;  C o  ( 1 0 -4  m o l l - 1 ) a n d  L a  ( 1 0 ~6 m o l l - 1 ) ,  n o m i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  C o 2+ 

o r  L a 3+ in  t h e  w a t e r  d u r i n g  t h e  f lu x  m e a s u r e m e n t ;  N D ,  n o t  d e t e r m i n e d .  ( B )  W h o l e -  

b o d y  C a 2+ a n d  C d 2+ i n f l u x  a f t e r  m a n i p u l a t i o n  o f  a p i c a l  m e m b r a n e  p e r m e a b i l i t y .
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t h e  a p ic a l  p e r m e a b i l i t y  to  C d 2 + d u r i n g  t h e  1 h ll|L)C d  a c c u m u l a t i o n  m e a s u r e m e n t .  

S in c e  e v e n  a  4 h e x p o s u r e  to  0* 1 / /m o l  1“ 1 C d  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  C d 2+ ( o r  C a 2 + ) 

a c c u m u l a t i o n  ( s e e  F ig s  2 ,  3 ) ,  th i s  c o n c e n t r a t i o n  w a s  u s e d .  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  

t r e a t m e n t s  t h a t  d e c r e a s e d  4:>C a  a c c u m u l a t i o n  h a d  a s i m i l a r ,  a n d  p r o p o r t i o n a l ,  

e f f e c t  o n  1(|L;C d  a c c u m u l a t i o n  in  t h e  g il ls  ( F ig .  1 A ) .

F ie .  I B  s u m m a r i z e s  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  t r e a t m e n t s  o n  C a 2+ a n d  C d 2+ in f lu x .  C a 2 1 

in f lu x  d e c r e a s e d  b y  77 %  w h e n  L a C l 3 w a s  a d d e d  t o  t h e  w a t e r .  I n j e c t i o n s  o f  

S t a n n i u s  e x t r a c t s  a n d  o f  h y p o c a l c i n  r e d u c e d  C a “ in f lu x  b y  5 5 %  a n d  4 3 % ,  

r e s p e c t i v e l y .  C o m p a r a b l e  e f f e c t s  w e r e  a l s o  f o u n d  o n  t h e  C d 2+ in f lu x  (F ig .  I B ) .  

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

in  t h e  g i l ls  is a c c o m p a n i e d  b y  a  r e d u c t i o n  in  w h o l e - b o d y  in f lu x  o f  t h e  io n s .

Effects o f  Cd2+ exposure on influx2 +

F ig .  2 A  s h o w s  t h e  e f f e c t s  o f  t i m e  o f  e x p o s u r e  to  e x o g e n o u s  C d 24' o n  t h e  4:>C a  

a c c u m u l a t i o n  r a t e  in  gill e p i t h e l i u m .  A  t i m e - r e l a t e d  i n h i b i t i o n  o f  4:"C a  a c c u m u ­

l a t i o n  w a s  f o u n d ,  w i t h  a s ig n i f i c a n t  2 5 %  i n h i b i t i o n  a f t e r  6 h o f  e x p o s u r e  to

0 -1  ¿ ¿ m o l l -1 C d ,  a n d  w i th  6 0 %  a n d  7 0 %  i n h i b i t i o n  a f t e r  9 a n d  17 h ,  r e s p e c t i v e l y ,  

o f  e x p o s u r e  to  0 -1  /¿m ol I-1 C d  ( e x p o s u r e  t i m e  to  C d 2+ i n c l u d e d  p r e - e x p o s u r e  a n d  

t h e  l h  f lux  p e r i o d ) .  W h e n  fish w e r e  e x p o s e d  t o  T 0 / / m o l l -1 C d ,  h o w e v e r ,  4:>C a  

a c c u m u l a t i o n  w a s  i n h i b i t e d  b y  2 5 %  w i t h i n  1 h ( w i t h o u t  p r e - e x p o s u r e ) ,  w h e r e a s  a 

m a x i m u m  i n h i b i t i o n  o f  6 0 %  w a s  o b s e r v e d  a f t e r  3 - 4 h o f  e x p o s u r e .  T h e  s a m e  

m a x i m u m  i n h i b i t i o n  o f  4:"C a  a c c u m u l a t i o n  w a s  r e a c h e d  f o r  0-1  a n d  1 - 0 / /m o l  l -1 

C d .  E x p o s u r e  o f  t r o u t  f o r  16-5 h to  1-0  ¿¿mol l -  C d  d id  n o t  a f f e c t  “~ N a  

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

T h e  e f f e c t s  o f  e x o g e n o u s  C d 2+ o n  w h o l e - b o d y  C a 2+ a n d  N a + in f lu x  a r e  s h o w n  

in F ig .  2 B .  E x p o s u r e  to  0-1 ¿ / m o l l -1 C d  f o r  u p  t o  6 h h a d  n o  s ig n i f i c a n t  e f f e c t  o n
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F ig .  2.  ( A )  E f f e c t s  o f  C d 2 + e x p o s u r e  t i m e  o n  4>C a  ( C X # )  a n d  22N a  ( A )  a c c u m u l a t i o n  

in gill  s o f t  t i s s u e .  T r a c e r  a c c u m u l a t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  a f t e r  1 h  o f  e x p o s u r e .  T h e  

n o m i n a l  C d  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  0 - 1 / / m o l  l “ 1 o r  1-0 / / m o l l - 1 , b o t h  d u r i n g  ( p r e -  

e x p o s u r e  t o  C d 2+ a n d  d u r i n g  e x p o s u r e  t o  t h e  t r a c e r .  P o i n t s  r e p r e s e n t  m e a n s  ±  s .E .  

(N = 6 ). P o i n t s  m a r k e d  w i t h  a n  a s t e r i s k  a r e  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  t h e i r  r e s p e c t i v e  

c o n t r o l s  a t  z e r o  t i m e .  ( B )  E f f e c t s  o f  e x p o s u r e  t o  C d 2+ o n  w h o l e - b o d y  C a 2+ ( O , # )  a n d  

N a + ( A )  i n f lu x .
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F ig .  3.  ( A )  E f f e c t s  o f  e x p o s u r e  t o  C d 2 + o n  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f 109C d  in  gill  s o f t  t i s s u e .  

P o i n t s  r e p r e s e n t  m e a n s  ±  s . e . (N = 6 ) .  P o i n t s  m a r k e d  w i t h  a n  a s t e r i s k  a r e  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  t h e i r  r e s p e c t i v e  v a l u e s  a t  l h  o f  e x p o s u r e .  ( B )  E f f e c t s  o f  e x p o s u r e  to  

C d 2 + o n  w h o l e - b o d v  C d 2+ in f lu x .

C a 2 + in f lu x ,  b u t  a f t e r  9 a n d  17 h C a 2+ in f lu x  w a s  i n h i b i t e d  b y  6 7 %  a n d  8 7 % ,  

r e s p e c t i v e l y .  W i t h  l / z m o l l _1 e x o g e n o u s  C d ,  C a 2+ in f lu x  w a s  s ig n i f i c a n t ly  ( 4 9 % )  

i n h i b i t e d  w i t h i n  l h  o f  e x p o s u r e ,  a n d  a f t e r  3 - 4 h o f  e x p o s u r e  a  m a x i m u m  8 0 %  

i n h i b i t i o n  w a s  o b s e r v e d .  E x p o s u r e  o f  fish to  1 /¿m o l I-1 C d  f o r  16*5 h h a d  n o  e f f e c t

o n  N a + in f lu x .

Effects o f  Cel2+ exposure on Cd2+ in flux

T h e  e f f e c t s  o f  e x o g e n o u s  C d 2+ o n  t h e  1(WC d  a c c u m u l a t i o n  in  gill e p i t h e l i u m  a r e  

s h o w n  in  F ig .  3 A .  E x p o s u r e  to  0*1 /¿m o l I-1 C d  f o r  u p  to  4 h  h a d  n o  s ig n i f i c a n t

e f f e c t ,  b u t  C d  a c c u m u l a t i o n  d e c r e a s e d  b y  6 4 %  a f t e r  6 h  a n d  b y  75 %  a f t e r  17 h  

o f  e x p o s u r e  t o  C d 2 + . W i t h  T O  ¿¿mol l -1 C d  in  t h e  w a t e r ,  s ix  t i m e s  m o r e  C d 2+ 

a c c u m u l a t e d  in  gill s o f t  t i s s u e  t h a n  w i th  0*1 /¿m ol I-1 C d  in  t h e  w a t e r .  I f  w e  

d e s i g n a t e  C d 2+ a c c u m u l a t i o n  a f t e r  l h  a s  1 0 0 % ,  a n  8 0 %  i n h i b i t i o n  o c c u r r e d  

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

o b s e r v e d  a f t e r  l o n g e r  e x p o s u r e  ( u p  t o  17 h ) .

I n  F ig .  3 B  t h e  e f f e c t s  o f  e x o g e n o u s  C d 2 } o n  w h o l e - b o d y  C d 2+ in f lu x  a r e  s h o w n .  

T h e  C d 2+ in f lu x  a t  0 -1  / /m o l  P 1 e x t e r n a l  C d  w a s  a r o u n d  3 -4  n m o l  h - 1 1 0 0 g — 1 f ish .

E x p o s u r e  to  0 - 1 /¿m o l l -1 C d  f o r  4 h  d id  n o t  s ig n i f i c a n t ly  a f f e c t  C d “ + in f lu x .  

H o w e v e r ,  a f t e r  6 h o r  m o r e  C d 2+ in f lu x  d e c r e a s e d  b y  5 5 % .  In  fish  e x p o s e d  to  

T O  / /m o l  I-1 C d  f o r  l h ,  C d 2 * in f lu x  w a s  a r o u n d  60  n m o l  h -1 100 £-1 f ish ,  18 t i m e s
I 7  C /_ I ^ .

h i g h e r  t h a n  in  t h o s e  e x p o s e d  t o  0*1 / / m o l l -  C d .  C d “ in f lu x  d u r i n g  t h e  s e c o n d  

h o u r  o f  e x p o s u r e  t o  l / z m o l l “ 1 C d  a n d  t h e r e a f t e r  d e c r e a s e d  b y  8 0 % .

24-

Discussion

T w o  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  th i s  s t u d y .  C d 2+ in  t h e  w a t e r  a t  a
• O -4- 9  i

c o n c e n t r a t i o n  t h a t  p r o v o k e s  a  s p e c i f ic  h y p o c a l c a e m i a  i n h i b i t s  b o t h  C a “ ‘ a n d  C d “ 

in f lu x ,  b u t  n o t  N a + in f lu x .  T h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  C d 2+ is c o n c e n t r a t i o n -  a n d
• • • O | # o i

t i m e - d e p e n d e n t .  T r e a t m e n t s  t h a t  i n h i b i t  b r a n c h i a l  C a “ in f lu x  ( e x p o s u r e  to  La~
•  •  •  * ^  # 

in  t h e  w a t e r  o r  h y p o c a l c i n  i n j e c t i o n s )  i n h i b i t  b r a n c h i a l  C d “ in f lu x  f r o m  t h e  w a t e r .
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Trans epithelial Cd2+ influx

T h e  m a i n  p u r p o s e  o f  o u r  s t u d y  w a s  t o  e x a m i n e  h o w  C d 2 1 p a s s e s  a c r o s s  t h e  

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

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

io n ic  r a d i u s  o f  C a 2+ a n d  C d 2 + .

W h o l e - b o d y  C d 2+ in f lu x  a m o u n t e d  t o  3 * 4 n m o l h _1 1 0 0 g -1 f ish  a t  0*1 / / m o l l -1
■ /  ^  *

e x t e r n a l  C d  a n d  6 1 - 9 n m o l h -1  1 0 0 g — 1 fish a t  1 - 0 / / m o l l “ 1 C d .  T h e s e  v a l u e s  f o r  

w h o l e - b o d y  C d 24 i n f lu x e s  a r e  o f  t h e  s a m e  o r d e r  a s  t h e  v a l u e s  f o u n d  b y  P a r t  &  

S v a n b e r g  (1 9 8 1 )  f o r  C d 2 1 in f lu x  in i s o l a t e d  h e a d  p r e p a r a t i o n s  o f  t r o u t .  T h e s e  

r e s u l t s  e x t e n d  t h e  o b s e r v a t i o n s  o f  W i l l i a m s  &  G i e s y  (1 9 7 8 )  t h a t  t h e  g il ls  a r e  t h e  

p r e d o m i n a n t  s i t e  o f  C d 24 in f lu x .  O u r  f i n d in g  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  C d 24 in f lu x  is 

a c c o m p a n i e d  b y  a d e c r e a s e  in  C d 24 a c c u m u l a t i o n  in gill s o f t  t i s s u e  e s t a b l i s h e s  t h a t  

t h e  C d 2+ in f lu x  is t r a n s c e l l u l a r .

Cd2+ accumulation in branchial epithelium

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

t h a t  C d 24 m a y  b e  t r a n s f e r r e d  a c r o s s  t h e  a p ic a l  m e m b r a n e  via L a 3 + - i n h i b i t a b l e  

C a 24 c h a n n e l s  ( V e r b o s t  et al. 1 9 8 7 « ) .  T h e  p r e s e n t  r e s u l t s  o n  i n t a c t  t r o u t  c o n f i r m

a n d  e x t e n d  t h e s e  e a r l i e r  f in d in g s :  b o t h  L a " 1 t r e a t m e n t  a n d  h y p o c a l c i n  t r e a t m e n t  

d e c r e a s e  C a 24 a n d  C d 2+ a c c u m u l a t i o n  in  t h e  s i l l s .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  i n d i c a t e  a n  

e f f e c t  o f  h y p o c a l c i n  o n  a p i c a l  m e m b r a n e  C a 24 c h a n n e l s ,  a n d  t h u s  a l s o  e x t e n d  t h e  

d a t a  o f  L a f e b e r  et al. ( 1 9 8 8 « ) ,  w h o  s h o w e d  t h a t  h y p o c a l c i n  i n h i b i t s  t r a n s e p i t h e l i a l  

C a 2+ in f lu x .  M o r e o v e r ,  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  b o t h  C a 24 a n d  C d 24 a c c u m u l a t i o n  

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

via t h e  s a m e  p a t h w a y .

Whole-body Cd2+ and Ca2+ influx

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

t r a n s c e l l u l a r  C a 24 a n d  C d 24 f lu x ,  b o t h  w h o l e - b o d y  C a 24 a n d  w h o l e - b o d y  C d 21 

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

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

to  b e  t h e  s a m e ,  b e c a u s e  o f  t h e  d i f f e r e n c e s  in  t i s s u e  s t a t u s  o f  t h e  i o n s  ( a t  t h e  

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

a n d  n o  C d ) .  H o w e v e r ,  i f  e p i t h e l i a l  c e l l s  w e r e  u n 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  C a 24 

a n d  C d 2 + , 1(,yC d  c o u l d  b e  u s e d  a s  C a 2 1 t r a c e r  ( a n d  4:" C a  a s  C d 24 t r a c e r ) .  T h e  

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

b e t w e e n  C a 24 a n d  C d 24 ( 109C d  b e i n g  d i f f e r e n t i a l l y  a c c u m u l a t e d  in  t h e  g il ls  

c o m p a r e d  w i th  4>C a ,  u s in g  s i m i l a r  a m o u n t s  o f  r a d i o a c t i v i t y ) ,  w h ic h  i n d i c a t e s  a  

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

T o  u n d e r s t a n d  t r a n s e p i t h e l i a l  C d 24 u p t a k e  it is i m p o r t a n t  t o  k n o w  h o w  C d 24 

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

a n  A T P - d r i v e n  t r a n s l o c a t i o n  f r o m  e x p e r i m e n t s  w i th  b a s o l a t e r a l  m e m b r a n e  v e s ­

i c le s  in  o u r  l a b o r a t o r y  ( r e s u l t s  n o t  s h o w n ) ,  a n d  b e c a u s e  t h e  t r a n s e p i t h e l i a l  C d 24'
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in f lu x  is t o o  h ig h  t o  b e  e x p l a i n e d  b y  d i f f u s i o n  t h r o u g h  a p u r e  l ip id  b i l a y e r ,  s o m e  

m e c h a n i s m  o f  f a c i l i t a t e d  d i f f u s i o n  s e e m s  l ik e ly .  A  s i m i l a r  c o n c l u s i o n  w a s  d r a w n  

f o r  C d 2+ t r a n s f e r  t h r o u g h  b a s o l a t e r a l  m e m b r a n e s  in r a t  d u o d e n u m  ( F o u l k e s ,

1 9 8 6 ) .

S h o r t - t e r m  r e g u l a t i o n  o f  t r a n s e p i t h e l i a l  C a 2+ in f lu x  t a k e s  p l a c e  a t  t h e  l e v e l  o f  

t h e  a p i c a l  m e m b r a n e ,  w h ic h  is u n d e r  t h e  c o n t r o l  o f  f a s t - a c t i n g  h y p o c a l c i n  ( L a f e b e r

et al. 1 9 8 8 « ) .  I n d e e d ,  t h e  t r a n s e p i t h e l i a l  in f lu x  o f  C a 2+ p r o v e d  to  b e  p r o p o r t i o n a l l y
^  1  •  •  ^  |  

r e l a t e d  t o  C a~  a c c u m u l a t i o n  in  t h e  g i l ls .  T h e  r a t e  o f  t r a n s p o r t  o f  C d  via t h e  g il ls

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

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

In  t h e  c a l c u l a t i o n s  o f  C a~  a c c u m u l a t i o n  a n d  C d~  in f lu x ,  w e  h a v e  a s s u m e d  t h a t

n o  b a c k f l u x  f r o m  c y t o s o l  t o  w a t e r  o r  f r o m  b l o o d  to  c y t o s o l  o c c u r r e d .  T h i s

a s s u m p t i o n  s e e m s  j u s t i f i e d  a s  t h e  in f lu x  o f  C d 2 } is v e r y  lo w  (6 2  n m o l  h ~ '

lO O g - 1 f ish  in  w a t e r  c o n t a i n i n g  1-0 tumo\ P 1 C d  a n d  0 -7  m m o l  1“ 1 C a )  a n d  t h e  C d 2+

s p a c e  is l a r g e .  A l s o ,  b a c k f l u x  o f  C d - ' t h r o u g h  t h e  a p i c a l  m e m b r a n e  w ill  b e

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

( t h e  c y t o s o l  b e i n g  n e g a t i v e ;  P e r r y  &  F l i k ,  1988) .

Transepithelial N a+ influx

C h l o r i d e  c e l l s  a r e  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  a s  t h e  s i t e s  o f  N a + u p t a k e  in  t h e  g il ls  

( A v e l l a  et al. 1987) .  T h e  N a  1 / K + - A T P a s e  a c t i v i t y ,  l o c a t e d  in  t h e  b a s o l a t e r a l  

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

t r a n s e p i t h e l i a l  N a + u p t a k e  in  fish  g i l ls  ( d e R e n z i s  &  B o r n a c i n ,  1 9 8 4 ) .  B r a n c h i a l  

N a + in f lu x  is n o t  a f f e c t e d  b y  C d 2+ e x p o s u r e ,  in  c o n t r a s t  t o  C a 2+ in f lu x ,  w h i c h  a l s o  

d e p e n d s  o n  A T P a s e  a c t iv i t y  ( C a 2+ - A T P a s e ;  F l ik  et al. 1985)  c o l o c a l i z e d  w i t h  

N a + / K + - A T P a s e .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  N a + / K + - A T P a s e  a c t iv i t y  is n o t  i n h i b i t e d  b y
0  -1- 0  -A-

C d “ c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  i n h i b i t  C a~  - A T P a s e .  T h i s  is in  a g r e e m e n t  w i t h  in vitro 

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

C a 2 + - A T P a s e  f o r  C d 2 + . T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  C d 2+ c a u s i n g  5 0 %  i n h i b i t i o n  in 

vitro o f  N a  + / K + - A T P a s e  f r o m  v a r i o u s  o r i g i n s ,  f o r  i n s t a n c e  r a b b i t  p r o x i m a l  t u b u l e  

( D i e z i  et al. 1 9 8 8 ) ,  c u l t u r e d  v a s c u l a r  s m o o t h  m u s c l e  c e l l s  ( T o k u s h i g e  et al. 1984)  o r  

r a t  b r a i n  s y n a p t o s o m e s  ( L a i  et al. 1980) is in  t h e  m i c r o m o l a r  r a n g e .  W e  f o u n d  f o r  

t r o u t  g i l l s ,  t h a t  t h e  b r a n c h i a l  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  ( p N P P a s e )  a c t i v i t y ,  

w h i c h  r e f l e c t s  t h e  K + - d e p e n d e n t  d e p h o s p h o r y l a t i o n  s t e p  in  t h e  N a  + / K + - A T P a s e  

r e a c t i o n  c y c l e ,  w a s  i n h i b i t e d  b y  5 0  %  b y  0 -2 5  /¿m o l 1“ 1 C d 2+ ( G .  F l i k ,  u n p u b l i s h e d  

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

c a u s e s  i n h i b i t i o n  o f  C a 2+ in f lu x  m u s t  b e  b e l o w  t h e  m i c r o m o l a r  r a n e e ,  a s  N a  

in f lu x  w a s  n o t  a f f e c t e d .  S u c h  a  l o w  c y t o s o l i c  C d  c o n c e n t r a t i o n  a l s o  e x c l u d e s  

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

t h e  m i c r o m o l a r  r a n g e  ( F l i k  et al. 1 9 8 7 ) .  T h e  f o r m a t i o n  o f  C d 2 + - c a l m o d u l i n  

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

S u z u k i  et al. 1 9 8 5 ) .  T h e  p r e s e n t  r e s u l t s  d o  n o t  s u p p o r t  s u c h  a  c a l m o d u l i n - m e d i a t e d  

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

+
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O u r  d a t a  s h o w  t h a t  C a  a n d  C d~  e n t e r  t h e  g il ls  via t h e  s a m e  r o u t e .  T h i s  

i m p l i e s  t h a t  C d 2+ is c o n c e n t r a t e d  in  t h e  i o n - t r a n s p o r t i n g  c e l ls  o f  t h e  g i l ls ,  t h e  

c h l o r i d e  c e l l s ,  s in c e  t h e s e  c e l ls  a c c o u n t  f o r  t h e  b r a n c h i a l  C a 2+ t r a n s p o r t  ( F e n w i c k ,

1 9 8 9 ) .  A s  a  c o n s e q u e n c e ,  i n h i b i t i o n  o f  C a 24 t r a n s p o r t  w il l  o c c u r  a s  s o o n  a s  C d  

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

( V e r b o s t  et al. 1988) .  H o w e v e r ,  t h e  p r e s e n t  r e s u l t s  a l s o  s h o w  a r e d u c t i o n  in  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 24 in  g i l ls  a f t e r  p r o l o n g e d  C d 2+ e x p o s u r e .  W e  s u g g e s t  

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

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

h y p o t h e s i s  is s u p p o r t e d  b y  s e v e r a l  o b s e r v a t i o n s .  F i r s t ,  t h e  i n h i b i t i o n  b y  C d 24 is 

n o t  a c u t e ,  in  c o n t r a s t  t o  t h e  i n h i b i t i o n  b y  L a ' + ( V e r b o s t  et al. 1 9 8 7 « ) .  M o r e o v e r ,  

s h o r t - t e r m  e x p o s u r e  to  C d 2+ (0 -1  ¿ ¿ m o l l -1 C d )  h a s  n o  e f f e c t  o n  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 2+ in  t h e  t i s s u e ,  w h e r e a s  l o n g - t e r m  e x p o s u r e  (1 7  h )  d e c r e a s e s  

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 2 + . S e c o n d ,  l o n g - t e r m  e x p o s u r e  to  C d 2+ d e c r e a s e s  

t h e  r a t e  o f  a c c u m u l a t i o n  o f  C d 2+ in  t h e  g i l ls ,  w h e r e a s  s h o r t - t e r m  e x p o s u r e  t o  C d 2 + 

h a s  n o  e f f e c t .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  i n d i c a t e  t h a t  C a 2+ c h a n n e l s  b e c o m e  b l o c k e d  

w h e n  C d 24~ a c c u m u l a t e s  in  t h e  e p i t h e l i a l  c e l l s ,  a s  h a p p e n s  a f t e r  a  p r o l o n g e d  

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

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

a t  m u c o s a l  s i t e s ,  b e c a u s e  t h e  i n h i b i t i o n  o f  in f lu x  is n o t  i n s t a n t a n e o u s .

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

a p i c a l  m e m b r a n e  t o  C a 24* ? O n c e  C d 2+ h a s  e n t e r e d  t h e  C a 2 + - t r a n s p o r t i n g  ce l l  it 

c o u l d  a f f e c t  t h e  C a 24- c h a n n e l s  in  s e v e r a l  w a y s .  T h e  b a s o l a t e r a l  C a 2+ p u m p  h a s  a n  

e x t r e m e l y  h ig h  a f f in i ty  f o r  C d 24 (/ 50 =  3 n m o l P 1; V e r b o s t  et al. 1988) a n d ,  

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

W e  s u g g e s t  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  t h e  C a 2+ p u m p  l e a d s  t o  a n  i n c r e a s e d  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 ,  [ C a 24 ] i . P o s s i b l y ,  [ C a 2 + ]j r i s e s  t o  l e v e l s  t h a t  c lo s e  t h e  a p ic a l  

m e m b r a n e  C a 24 c h a n n e l s .  T h u s ,  [ C a 2 + ]j s e r v e s  a s  a f e e d b a c k  s ig n a l  to  c o n t r o l  

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

s m a l l  i n t e s t i n e  e n t e r o c y t e s  ( V a n  O s ,  1987) .  B o t h  a n  o v e r c a p a c i t y  o f  C a 24 p u m p s  

a n d  b u f f e r i n g  o f  C d 24 b y  c y t o s o l i c  b i n d i n g  p r o t e i n s  c o u l d  e x p l a i n  t h e  d e l a y  in  t h e  

i n h i b i t i o n  o f  C a 2+ u p t a k e  b y  C d 2 + .

T o  t e s t  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  C d 24' c l o s e s  C a 2+ c h a n n e l s  b y  i n c r e a s i n g  [ C a 24 ]j 

w o u l d  r e q u i r e  e x a m i n a t i o n  w i th  C a 2+ f l u o r o c h r o m e s  to  s h o w  t h e  p r e d i c t e d  r i s e  in  

[ C a 2 + ]j. H o w e v e r ,  th i s  w a s  n o t  f e a s i b l e  b e c a u s e  C d 2+ q u e n c h e s  Q u i n 2  f l u o r ­

e s c e n c e  a n d  i n t e r f e r e s  w i t h  C a 2 + - d e p e n d e n t  f l u o r e s c e n c e  o f  F u r a - 2  a n d  I n d o - 1  (P .  

M .  V e r b o s t  &  G .  V i s s e r ,  p e r s o n a l  o b s e r v a t i o n s ) .  T h e  C a 24' b i n d i n g  s i t e s  o f  F u r a - 2  

a n d  I n d o - 1  a r e  E G T A - t y p e  s i t e s  ( T s i e n ,  1980)  w i th  a  m u c h  h i g h e r  a f f in i ty  f o r  C d 2+ 

t h a n  f o r  C a 24 ( S i l l e n  &  M a r t e l l ,  1964 ) .  T h e r e  is ,  h o w e v e r ,  i n d i r e c t  e v i d e n c e  f o r  a 

r i s e  in  [ C a 24 ]j u p o n  e x p o s u r e  to  C d 2+ o f  v a r i o u s  o t h e r  ce l l  t y p e s :  e r y t h r o c y t e s  

s h o w  a n  a c c e l e r a t i o n  in  a g e - r e l a t e d  c h a n g e s  ( K u n i m o t o  et al. 1 9 8 5 ) ,  p r o t e i n  

p h o s p h o r y l a t i o n  in  h u m a n  p l a t e l e t s  is i n c r e a s e d  ( P e z z i  & C h e u n g ,  1987) ,  w a t e r  

a b s o r p t i o n  in  r a t  d u o d e n u m  is r e d u c e d  ( T o r a a s o n  &  F o u l k e s ,  1984)  a n d  in  r a t

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

p a s e s  a n d  p r o t e a s e s  a r e  a c t i v a t e d  ( T o u r y  et al. 1 9 8 5 ) .  A l l  t h e s e  p h e n o m e n a  a r e  

k n o w n  t o  b e  m e d i a t e d  b y  a r i s e  in  [ C a 2+ ]j. In  h u m a n  l y m p h o c y t e s  C d 2+ p r o d u c e s  

a n  i n c r e a s e  in  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  4>C a  a n d  in  t h e  r a t e  o f  m i t o g e n e s i s  ( P a r k e r ,

1 9 7 4 ) .  T h e  l a t t e r  e f f e c t  is a l s o  d e p e n d e n t  o n  a  r i s e  in  [ C a 2 + ], ( P a r k e r ,  1974 ) .

A l t h o u g h  a p i c a l  m e m b r a n e  C a~  c h a n n e l s  m a y  a l s o  b e  a f f e c t e d  in  f ish  e x p o s e d  

to  C d~  , w e  c o n c l u d e  t h a t  C a~  t r a n s p o r t  in  t h e  g il ls  b e c o m e s  i n h i b i t e d  p r i m a r i l y
I

b e c a u s e  t h e  b a s o l a t e r a l  m e m b r a n e  C a  p u m p  h a s  s u c h  a n  e x t r e m e l y  h ig h
- 4 -

s e n s i t i v i t y  to  C d~  . T h i s  c o n c l u s i o n  f o r  f ish  g il ls  m a y  b e  e x t e n d e d  to  e x p l a i n  

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

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

k i d n e y  a n d  r a t  i n t e s t i n a l  t i s s u e s  ( V e r b o s t  et al. 1 9 8 7 b)  c o n f i r m  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  

t h e  gill m o d e l .

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  t h 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 i o l o g i c 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  t h e  D u t c h  O r g a n i s a t i o n  f o r  

S c ie n t i f i c  R e s e a r c h  ( N W O ) .  M r  F .  A .  T .  S p a n i n g s  is t h a n k e d  f o r  h is  e x c e l l e n t  fish  

h u s b a n d r y .
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