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T h e  changes  in p o t e n t i a l  obse rved  b y  s u b s t i t u t i n g  su l fa te  
a n d  chol ine  r e spec t i ve ly  for  ch lor ide  a n d  s o d i u m  i n d i c a t e  
t h a t  b o t h  t h e  ions p e r m e a t e  more  f ree ly  f r o m  serosa l  to  
mucosa l  s ide t h a n  in t h e  oppos i te  d i rec t ion .  

A c t i v e  t r a n s p o r t  of s o d i u m  a n d  chlor ide  h a s  b e e n  dem-  
o n s t r a t e d  in t h e  f ish gall  b l a d d e r  b y  DIAMONDll, a n d  in 
t h e  r a t  i leum, in vivo,  b y  CURRAN a n d  SOLOMON ~*. I n  t he  
p r e s e n t  s tudy ,  1 0 - ~ M  o u a b a i n  a n d  2, 4 - d i n i t r opheno l  h a d  
no  no t i ceab le  effect  on  t h e  p o t e n t i a l  d i f ferences  genera ted ,  
l ead ing  to  t h e  conc lus ion  t h a t  a c t i v e  t r a n s p o r t  was  n o t  in-  
v o l v e d  in  o u r  obse rva t i ons .  T h e  sources  of sod ium a n d  
ch lor ide  in  f r e s h w a t e r  f ish a re  food a n d  wate r .  T h e y  can  
ac t i ve ly  a b s o r b  s o d i u m  a n d  ch lor ide  a g a i n s t  a h i g h  con-  
c e n t r a t i o n  g r a d i e n t  ~a R a p i d  d i f fus ion  of sod ium f rom the  
serosal  side def in i te ly  sugges ts  t h a t  a b s o r p t i o n  of t he  ion 
is n o t  accompl i shed  t h r o u g h  t h e  m i d g u t  x*, 

Zusammen[assung. D u r c h  Ver~Lnderung des i n n e r n  oder  
~kussern Milieus b e i m  i so l ie r ten  M i t t e l d a r m  eines Tele-  
os t le rs  wi rd  da s  P o t e n t i a l  q u e r  zu r  ~vVand v e r ~ n d e r t .  Dies  

e r m 6 g t i c h t  Schli isse au f  die I o n e n w a n d e r u n g  u n d  d a m i t  
I o n e n r e g u l a t i o n  dieses Sfisswasserfisches.  

S. DATTA 15 a n d  N. B. SAVAGE 

Department o/Zoology, University o~ Massachusetts, 
Amherst (Massachusetts, USA),  16 November 7967. 

n j.M.DIAMOND, J. Physiol. 76/, 474 (1962). 
12 P.F.CuRRAN and A. K. SOLOMON, J. gen. Physiol. d?, 143 (1957). 
is C.L. P~OSSE~ and F.A. BROWN, Comparative Animal Physiology, 

2nd edn. (W. B. Saunders Co., Philadelphia 1962). 
14 Acknowledgment: This work was carried out at the University of 

Massachusetts during the tenure of the authors as graduate stu- 
dents. The authors wish to thank Dr. W. R. HARVEY and J. L. RO- 
BERTS for encouragement and facilities. 

1~ Present address: Department of Zoology and Entomology, Uni- 
versity of Kalyani, Nadia, West Bengal. India. 

N o r a d r e n a l i n - F r e i s e t z u n g  aus  i so l ier ten  H y p o t h a l a m u s - V e s i k e l n  

"v-ersuche m i t  i so l ie r ten  H y p o t h a l a m u s - V e s i k e l n  h a b e n  
e rgeben ,  dass  bei  d e r  I n k u b a t i o n  bei  37 °C N o r a d r e n a l i n  
s p o n t a n  f re igese tz t  w i rd  u n d  ferner ,  dass  die s p o n t a n e  
A m i n a b g a b e  d u t c h  Ka l z i um  u n d  Ace ty t cho l in  ges t e ige r t  
w i rd  x. ]3eide S u b s t a n z e n  s ind  in de r  Lage,  a u c h  die spon-  
t a n e  N o r a d r e n a l i n - F r e i s e t z u n g  aus  den  a m i n s p e i c h e r n d e n  
P a r t i k e l n  de r  s y m p a t h i s c h e n  Gang l i en  u n d  N e r v e n  zu 
e r h 6 h e n  ~, w ~ h r e n d  aus  den  c h r o m a f f i n e n  G r a n u l a  des 
N e b e n n i e r e n m a r k s  die H o r m o n a b g a b e  d u r c h  K a l z i u m  je-  
d o c h  n i c h t  d u t c h  Ace ty l cho l in  2-4 ges te ige r t  wird.  

t n  de r  v o r l i e g e n d e n  A r b e i t  w u r d e  die VVirkung de r  
m o n o v a l e n t e n  I o n e n  N a t r i u m  u n d  K a l i u m  sowie v o n  
N i k o t i n  au f  die A m i n - F r e i s e t z u n g  u n t e r s u c h t .  

Methoden. N o r a d r e n a l i n s p e i c h e r n d e  Vesikel  v o m  
S c h w e i n e - H y p o t h a l a m u s  wurden ,  wie f r i iher  beschr i eben ,  
d u r c h  D i f f e r en t i a l zen t r i fug i e r en  isoliert ,  in  O,3M Sac- 
cha ro se -L6sung  p H  6,8 s u s p e n d i e r t  u n d  60 m i d  l ang  bei  
37 °C i n k u b i e r t  1. Die I n k u b a t e  u n d  die n i c h t  i n k u b i e r t e n  
K o n t r o l l e n  w u r d e n  m i t  O,4N HC10 4 e x t r a h i e r t  x u n d  im 
l ~ b e r s t a n d  die A m i n e  n a c h  de r  M e t h o d e  y o n  PALMER 5, 
i m  R f i c k s t a n d  das  Eiweiss  n a c h  de r  M e t h o d e  y o n  LowRY 
e t  al.~ b e s t i m m t .  D e r  N o r a d r e n a l i n - G e h a l t  de r  Ans~ tze  
w u r d e  p ro  m g  Eiweiss  b e r e c h n e t .  Als A u s g a n g s w e r t  ffir 
die B e r e c h n u n g  der  p r o z e n t u a l e n  N o r a d r e n a l i n - F r e i s e t -  
zung  d i e n t e  de r  N o r a d r e n a l i n - G e h a l t / m g  Eiweiss  de r  
n i c h t  i n k u b i e r t e n  Kon t ro l l en .  Ka lz ium,  N a t r i u m ,  Ka l ium,  
Ace ty l cho l in  u n d  T e t r a c a i n  w u r d e n  als Chloride,  N i k o t i n  
als Base  v e r w e n d e t .  

Versuche. Bei  de r  I n k u b a t i o n  i so l ier ter  H y p o t h a l a m u s -  
Vesikel  be i  37°C w e r d e n  s p o n t a n  24% des  ves ikul / i ren  
N o r a d r e n a l i n s  f re igese tz t  (F igur  1). Z u g a b e  y o n  K a l i u m -  
ch lor id  in  a n s t e i g e n d e n  K o n z e n t r a t i o n e n  f i ih r t  zu e iner  
dos i sabh / ing igen  S t e ige rung  de r  A m i n a b g a b e ,  wobe i  die 
m a x i m a l e  N o r a d r e n a l i n - F r e i s e t z u n g  m i t  20 × 1 0 - 3 M  
K a l i u m c h l o r i d  e r r e i ch t  wird.  A u c h  d u r c h  N a t r i u m - I o n e n  
wird  die s p o n t a n e  A m i n a b g a b e  s t a r k  e r h 6 h t ;  d u r c h  
20 × 1 0 - 3 M  N a t r i u n l c h l o r i d  w e r d e n  57% des  N o r a d r e n a -  
l ins  f re igese tz t  (F igur  1). H 6 h e r e  K o n z e n t r a t i o n e n  (bis 
150 × 1 0 - 3 M  NaCI) s ind n i c h t  in  de r  Lage,  die A m i n -  
F r e i s e t z u n g  wel te r  zu s te igern.  S o m i t  v e r m 6 g e n  n e b e n  
K a l z i u m -  a u c h  N a t r i u m -  u n d  K a l i u m - I o n e n  in  K o n z e n -  

t r a t i o n e n ,  die in  de r  Zelle v o r k o m m e n ,  die A b g a b e  v o n  
N o r a d r e n a l i n  dos isabhXngig  zu e rh6hen .  

U m  fes tzus te l len ,  ob  n e b e n  Ace ty l cho l in  a u c h  a n d e r e  
depo la r i s i e rende  Stoffe die A m i n - F r e i s e t z u n g  bee in f lussen  
k6nnen ,  w u r d e n  H y p o t h a l a m u s - V e s i k e l  m i t  N i k o t i n  in-  
kub ie r t .  Als Vergle ich  w u r d e n  Ver suche  m i t  a n s t e i g e n d e n  
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Fig. 1, Freisetzung von Noradrenalin dureh Natrium (O . . . .  O; 
n = 4) und Kalium ( e - - e  ; n ~ 5). Inkubation: 60 rain bei 37°C. 
Mittelwerte und deren mittlere Fehler. 
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A c e t y l c h o l i n - K o n z e n t r a t i o n e n  d u r c h g e f i i h r t  (Tabel le  1). 
W / i h r e n d  Ace ty lcho l in  eine s t a r k e  u n d  dos isabh/ ing ige  
Z u n a h m e  de r  A m i n - F r e i s e t z u n g  ve ru r sach f ,  i s t  die Wi r -  
k u n g  des  N i k o t i n s  auf  die A b g a b e  y o n  N o r a d r e n a l i n  
schw~cher .  De r  gr6ss te  E f f e k t  wi rd  m i t  0,6 × 10-a2VI 
N i k o t i n  e r r e i ch t ;  h 6 h e r e  K o n z e n t r a t i o n e n  s ind ehe r  un -  
w i rksam,  n iedr igere  K o n z e n t r a t i o n e n  w u r d e n  n i c h t  u n t e r -  
such t .  Wie  bei  den  V e r s u c h e n  m i t  N a t r i u m -  u n d  K a l i u m -  
Ionen ,  so k o n n t e n  a u c h  d u r c h  eine wei tere  S t e i g e r u n g  de r  
A c e t y l c h o l i n - K o n z e n t r a t i o n  im I n k u b a t i o n s m e d i u m  n i c h t  
m e h r  als 60% des vesikul~iren N o r a d r e n a l i n s  f re igese tz t  
werden .  W e d e r  die s p o n t a n e  n o c h  die d u r c h  Ace ty l cho l in  
b e d i n g t e  A m i n a b g a b e  l iessen sich d u t c h  P r o s t i g m i n  beein-  
f lussen I. 

Be i  de r  g le ichzei t igen  I n k u b a t i o n  m i t  K a l z i u m  u n d  
Ace ty lcho l in  wurde  frf iher  ke ine  a d d i t i v e  W i r k u n g  beob-  
a c h t e t k  A u c h  die gleichzei t ige I n k u b a t i o n  m i t  K a l z i u m  
u n d  K a l i u m  bzw.  KMzium u n d  N i k o t i n  (Tabel le  II) f i ih r t  
n i c h t  zu e iner  A d d i t i o n  de r  e inze lnen  "VVirkungen; die 
h 6 c h s t e  A m i n - F r e i s e t z u n g ,  die be i  de r  I n k u b a t i o n  m i t  
e inze lnen  S u b s t a n z e n  ode r  bei  de r  K o m b i n a t i o n  a m i n -  
f r e i se t zende r  Stoffe  erz ie l t  w e r d e n  k a n n ,  betrtLgt Mso 
n i c h t  m e h r  als 6 0 %  des  A m i n - G e h a l t e s  n i c h t i n k u b i e r t e r  
Vesikel.  E s  k a n n  d e s h a l b  a n g e n o m m e n  werden ,  dass  diese 
Stoffe  au f  e inen  lab i len  i n t r aves iku l i t r en  <~Pool, e inwi rken  
u n d  d a m i t  n u r  e inen  Teil  des in  den  Ves ike ln  gespe iche r t en  
N o r a d r e n a l i n s  f re i se tzen  k6nnen .  D e m g e g e n i i b e r  s ind  
h o h e  P r e n y l a m i n - K o n z e n t r a t i o n e n  (1,2 × 10-3M)  in de r  
Lage,  die h y p o t h a l a m i s c h e n  Vesikel  f a s t  vollst~indig a n  
N o r a d r e n a l i n  zu v e r a r m e n  1, wah r sche in l i ch  d u r c h  zus~itz- 
l iche E i n w i r k u n g  auf  e inen  a n d e r e n  i n t r a v e s i k u l ~ r e n  
*Pool*. F i i r  die E x i s t e n z  v e r s c h i e d e n e r  ~Pools~) in  den  
a m i n s p e i c h e r n d e n  P a r t i k e l n  s y m p a t h i s c h e r  N e r v e n  spre-  
chen  die B e f u n d e  y o n  STJXRNE 7. 

Tabelle I. Freisetzung you Noradrenalin durch Acetylcholin und, 
Nikotin 

Substanz X 10-4M Noradrenalin 
% Abnahme 

Acctylcholin 0 26,82 -4- 7,61 
0,17 33,81 4- 8,48 
0,55 46,11 4- 4,70 
1,65 51,44 4- 5,47 

Nikotin 0 23,40 -I- 2,76 
0,6 34,32 -b 4,63 
2,4 29,79 4- 1,94 
9,6 26,38 4- 6,14 

Inkubation: 60 rain bei 37"C. Mittelwerte yon 3 (Acetylcholin) 
bzw. 5 (Nikotin) Versuchen und deren mittlere Fehler. 

Tabelle II. Freisetzung yon Noradrcnalin durch Kalzium, Kalium 
und Nikotin 

Suhstanz × 10-SM Noradrenalin 
% Abnahme 

25,20 -b 2,73 
Kalzium 1,25 45,94 4- 2,34 
Kalium 10 48,37 4- 4,66 
Kalzium + 1,25 55,63 4- 2,74 
Kalium I0 
Nikotin 0,06 34,32 "4- 4,63 
Katzium + 1,25 46,92 ± 6,56 
NikGtin 0,06 

Inkubation: 60 min bei 37°C. Mittelwerte von 5 Versuchen und 
deren mittlere Fehler. 

A n  isol ier ten  c h r o m a f f i n e n  Zel len e r h 6 h e n  sowohl  Ace- 
t y l cho l in  u n d  N i k o t i u  als a u c h  K a l i u m  die M e m b r a n -  
P e r m e a b i l i t ~ t  fiir KMzium-  u n d  N a t r i u m - I o n e n  u n d  
f i ih ren  s o m i t  zu r  Depolar isa t ionS,~;  die e i n s t r 6 m e n d e n  
K a l z i u m - I o n e n  se t zen  aus  d e n  subze l lu l~ren  P a r t i k e l n  
A m i n  frei  1°. Die V~qrkung dieser  Stoffe  i s t  d e m n a c h  ab-  
h g n g i g  yon  Ka tz ium.  E s  is t  m6gl ich,  dass  diese S u b s t a n z e n  
a u c h  die M e m b r a n - P e r m e a b i l i t ~ t  d e r  Geh i rnves ike l  er-  
h6hen .  F/Jr diese A n n a h m e  spr ich t ,  dass  T e t r a c a i n  d ie  
d u r c h  K a l i u m  b e d i n g t e  Z u n a h m e  de r  B r e n z k a t e c h i n a m i n -  
A b g a b e  vollst~tndig bese i t ig t  (F igur  2), w ~ h r e n d  d u r c h  
die v e r w e n d e t e n  T e t r a c a i n - K o n z e n t r a t i o n e n  (0,25 real  
10-SM) die s p o n t a n e  A m i n - F r e i s e t z u n g  n u r  ger ingfi igig 
v e r m i n d e r t  wird.  Die A m i n - F r e i s e t z u n g  aus  den  h y p o -  
t h a l a m i s c h e n  Ves ike ln  d u r c h  Acety lchol in ,  Niko t in ,  
K a l i u m  u n d  N a t r i u m  is t  j e d o c h  ka lz iumunabh~ ing ig ;  
w a h r s c h e i n l i c h  f i ih ren  diese S u b s t a n z e n  d u r c h  E r h 6 h u n g .  
de r  M e m b r a n - P e r m e a b i l i t / i t  d i r e k t  zu r  A m i n - F r e i s e t z u n g  
aus  d e m  lab i l en  in txaves iku l / i ren  ~Pool*. 
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Fig. 2. Einfluss von Tetracain (T) auf die durch Kalium (K) bedingte 
Noradrenalin-Freisetzung. Inkubation: 60 rain bei 37 °C. Mittelwerte 
yon 4 Versuchen und deren mittlere.Fehler. 

Summary. P o t a s s i u m  a n d  s o d i u m  f rom i so la ted  p ig  
h y p o t h a l a m i c  vesicles cause  a dose  d e p e n d e n t  release of 
no rad rena l i ne .  T h e  re leas ing  ef fec t  of n i co t ine  is less p ro-  
n o u n c e d  t h a n  t h a t  of ace ty lcho l ine .  No  a d d i t i o n  of  t h e  
effects  could  b e  o b s e r v e d  b y  s i m u l t a n e o u s  i n c u b a t i o n  w i t h  
ca l c ium a n d  p o t a s s i u m  or  c a l c ium a n d  n ico t ine .  T h e  ef fec t  
of p o t a s s i u m  is abo l i shed  b y  t e t r a c a i n .  
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