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T H E PRIMARY S T R U C T U R E AND S P E C I F I -
CITY O F I M M U N O P O I E T I N S 

G. I. Chipens, P. P. Zarin'sh, L. P. Osis, 
Yu. E. Anlsans 

Ins t i tu te of Organ i c Synthesis , Academy of 
Sciences of the La tv ian SSR, Riga 

A model involving quasicycl izat ion of pro-
tein molecules fo l lowing the s tepwise reac t ions 
of limited proteolysis w a s developed. On the 
basis of the model new active sites were detect-
ed in immunog lobu l ins of va r ious species as 
well as chemical synthes is of the si tes was car-
ried out. The new group of the subs tances w a s 
des igna ted as immunopoie t ins . The p r imary 
s t ruc tu re of va r ious species immunog lobu l ins 
w a s ana lyzed and evolut ional s tabi l i ty of the 
imrnunopoietin s t ruc tu re w a s shown. 
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Б. А. Кудряшов, JI. А. Ляпана 

КОМПЛЕКСООБРАЗОВАНИЕ ГЕПАРИНА С ДИАБЕТОГЕННЫМ 
ФАКТОРОМ ПЛАЗМЫ КРОВИ 

Лаборатория физиологии и биохимии свертываиии крови М Г У им. М. В. Ломоносова 

Ранее было показано присутствие в 
плазме крови крыс, больных аллокса-
повым диабетом [1] , и в плазме крови 
людей, больных сахарным диабетом 
[6] , диабетогеиного фактора ( Д Г Ф ) , 
вызывающего у здоровых животных 
устойчивую гипергликемию после внут-
ривенного его введения. Предваритель-
ная иифузия гепарина реципиентам за 
5 мин до инъекции плазмы крови боль-
пых диабетом животных или людей 
полностью исключала развитие гипер-
гликемии [ 1, 6] . 

Настоящее исследование было про-
ведено с целыо изучения характера 
взаимодействия Д Г Ф с гепарином. 

М е т о д и к а 

Гомогенный Д Г Ф был выделен из плазмы 
крови больных диабетом крыс и людей. Он 
представляет собой белок альбумин с мол. 
массой 60 000 дальтон. Комплсксообразоваиие 
Д Г Ф с гепарином контролировали методом пе-
ресекающего электрофореза [9]. Электрофорез 
проводили в 0,05 М фосфатном буфере рН 7,4 
при напряжении 15 В/см в течение 2,5 ч. 
Электрофореграммы окрашивали 0,033 % ра-
створом азура II (на кислые группы гепари-
на) и 0,1 % раствором амидо черного 10В (на 
белок) . 

Д л я образования комплекса гепарина с 
Д Г Ф использовали 0,1 % растворы в 0 ,85% 
растворе NaCl к а ж д о г о из реагентов. Их сме-
шивали в соотношениях гепарин — Д Г Ф , рав-
ном 6 : 1 , 3 : 1 , 1 : 1 , 1 : 3 , 1 : 6 , 1 : 1 2 (по весу) 
и выдерживали в течение 15—30 мин при 

37 °С. Максимальное образование комплекса 
гепарина и Д Г Ф происходило при их весовом 
соотношении 1 : 1 в реакционной среде. Наи-
лучшее осаждение комплекса наблюдали при 
изоэлектрической точке рН 5,0. Осаждение 
производили при 4—6 °С в течение не менее 
40—60 мин, после чего центрифугировали в 
течение 10—15 мин при 1800 об/мин. Получен-
ные осадки (комплексы) промывали д в а ж д ы 
охлажденной до 0 °С дистиллированной водой, 
центрифугируя к а ж д ы й раз, и высушивали в 
струе воздуха. 

Аитикоагулянтные свойства комплекса изу-
чали, используя метод, описанный Сирмаи 
[7]; иеферментативную фибрииолитичсскую ак-

тивность комплекса определяли, как описано 
ранее [3, 5]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и с 

Методом пересекающегося электро-
фореза было показано комплексообра-
зование между гепарином и белковым 
Д Г Ф (см. рисунок на вклейке) . В месте 
контакта гепарина с Д Г Ф белок не ок-
рашивался амидо черным 10В, а гепа-
рин — азуром II. Это свидетельствова-
ло о достаточно прочном взаимодейст-
вии между гепарином и Д Г Ф , а т а к ж е о 
том, что в комплексообразовапии при-
нимают участие кислые, по-видимому, 
с у л ь ф о г р у it г I ы гепарина. 

Поскольку известно, что многие ра-
нее изученные комплексные соедине-
ния гепарина обладают аитикоагулянт-
ной активностью [8] и являются фи-
зиологическими растворителями песта-
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Лнтикоагулшггнме и неферментативные фибри-
нолитические свойства комплекса гепарин ДГФ 

Соотношение (по весу ) гепарина 
и Д Г Ф в 1 м г комплекса 

Тромбиновое вре-
мя в присутствии 

препаратов, с соотноше-
ние по 

весу 

гепарин, 
мкг ДГФ, мкг 

Тромбиновое вре-
мя в присутствии 

препаратов, с 

1 : 1 500 500 3 0 0 ± 0 (7) 
1 : 3 250 750 1 4 0 ± 7 ( 1 0 ) 
1:6 143 857 Ю 0 ± 6 , 5 ( 7 ) 
1 :12 77 923 100=1=5,0 (7) 

К о н т р о л ь 1 — 0 , 8 5 % NaCl 91 ± 6 (9) 
К о н т р о л ь 2 — г е п а р и н : 

500 300=1= 12 (Ю) 
250 140=1=6,8 (7) 
143 100=1=7 (6) 
77 100=1=5 (5) 

К о н т р о л ь 3 — Д Г Ф — 500 87=1=4 (7) 

П р и м е ч а н и с. В с к о б к а х — у к а з а н о чис-
л о опытов. 

билизмроваиного фибрина [2, 4] , по-
лученный нами комплекс т а к ж е был 
исследован па наличие этих активно-
стей. 

Навески сухих препаратов комплек-
сов растворяли в определенных объе-
мах 0,85 % раствора NaCl рН 7,2—7,4 
или в боратном буфере рН 7,4. Конт-
ролем служили препараты гепарина и 
Д Г Ф в дозах , эквивалентных их содер-
ж а н и ю в комплексах . 

Как видно из таблицы, комплексные 
соединения гепарина с Д Г Ф , получен-
ные при соотношениях 1 : 1, 1 : 3, 1 : 6, 
I : 12, а т а к ж е контрольные растворы 
гепарина и Д Г Ф пс о б л а д а л и иефер-
м е 11 т а т и в и о й ф и б р и и о л и т и ч е с к о й а к -
ч инностью, о чем свидетельствовало от-
сутствие зон лизиса па нестабилизиро-
ваипых фибриновых пластинах при 
действии у к а з а н н ы х препаратов. В то 
ж е время комплексные соединения ге-
парина с Д Г Ф , полученные только при 
соотношениях 1 : 1 и 1 : 3 , проявляли 
аитикоагуляитные свойства, эквива-
лентные с о д е р ж а щ е м у с я в них гепари-
ну. В других комплексах , с более вы-
соким содержанием Д Г Ф , эта актив-
ность была подавлена . 

Таким образом, комплексообразова-
ние Д Г Ф с гепарином осуществляется . 
Получены комплексы гепарина с Д Г Ф 
при соотношениях гепарин — Д Г Ф , 
равных 1 : 1, 1 : 3, 1 : 6, 1 : 12, при фи-

зиологических условиях (рН 7,4). Ус-
тановлено, что полученные комплексы 
гепарин - Д Г Ф не о к а з ы в а ю т нефер-
ме и т а ти в и о го ф и б р и 11 о л и т и ч ее ко го д ей -
ствия на нестабилизироваиный фибрин, 
что отличает их от известного ряда 
комплексов гепарина с некоторыми бел-
ками крови и аминами [2, 4] . 

Полученные данные д а ю т основание 
считать, что э ф ф е к т и в н а я нейтрализа-
ция активности Д Г Ф обусловлена 
комплексообразованием его с гепари-
ном. Об р азующийся ком пл екс ге па -
рин — Д Г Ф не о б л а д а е т диабетоген-
ными свойствами. 
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C O M P L E X E S B E T W E E N H E P A R I N A N D T H E 
D I A B E T O G E N I C F A C T O R O F B L O O D 

P L A S M A 

B. A. Kudrjashov, L. A. Lyapina 

Biolog ica l Facu l ty , M. V. L o m o n o s o v S t a t e 
Unive r s i ty , M o s c o w 

D e v e l o p m e n t of complexes be tween d iabe to-
gen ic fac tor and h e p a r i n w a s s h o w n to be 
r e spons ib l e for e f fec t ive n e u t r a l i z a t i o n of the 
f a c t o r ac t iv i ty . The complexes of h e p a r i n a n d 
the d i a b e t o g e n i c fac to r w e r e ob t a ined when 
v a r i o u s r a t i o n s of the r e a g e n t s were used; 
p r o p e r t i e s of the complexes were s tud ied . The 
c omplexes p r o d u c e d , in the r a t io s of hepar in / 
d i a b e t o g e n i c fac tor 1 : 1 , 1 : 3 , 1 : 6 , 1 : 12, did 
no t exhibi t the n o n e n z y m a t i c f ib r ino ly t i c ac-
t iv i ty . 
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