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Алкилоксибензолы (АОБ) составляют
широкую группу биологически активных ве�
ществ микробного и растительного происхож�
дения [1]. Возрастающий интерес к данной груп�
пе молекул объясняется их способностью к не�
специфическому взаимодействию с широким
кругом биополимеров, значимо изменяющему
функциональные характеристики последних.
Так контакт АОБ с ДНК сопровождается обра�
зованием надмолекулярных комплексов [2],
модулирующих транскрипционную актив�
ность. Результатом взаимодействия АОБ с ли�
пидами цитоплазматических мембран являет�
ся изменение характеристик ионного транспор�
та и водного баланса клетки [3]. Образуя комп�
лексы с ферментными белками, АОБ изменяют
степень их набухаемости, вязкость и гидрофоб�
ность, что сопровождается изменением катали�
тической активности [4].

Учитывая тот факт, что алкилоксибензо�
лы в значимых количествах поступают в орга�
низм человека или животных с пищей, а также
эндогенно образуются некоторыми представи�
телями микробиоценоза, данная группа моле�
кул может рассматриваться в качестве потен�
циальных участников ряда физиологических
и патологических процессов. В частности, на�
капливающиеся данные позволяют говорить
о некоторых АОБ как иммуномодуляторах, из�
меняющих розеткообразующую активность
Т�лимфоцитов и интенсивность активации
нейтрофилов при фагоцитозе [5], а также ока�
зывающих цитотоксическое действие на моно�
нуклеарные фагоциты [6]. Кроме того, в на�
ших предшествующих исследованиях [7] пока�
зана возможность прямого взаимодействия
АОБ с антигенсвязывающими (Fab) фрагмен�

тами антител, результатом чего является сни�
жение их авидности, афинности и частичное
изменение специфичности.

В то же время упоминавшийся неспецифи�
ческий характер контакта АОБ с биополимера�
ми, объясняемый установлением широкого
спектра гидрофобных, электростатических и
водородных взаимодействий, позволяет пред�
полагать возможность их взаимодействия и
с другими участками антител. В частности, це�
лью настоящей работы является изучение вли�
яния четырех гомологов АОБ на функциональ�
ную активность Fc�фрагментов антител, ответ�
ственных за инициацию «классического» пути
активации системы комплемента.

При проведении исследований в качестве
химических аналогов микробных ауторегулято�
ров использовали гомологи, различающиеся дли�
ной алкильного радикала и определяемой этим
степенью гидрофобности: С1�АОБ (мол. вес = 124)
и С6�АОБ (мол. вес = 194) со степенью очистки
99,9% (Sigma, США), а также С3�АОБ
(мол. вес = 152) и С12�АОБ (мол. вес = 278)
(Enamine, Украина). Структурные формулы дан�
ных веществ приведены на рисунке 1. Перед про�
ведением экспериментов АОБ разводили в дис�
тиллированной воде до получения концентраций
2,5×10�7, 2,5×10�6, 2,5×10�5, 2,5×10�4 и 2,5×10�3М.
В связи с низкой гидрофильностью С12�АОБ
использовали его растворы в 5% этаноле.

Определение прямого гемолитического
эффекта АОБ проводили с использованием
суспензии интактных (несенсибилизирован�
ных) эритроцитов барана в растворе Олсвера
с количеством клеток на 1 мл 5×108. В этом слу�
чае суспензию эритроцитов смешивали в со�
отношении 4:1 с рабочими разведениями АОБ
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и выдерживали в течение 60 мин при 37 oС с
постоянным перемешиванием; в качестве кон�
троля использовали эритроциты, инкубиро�
ванные в контакте с соответствующим раство�
рителем. О развитии гемолиза судили по из�
менению оптической плотности при длине вол�
ны 800 нм, измеренному с помощью спектро�
флюориметра «Панорама» (НПФ «Люмекс»,
Россия).

При исследовании влияния АОБ на функ�
циональную активность Fc�фрагментов анти�
тел использовали те же эритроциты, предвари�
тельно сенсибилизированные антиэритроци�
тарной (гемолитической) сывороткой (ФГУП
«НПО «Микроген») в разведении 1:3000. Пос�
ле удаления несвязанных антител центрифуги�
рованием (1000 об/сек; 10 мин.) сенсибилизи�
рованные эритроциты ресуспендировали в ве�
ронал�мединаловом буфере до концентрации
5×  108 СЭБ/мл, после чего смешивали в соот�
ношении 4:1 с исходными разведениями АОБ
и выдерживали в течение 60 мин. при 37 oС, не�
связанные АОБ вновь удаляли центрифугиро�
ванием. Выполнение подобной процедуры обес�
печивало взаимодействие АОБ с Fc�фрагмен�
тами антител, к этому времени специфически
фиксированных на поверхности эритроцитов,
одновременно исключая возможность подобно�
го контакта с их Fab�фрагментами.

Комплементзависимый лизис эритроци�
тов инициировали внесением 50 мкл предва�
рительно разведенного в веронал�мединало�
вом буфере коммерческого препарата «Сыво�
ротка диагностическая гемолитическая жид�
кая» (МХ «МЕДЭП»). Измерение оптической
плотности эритроцитов вновь проводили на
спектрофлюориметре «Панорама» (НПФ «Лю�
мекс») в кинетическом режиме в течение 600 се�
кунд с момента внесения комплемента с интер�
валом 10 сек. Для характеристики эффективно�
сти литической реакции использовали величи�
ну максимальной скорости лизиса (Vmax), рас�
считываемую по формуле

[ ] 798,221max tODODV ∆−=             [8],

где OD1 и OD2 – оптическая плотность суспен�
зии в начальной и конечной точке интервала
времени ∆ t, равного 10 сек. Значения Vmax вы�
ражали величинами ЛЕК (литическая едини�
ца комплемента), соответствующими лизису
1 эритроцита в 1 мл за 1 сек. Другим определяе�

мым параметром являлось t50% – время (сек.),
необходимое для развития 50% лизиса эритро�
цитов (рисунок 2).

Все эксперименты выполнены минимум в
пяти повторностях. Статистическую обработ�
ку полученных результатов проводили стандар�
тными математическими методами (t�тест
Стьюдента) в программе Microsoft Excel 2003.

Рисунок 2. Пример кинетики реакции
комплементзависимого лизиса эритроцитов:
по оси абсцисс – время, с; по оси ординат –

оптическая плотность (OD).

Рисунок 1. Структурные формулы химических
аналогов микробных ауторегуляторов: 1 – С1�АОБ,

2 – С3�АОБ, 3 – С6�АОБ, 4 – С12�АОБ.
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Проведение подобных исследований в ге�
молитической системе, включающей сенсиби�
лизированные эритроциты (СЭ) и систему
комплемента, позволило констатировать, что
предварительный контакт СЭ с АОБ, предус�
матривающий возможность взаимодействия
последних с Fc�фрагментами использованных
для сенсибилизации антител, способен изме�
нять некоторые характеристики литической
реакции.

Параметром, в отношении которого не
было установлено достоверных изменений при
использовании ни одного АОБ во всем диапа�
зоне использованных концентраций, оказалась
Vmax, устойчиво находящаяся в диапазоне от
(3,21 – 3,39)×103 ЛЕК для С1�, С3�, С6�АОБ и до
3,55×103 ЛЕК для С12�АОБ. С другой стороны,
значения t50% демонстрировали достоверную за�
висимость как от особенностей химического
строения, так и от количественного присутствия
АОБ. При этом основным регистрируемым эф�
фектом являлось увеличение времени наступ�
ления 50% лизиса эритроцитов по сравнению
с контролем (рисунок 3). В частности, предва�
рительная инкубация СЭ в контакте с С6�АОБ
и С12�АОБ вела к достоверному увеличению t50%

на 12,86±0,62%�19,88±1,09% соответственно
по сравнению с контролем, для С6�АОБ наибо�
лее выраженному в диапазоне концентраций
2,5×10�7 – 2,5×10�5, а при использовании наибо�
лее гидрофобного С12�АОБ закономерно возра�
стающему до концентрации 2,5 × 10�4 М.
В свою очередь использование С1�АОБ и С3�АОБ
достоверно не изменяло временных характери�
стик литической реакции.

Таким образом, полученные результаты
могут рассматриваться в качестве одного из до�
казательств в пользу взаимодействия АОБ не
только с Fab�, но и с Fc�фрагментами антител с
соответствующим изменением не только их ан�
тигенсвязывающей способности, но и функци�
ональной активности. В частности, подобное из�
менение может реализовываться через «затруд�
нение» инициации классического пути актива�
ции комплемента, в норме возникающего в ре�
зультате взаимодействия Fc�фрагментов с
С1(qrs)�компонентом комплемента. Результа�
том этого является увеличение времени, необ�
ходимого для лизиса 50% присутствующих в
пробе клеток�мишеней, но не скорости самой
литической реакции, определяемой собственны�

В ходе проведенных исследований было
установлено, что некоторые АОБ обладают
собственной гемолитической активностью, за�
висящей от особенностей их химического стро�
ения и используемых концентраций. Так если
С1�АОБ и С3�АОБ во всем диапазоне исследуе�
мых концентраций не вызывали лизиса эрит�
роцитов, то контакт последних с более гидро�
фобными С6�АОБ и С12�АОБ в концентрации
2,5×10�3М вел к полному гемолизу как несенси�
билизированных, так и сенсибилизированных
клеток�мишеней. В данном контексте получен�
ные результаты, согласующиеся с представле�
ниями о мембранотропности ряда АОБ [3, 9],
определили некоторые ограничения и требова�
ния для проведения последующих исследова�
ний, заключающиеся в исключении их рассмот�
рения высоких концентраций некоторых алки�
локсибензолов.

Рисунок 3. Изменение времени наступления 50%
комплементзависимого лизиса эритроцитов

(по оси ординат,% от контроля) в зависимости
от химической природы и используемых

концентраций алкилоксибензолов
(по оси абсцисс, М), предварительно

взаимодействующих с Fc�фрагментами
сенсибилизирующих антител.
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ми кинетическими характеристиками каскада
активации системы комплемента. При этом в
силу сформированного по условиям экспери�
мента отсутствия контакта комплемента с АОБ,

потенциально также ведущего к изменению его
функциональных характеристик [6], активация
данной системы происходит в не отличимом от
контроля режиме.
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Ability of alkylxybenzols (AOB) change the functional activity of Fc�fragments of antibodies responsible for

the initiation of the classical wais of complement activation is studied in the system of complementdependent
hemolysis. It is determined that in such system C6�AOB and C12�AOB but not in C1�AOB and C3�AOB have their
own haemolytic effect in high concentrations. At lower concentrations C6�AOB and C12�AOB influence on the
kinetic characteristics of reaction of complementdependent hemolysis causing a time increase of lysis coming
of 50% target cells without changing of lytic reaction speed.
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