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t h a t  of sod ium h e p a r i n  (150 U/mg)  w h e n  i t  was  in jec ted  
i.v. 0.5-1 m g / k g  b o d y  weight .  T he  d u r a t i o n  of t h e  a c t i v i t y  
of h e p a r i n  was  s o m e w h a t  sho r t e r  t h a n  t h a t  of CPS. No 
apprec i ab le  side effects  of CPS  were obse rved  a t  t he  con-  
c e n t r a t i o n s  used here.  

The  s e rum l ip id  levels  a f te r  t he  CPS in j ec t ion  a t  a dose 
of 30 m g / k g  b o d y  we igh t  were d e t e r m i n e d  in 7 cases for 
t r iglycer ide,  t o t a l  choles terol  a n d  phos pho l i p i d  b y  t h e  
same  m e t h o d  as r epo r t ed  in a p rev ious  p a p e r  ~~ I t  is 
su rpr i s ing  to  no te  t h a t  a s t r ik ing  suppress ion  of t r ig ly-  
ceride levels  was  d e m o n s t r a t e d  in  t h e  se rum t a k e n  1/~, 1 
a n d  3 h a f t e r  CPS a d m i n i s t r a t i o n  (Table).  T he  suppres-  
s ion appea r s  to  be  co inc iden ta l  w i t h  t he  i n h i b i t o r y  effect  
of CPS on t h r o m b u s - f o r m a t i o n .  Only  a s l ight  r educ t i on  
was obse rved  in t o t a l  choles tero l  levels a f te r  in jec t ion  
w h e n  in i t i a l  levels were lower t h a n  310 mg/100 ml.  How-  
ever,  w h e n  a n  in i t ia l  va lue  of t o t a l  choles tero l  was as 
h igh  as 670 mg/100  ml,  a cons iderab ie  suppress ion  occur-  
red  : r a n g i n g  in va lue  f rom 304 mg/100  ml  to 573 mg/100 ml  
d u r i n g  1-9  h a f te r  in jec t ion .  A p p r o x i m a t e l y  20% reduc-  
t ion  was found  in p h o s p h o l i p i d  d u r i n g  1-9 h a f t e r  injec-  
t ion  w h e n  in i t i a l  levels  were 95 m g / 1 0 0 m l  to 125 mg/100 ml. 
In  a case wh ich  showed  286 mg/100 ml  of a n  in i t ia l  phos-  
pho l ip id  level,  i t  was  r educed  in r ange  of 138 mg/100 ml  
to 223 mg/100  ml  a f t e r  t he  t r e a t m e n t .  No apprec iab le  
changes  were shown  in t h r o m b u s - f o r m a t i o n  a n d  l ipid 
levels a f t e r  i.v. in jec t ions  of a n  e q u i v a l e n t  a m o u n t  of 
phys io log ica l  saline.  

The  d u r a t i o n  of t h e  effects of CPS was  s imi lar  to  those  
of t he  phys io logica l  p roper t i e s  r epo r t ed  p rev ious ly  6. The  
s e rum h e x o s a m i n e  a n d  ga l ac tosamine  levels,  d e t e r m i n e d  
b y  t he  m e t h o d s  of BoAs 12 a n d  CEssI la respect ively ,  
r eached  t h e i r  m a x i m a l  levels i m m e d i a t e l y  a f t e r  in j ec t ion  
and  decreased  to  in i t i a l  levels w i t h i n  3 h. 

The  p r e sen t  resu l t s  c lear ly  d e m o n s t r a t e  t h a t  CPS in ter -  
feres w i t h  t h r o m b u s - f o r m a t i o n  in r e l a t ion  to r educ t i on  
of s e rum l ip id  levels,  t r ig lycer ide  level  in pa r t i cu la r .  
F u r t h e r  s tud ies  i nd i ca t ed  t h a t  t he  i n h i b i t o r y  effects of 
CPS  are associa ted  w i t h  t he  su l fa te  c o n t e n t s :  less i n h i b i -  
t i on  is no t iced  w i t h  lower  su l fa te  a m o u n t s .  

I n  connec t ion  w i th  an t i l i pemic  and  an t i - a t he rogen i c  
ac t iv i t i e s  of CPS 5, the  p r e sen t  d a t a  would  be  cor re la ted  
w i t h  our  r ecen t  s t u d y  t h a t  CPS  inh ib i t s  l ipid synthes is ,  
pa r t i cu l a r l y  n e u t r a l  fa t  synthes is ,  in  cu l tu red  chick  aor t i c  
cells ~4. These  physiological  ac t iv i t i e s  of CPS should  be  
of in t e res t  in our  more  r ecen t  f ind ings  t h a t  over -su l fa ted  
c h o n d r o i t i n  sulfate '  (molar  r a t i o  of uronic  acid to sul fur  
1.00:2.04) exis ts  in  h u m a n  aor t i c  tissue4,15. Signif icance 
of t he  p resence  of t he  over - su l fa t ed  c h o n d r o i t i n  su l fa te  
in vascu la r  t i s sue  is no t  clear.  However ,  these  observa-  
t ions  sugges t  t h a t  t he  over - su l fa ted  chond ro i t i n  sulfate,  
wh ich  would  possess a n  a n t i - t h r o m b o g e n i c  p roper ty ,  m a y  
p l ay  i m p o r t a n t  roles in a therogenes i s  1~. 

Zusammen/assung. C h o n d r o i t i n p o l y s u l f a t  f i ihr t  n a c h  i.v. 
I n j e k t i o n  bei  K a n i n c h e n  kurzf r i s t ig  zu Ver l~nge rung  der  
T h r o m b u s b i l d u n g s z e i t  u n d  zu e iner  V e r m i n d e r u n g  des 
Th rombusgewich t e s .  M6gl icherweise  b e s t e h t  eine Be-  
z i ehung  zwischen der  H e m m u n g  der  T h r o m b u s b i l d u n g  
und  der  r eduz i e r enden  W i r k u n g  v o n  Chondro i t inpo lysu l -  
fa t  au f  Se rum Triglyzer id .  

K. 1V[URATA, I{. IZUKA a n d  T. FURUHASHI 

Department o/Physical Therapy and Medicine, 
Faculty o/ Medicine, University o/ Tokyo, and 
Seikagaku B2ogyo Co., Kurihama, Yokosuka (Japan), 
30 January 1969. 

la N. F. BoAs, J. biol. Chem. 204, 553 (1953). 
is C. CESSI and F. SERAFINI-CEssI, Biochem. J. 88, 132 (1963). 
14 K. MURATA and T. FURUHASHI, Biochim. biophys. Acta 176, 432 

(1969). 
is T. HARADA, K. MURATA, T. FUJI'vVARA and T. FURUHASHI, Bio- 

ehim. biophys. Acta, in press. 
1~ Acknowledgments. We are grateful to Prof. Y. OSHIMA for his 

interest and advice in this study. We are also indebted to Dr. 
T. OKUYAMA for supplying chondroitin polysulfate and to Miss 
K. OKUBO for skilful assistance. 

1Dber die Wirkung  von  Sr - Ionen  auf den Ca~+-Austausch a m  Meerschwe inchenvorhof  

REUTER u n d  SEITZ 1 h a b e n  VerAnderungen  im 4sCa- 
E f f lux  v o n  M e e r s c h w e i n c h e n v o r h 6 f e n  u n t e r  der  A n n a h m e  
e iner  C a r r i e r - v e r m i t t e l t e n  Aus t auschd i f fu s ion  q u a n t i t a t i v  
beschr ieben .  D a n a c h  sollen Ca- u n d  N a - I o n e n  u m  Bin-  
dungss t e l l en  des h y p o t h e t i s c h e n  Carr iers  a n  der  Aussen-  
sei te der  M y o k a r d z e l l m e m b r a n  konkur r i e ren .  U m  den  
A u s t a u s c h m e c h a n i s m u s  wei te r  zu kennze ichnen ,  wird  in 
de r  vo r l i egenden  A r b e i t  die W i r k u n g  extrazel lulArer  Sr- 
I o n e n  auf  den  Ca*+-Austausch a m  Vorhof  des Meer- 
s c h w e i n c h e n h e r z e n s  u n t e r s u c h t .  

2VIethodik. Die Ver suche  w u r d e n  an  l i nken  Meerschwein-  
c h e n v o r h 6 f e n  durchgef i ih r t .  Die  Z u s a m m e n s e t z u n g  der  
L 6 s u n g e n  is t  in  der  Tabel le  aufgef i ihr t .  Je  n a c h  Versuchs-  
b e d i n g u n g e n  e n t h i e l t e n  die L 6 s u n g e n  zus~ttzlich 1,8 bzw. 
7,2 mM/1 CaCI, u n d / o d e r  Aquimolare  Mengen  SrC1 v Die 
V e r s u c h s t e m p e r a t u r  b e t r u g  35 ~ Die M e t h o d i k  der  4sCa- 
A b g a b e - E x p e r i m e n t e  u n d  de r  A k t i v i t ~ t s m e s s u n g  wurde  
bere i t s  be sch r i eben  i. 

In  den  45Ca-Aufnahme-Expe r imen ten  w u r d e n  die Vor-  
h6fe  in  Ty rode l6 sung  m i t  1,8 mM/1 CaC1, 30 min  bei  35 ~ 
i tqui l ibr ier t .  E ine  G r u p p e  yon  P r / i p a r a t e n  wurde  in 45Ca- 
hal t ige ,  Na+-freie  L6sung  e ingebrach t ,  die 1,8 oder  
7,2 m M / I  CaCI~ en th ie l t .  E i n e  zweite  G r u p p e  k a m  in 
45Ca-haltige, Na+-freie  L 6 s u n g  m i t  zus~Ltzlich 1,8 oder  
7, 2 mM/1 SrC1 v Die spezif ische A k t i v i t i t t  be ider  L6sungen  
war  gleich. Zu fes tge leg ten  Z e i t p u n k t e n  w u r d e n  die Vor-  
h6fe  den  a k t i v e n  L6sungen  e n t n o m m e n .  Die weitere Auf-  
a r b e i t u n g  erfolgte  n a c h  A n g a b e n  von  RmJTER und  SEITZ 1. 
Von  de r  g e s a m t e n  ~sCa-Aktivit~tt der  Pr~iparate  wurde  
der  auf  den  Ext raze l lu l~ i r raum (30% des Feuch tgewich-  
tes  s) en t f a l l ende  Ante i l  abgezogen.  

1 H. REUTER und N. SEITZ, J. Physiol. 195, 451 (1968). 
2 H. BAUER, H. L(~LLMANN und M. RICHTER, Pfliigers Arch. ges. 

Physiol. 277, 48 (1963). 



EXPERIENTIA 25[6 Specialia 613 

L6sung N a C 1  Saccharose KC1 MgCI~ NaH~PO~ N a H C O ~  Glukose Tris- Puffer * 
(mit HC1 
auf pH 7,4 
eingestellt) 

Tyrode (I) 137 - 5,4 1,05 0,42 11,9 5 - 
Na+-freie (II) 274 5,4 1,05 - 5 5 

* Tris(hydroxymethyl)-aminomethan; Begasung mit 95% O 2 + 5% COz (L6sung I) bzw. 100% O 2 (L6sung II); Zusammensetzung der 
L6sungen (mMll). 

Alle s ta t i s t i schen  Angaben  erfolgen als Mi t te lwer t  4- 
mi t t l e re r  Fehler  des Mit te lwer tes ;  Signif ikanzen wurden  
mi t  dem Student - ( t ) -Tes t  gepriift .  

Ergebnisse. Zu Beginn  der  Abgabeexpe r imen t e  wurden  
die mi t  *sCa be ladenen  Vorh6fe 60 min  in Ca2+-freier 
Tyrodel6sung ent laden.  Die danach  messbare  45Ca- 
Abgabe  ist  auf den Ca2+-Austausch der  Myokardzel len  
zu beziehen ~, 3. In  der 2. S tunde  des E x p e r i m e n t e s  wurde  
die 4sCa-Abgabe in Tyrodel6sung mi t  1,8 mM/1 CaC12 
verfolgt  (Kontrol lperiode) .  Anschl iessend wurde  der 4~Ca- 
Ef f lux  der Vorh6fe  60 rain in Ca2+-freier Tyrodel6sung 
mi t  1,8 m2VI/1 SIC12 gemessen.  In  den le tz ten  60 min des 
Abgabeversuches  wurden  die Vorh6fe wieder  in Ca 2+- 
freier Tyrodel6sung ent laden .  Als re la t ives  Mass fiir die 
Gr6sse des 45Ca-Effluxes wurden  die Geschwindigkei ts -  
koeff iz ienten ~ der  asCa-Abgabe w/Chrend der  einzelnen 
Versuchsper ioden  errechnet ,  h n  Vergleich zu dem Ge- 
schwindigkei t skoeff iz ienten  der  45Ca-Abgabe wfihrend der  
Kont ro l lper iode  (gleich 1 gesetzt) fand sich bei 5 Ver- 
suchen nach  30 rain in Ca2+-freier, Sr~+-haltiger Tyrode-  
16sung ein Geschwindigkei tskoeff iz ient  der  ~sCa-Abgabe 
von 0,95 4- 0,04. 

In  5 wei teren  E x p e r i m e n t e n  wurde  der  asCa-Efflux in 
Tyrodel6sung m i t  7,2 mM/1 CaC12 bzw. SrC12 un te rsuch t .  
Diese Badfl i issigkeiten wurden  in der 2. bzw. 3. S tunde  
der Abgabeexpe r imen te  bei sonst  unver / inder ten  Ver- 
suchsbed ingungen  verwendet .  In  diesen Versuchen  ergab 
sich fiir den 45Ca-Efflux der  P r~para te  in Tyrodel6sung 
mi t  7,2 mM/1 SrC12 ein re la t iver  Geschwindigkei tskoef-  
f izient  von 1,09 4- 0,14. 

Die ~aCa-Aufnahme-Exper imente  wurden  in ~Ca-hal t i -  
ger, Na+-freier L6sung mi t  1,8 mM/1 oder 7, 2 raM~1 CaC12 
m i t  und ohne Zusatz  gquimolarer  Mengen SrCI2 durchge-  
fiihrt.  E ine  Na+-ireie L6sung wurde  gewXhlt, um die K o m -  
pe t i t ion  zwischen Na- und  Ca-Ionen uln Bindungss te l len  
der  Myokardzelle*,  ~ " zu verhindern .  Die Figur  zeigt die 
Ergebnisse  der  Messungen. Blieben die Vorh6fe lgnger als 
20 min in den ak t iven  Badfli issigkeiten,  so war  die ~Ca- 
Aufnahm e  in Sr~+-haltigen L6sungen s ignif ikant  geringer 
(/9 < 0,025) als in Sr2+-freien. 

Diskussion. In  Ca~+-haltiger Ringer l6sung ist die Kon-  
t r ak t ionsh6he  des Froschvent r ike l s  von dem Quot ien ten  
der extrazellul / i ren (Ca=+)/(Na+) ~ abhgngig  ~,~, in Sr =+- 
hal t iger  Ringer l6sung von  d e m  Quot i en ten  der ex t ra-  
zellulgren (Sr~+)/(Na+)~, ~. Die Aus tauschk ine t ik  beider  
Ionen  ist  an d iesem Pr / ipara t / thnl ich~.  Der  Quot ien t  der  
extrazellul / i ren (Ca=+)/(Na+) ~ b e s t i m m t  auch den Ca 2+- 
bzw. Na+-akt iv ie rbaren  Antei l  des ~Ca-Eff luxes  am Meer- 
schweinchenvorhof  1. Die vor l iegenden Messungen zeigen, 
dass  Ca-Ionen in der  Akt iv ie rung  des ~Ca-Eff luxes  der 
Myokardzel len  durch  Sr- Ionen erse tz t  werden  k6nnen.  
Liegt  ein Car r ie r -vermi t te l t e r  Ca~+-Austausch am Myo- 
kard vor, so ist  eine A b n a h m e  des 4~Ca-Influxes in Sr =+- 
ha l t igen  L6sungen  im Vergleich zur 4~Ca-Aufnahme in 
Sr2+-freien L6sungen mi t  gleichem Ca~+-Gehalt zu ver- 
muten .  Die vor l iegenden Ergebnisse  bes tg t igen  diese 
Annahme .  
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45Ca-Aufnahme am Meerschweinchenvorhof in Na+-freien 1.6sungen. 
Ordinate: aufgenommenes 45Ca in Imp/rain. 100 mg Myokardzellen. 
Abszisse: Verweildauer tier Pr~parate in den aktiven L6sungen in 
rain. Untere Bildh/ilfte: �9 45Ca-Aufnahme in LBsung l I m i t  1,8 mM/1 
CaC12; O, in L6sung II mit 1.,8 mM/l CaC12 und 1,8 mM/1 SrC12. 
Obere BildhMfte: �9 4'SCa-Aufnahme in L6sung I I m i t  7,2 mM[1 
CaC12; O, in L6sung 11 mit 7,2 mM[I CaC1 z und 7,2 mM[1 SrCle. 

Su.mmary. W h e n  CaC12 in Tyrode  solut ion was replaced 
by  SrC12, 45Ca eff lux f rom guinea-pig auricles did no t  
change  signif icant ly.  In  Na-free solution, however ,  45Ca 
influx was reduced  when,  in addi t ion  to  CaC12, SrC12 was 
p resen t  in the  solution,  suggest ing an equ iva len t  replace- 
m e n t  of Ca by  Sr a t  m e m b r a n e  sites 1. 
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