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цитолітичну активність природних кілерних клітин 
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Вивчено вплив різних концентрацій тейхоєвої кислоти (IK) Staphylococcus aureus Wood 40 на 
опосередкований природними кілерними клітинами (ПКК) лізис пухлинних клітин раку Ерліха. 
Показано, що низькі і середні концентрації ТК стимулюють ПКК-активність, а високі — 
супресують 11 ПК-опосередкованый цитоліз пухлинних клітин. Встановлено, що одночлене засто
сування ТК і форболміристатщетату мас дозозалежну пригнічуючу дію із зворотною кореляцією. 

Вступ. Експериментальні дослідження свідчать про 
те, що різні види мікроорганізмів та їхні окремі 
складові компоненти здатні безпосередньо чи опо
середковано модулювати цитолітичну активність 
природних кілерних клітин (ПКК) у двох напрям
ках: антимікробному та протипухлинному [1] . 

Що стосується тейхоєвих кислот (ТК) , то по
казано, що ТК клітинної стінки ряду бактерій 
відповідає за підсилення реакції гіперчутливості, у 
великих концентраціях супресує синтез антитіл і 
здатна активувати клітинну цитотоксичність [2 ], 
Літературні дані свідчать, що ТК ряду грампози-
тивних бактерій є поверхневою структурою, яка 
індукує секрецію моноцитами ІЛ-12 C D H - з а л е ж -
ним шляхом. Останнє спричинює активацію ПКК 
та строго визначене продукування ними а - І Ф Н 
[3] . Окрім того, показано, що ТК, ізольована із 
штаму ОК-432, стимулює секрецію цитокінів Т х і -
типу, які активують Т-лімфоцити та ПКК [4] . 

Зважаючи на те, що дослідження впливу різ
них субстанцій мікробного походження на ПКК та 
їхню взаємодію з пухлинними клітинами відкри
вають нові можливості для розробки методів підси
лення ПКК-активності при імунотерапії раку, ме
тою даної роботи було дослідити вплив тейхоєвої 
кислоти окремо, а також у поєднанні з форболмі-
ристатацетатом на цитолітичну активність ПКК. 

Матеріали і методи. Об'єктом дослідження 
слугувала фракція лімфоцитів, збагачена ПКК. 
Спленоцити виділяли із селезінок інтактних нелі-
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нійних мишей-самців (віком 2—2,5 місяця). Клі
тини отримували методом диференційного центри
фугування клітинної суспензії при 400 g (40 хв) у 
градієнті щільності фікол-верографіну («Pharmacia 
Fine Chemicals», Швеція) (1,077 г /см 3 ) | 5 ] . Лімфо
цити з інтерфазного кільця двічі відмивали в сте
рильному ізотонічному фосфатному буферному 
розчині та ресуспендували в середовищі такого 
складу: середовище RPMІ 1640 («Flow Lab.», США) 
з додаванням 10 % ембріональної телячої сироват
ки («Flow Lab.»), 50 мкг /мл стрептоміцину сульфа
ту («Київмедпрепарат», Україна) та 50 од /мл бен
зилпеніциліну («Київмедпрепарат») згідно з реко
мендаціями Фільчакова [6] . Фракцію макрофагів 
видаляли методом адгезії останніх до полістироло-
вої поверхні чашок Петрі [5] . 

Як клітини-мішені використовували свіжовиді-
лені клітини перещеплюваного асцитного раку Ер
ліха. Пухлинні клітини ресуспендували у фізіо
логічному розчині так, щоб їхня кінцева концент
рація становила 1 • 10 ъ клітин в 1 мл фізіологічного 
розчину. Життєздатність клітин становила не мен
ше 97—99 %. Цитотоксичний тест здійснювали за 
методикою Шпакової [7 ]. 

Підраховували кількість живих та мертвих клі
тин асцитного раку Ерліха після 20-год інкубації з 
клітинами-ефекторами. Клітини-мішені підрахову
вали в камері Горяєва за допомогою світлової 
мікроскопії при 160-кратному збільшенні (окуляр 
х 20, об'єктив х 8) . Кількість життєздатних клітин-
мішеней визначали в контролі та досліді. Ци
толітичну активність ПКК виражали цитолітичним 
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індексом (ЦІ) у відсотках, який розраховували 
згідно з загальноприйнятою формулою [7 ]. 

Статистичну обробку даних проводили за відо
мими методами варіаційної статистики, вирахову
ючи середнє значення (М), середнє квадратичне 
відхилення (а) та середню квадратичну похибку 
(га). Для визначення достовірності відмінностей 
між показниками дослідних та контрольних лунок 
використовували ґ-критерій Ст'юдента [8 ]. 

Тейхоєву кислоту одержували з клітинної стін
ки Staphylococcus aureus Wood 46 за методикою 
Арчібальда [91. Лімфоїдні та пухлинні клітини 
обробляли ТК у таких кількостях, що кінцеві 
концентрації ТК в лунці становили: 0,005; 0,05 та 
0,5 м к г / м л . Розчином форболміристатацетату 
(«Sigraa», США) обробляли ПКК з розрахунку 
250 нг на 1 мл клітинної суспензії (середня його 
доза ) за методикою Міллера та ін. [10]. 

Результати і обговорення. Здійснили ряд цито
токсичних тестів з варіацією кількісного складу 
клітин-ефекторів у кожній лунці, причому кіль
кість клітин-мішеней залишалася постійною і скла
дала 1-10° клітин в 1 мл. 

Далі визначали залежність цитолітичного ін
дексу (ЦІ) ПКК від співвідношення клітин-міше
ней (КМ) до клітин-ефекторів (КЕ) в інкубаційній 
системі. Дані наведено нижче: 

Співвідношення КМ до КЕ ЦІ , % 

1:1 4 ,0±0,01 
1:3 15,0±0,02 
1:6 36 ,0±0,02 
1:12 54 ,0±0 ,1 

Найвищу цитолітичну активність ПКК мають 
у тій системі КЕ:КМ, де співвідношення між ними 
складає 1:12. Нами обрано співвідношення КМ:КЕ 
1:3, за якого кількість пухлинних клітин, що збе
рігають життєздатність, залишається досить вели
кою, щоб вираження су пресуючої чи стимуляторної 
дії різних модифікуючих факторів на цитолітичну 
активність ПКК було чітко помітним. Дослідження 
впливу різних концентрацій ТК на цитолітичну 
активність ПКК умовно можна поділити на два 
етапи. Перший етап полягав у вивченні впливу 
різних концентрацій ТК на цитолітичну активність 
ПКК та впливу ТК у таких концентраціях на 
життєздатність пухлинних клітин. Як показують 
отримані результати, сама ТК у жодній з дослідже
них концентрацій, згідно з даними табл. 1 та 
рисунка, не впливає на життєздатність пухлинних 
клітин. 

Показники життєздатності пухлинних клітин 
після двогодинної інкубації з різними концент-

Таблиця 1 
Модифікуючий вплив гпейхоєвої кислоти (ТК), одержаної з 
клітинної стінки S. aureus Wood 46, на цитолітичну 
активність (ЦІ) природних кілерних клітин (ПКК) 

асцитного раку Ерліха; ПС — поживне середовище; індексом 
позначено концентрацію ТК у мкг/мл; *р < 0,05; **р < 0,01 та 
***р < 0,001 відносно контролю. 

ЦІ % 
20-

15 

10 

5-

Модифікуючий вплив тейхоєвої кислоти (ТК) на значення 
цитолітичного індексу (ЦІ) природних кілерних клітин (ПКК). 
Умови інкубації клітин-мішеней з клітинами-ефекторами: 1 — 
контроль (ПКК); 2 — поживне середовище + ПКК + ТК у кон
центрації 0 ,005 мкг/мл; З— те саме + ТК у концентрації 
0,05 мкг/мл; 4 — 0,5 мкг/мл; *р < 0 ,05 , **р < 0,01 та ***р < 0,01 
відносно контролю 

раціями ТК майже не відрізняються від таких у 
контролі пухлинні клітини + поживне середовище. 
Лише при обробці пухлинних клітин ТК в концен
трації 0,5 м к г / м л життєздатність клітин-мішеней є 
дещо нижчою від контрольного значення, чим, 
зважаючи на стандартну похибку вибраного методу 
обліку результатів тесту, можна знехтувати. 
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Щодо впливу ТК на цитолітичну активність 
ПКК, то, як показують дані рисунка, ТК в концен
траціях 0,005 та 0,05 м к г / м л підвищує приблизно 
на 25 та 28 % відповідно цитолітичну активність 
ПКК відносно контролю, що підтверджується зна
ченнями цитолітичного індексу. При підвищенні 
концентрації ТК до 0,5 м к г / м л рівень цитолітичної 
активності ПКК знижується приблизно в 3 рази 
порівняно з контрольним, що свідчить про значну 
супрссію, яку чинить ТК в такій концентрації. 

З огляду на літературні дані Ц І ] про ме
ханізми супресії ефекторних функцій лімфоїдних 
клітин певними субстанціями мікробного поход
ження, зокрема, стосовно імуносупресії, пов'язаної 
з імунізацією стафілококами, окремими їхніми 
компонентами чи стафілококовою інфекцією, нами 
зроблено припущення, що згадану імуносупресію 
можна пояснити блокуванням ТК в концентрації 
0,5 мкг /мл певних поверхневих структур ПКК, які 
несуть відповідальність за виконання ними ефек
торних функцій, а також індукцією ТК в такій 
концентрації стану анергії лімфоїдних клітин. 

Другий етап включав дослідження поєднаного 
впливу різних концентрацій ТК з форболміристат-
ацетатом (ФМА) в різних комбінаціях. Як свідчать 
дані табл. 2, застосування ФМА як чинника, що 
модифікує поверхневу клітинну мембрану лімфо
цитів, значно підвищувало здатність останніх лізу-
вати пухлинні клітини. Цитолітичний індекс об
роблених ФМА ПКК зростав більше ніж в 1,5 разу 
в порівнянні з контролем. За літературними дани
ми, застосування ФМА в залежності від його кон
центрації посилює здатність лімфоцитів продукува
ти супероксидні радикали. Відомо, що після інку
бації ПКК та лімфокінактивованими кілерами з 
форболовими ефірами вони активуються і на них 
експресується CD69, що відповідає за передачу 
сигналів у клітинах на ранніх етапах активації 
[12], зростає експресія молекул міжклітинної ад
гезії (ІСАМ-1), а 2 - інтегрину (LFA-1), комплемен
тарно-регуляторного клітинного мембранного про
теїну (CD59) та загального лейкоцитарного антиге
ну (CD45) [13] . Деякі форболові ефіри (наприк
лад, тетрадеканолфорболацетат) у високих концен
траціях значно посилюють плинність ліпідів повер
хневої мембрани клітин [14] та зменшують ступінь 
мембранної сіалізації. Окрім того, форболові ефіри 
можуть високоспецифічно взаємодіяти з фосфолі-
підзалежною протеїнкіназою С, яка відіграє важли
ву роль у трансдукції сигналів у клітинах [15]. 

Обробка ПКК ФМА, а потім ТК в будь-якій 
концентрації, як видно з табл. З, призводить до 
зниження рівня цитолітичної активності ПКК у 
порівнянні з контрольним значенням. Наведені да-

Таблиця 2 
Модифікуючий вплив форболмиристапшцетаїпу (ФМА) в 
поєднанні з тейхосвою кислотою (ТК), на протипухлинну 
активність природних кілерних клітин (ПКК) 

П р и м і т к а. ЦІ — цитолітичний індекс; ПК — пухлинні 
клітини перещеплюваного асцитного раку Ерліха; індексом по
значено концентрацію ТК у мкг/мл; *р < 0,05 та **р < 0,01 
відносно контролю. 

Таблиця З 
Модифікуючий вплив тейхоєвої кислоти (ТК), в поєднанні з 
форболмиристат ацетатом (ФМА) ни протипухлинну 
активність природних кілерних клітин (ПКК) 

240 



ПКК значно вищі ( р < 0 , 0 5 ) , ніж при застосуванні 
лише ТК в аналогічній концентрації, тобто імуно-
супресивна дія ТК нівелюється. Це може свідчити 
про справді значний стимуляторний вплив, які 
чинять форболові ефіри, зокрема ФМА, на функ
ціональну активність лімфоїдних клітин. 

Причини зниження неспецифічної цитотоксич-
ності ПКК при поєднаному впливі ТК та ФМА 
важко пояснити, можливо, такий пригнічуючий 
ефект зумовлений занадто великою стимуляцією з 
боку застосованих нами модифікуючих чинників, 
яка призводить до зниження цитолітичного по
тенціалу ПКК чи до індукції в деякої частини 
лімфоїдних клітин стану анергії. 

Вірогідно, що при застосуванні інших (мен
ших) концентрацій обох чинників або використанні 
їх в іншому співвідношенні можна буде одержати 
стимулюючий ефект. 

Висновки. Вплив модифікуючих чинників мік
робної етіології на лімфоїдні клітини різнобічно 
відображається на цитотоксичній активності ПКК, 
що залежить від якісних та кількісних характери
стик досліджуваних чинників: їхньої хімічної при
роди, спрямованості впливу та концентрацій, у 
яких вони застосовуються. 

Тейхоєва кислота, виділена з клітинної стінки 
S. aureus Wood 46, дозозалежно модулює ци
толітичну ПКК-активність: у низьких і середніх 
концентраціях чинить стимулюючий вплив, а у 
високих — пригнічує таку активність. При поєд
наній дії ТК з ФМА спостерігається дозозалежна 
інгібуюча дія, що має зворотний зв 'язок з концен
трацією ТК. 

N. V. Senchilo, S. V. Olishevskyy, V. К Pozur 

The influence of teichoic acid of Staphylococcus aureus Wood 46 on 
cytolytic activity of natural killer cells 

Summary 

The influence of different concentrations of teichoic acid (ТА) 
Staphylococcus aureus Wood 46 on NK-mediated lysis of tumor 
cells of Erlich carcinoma has been investigated. Low and moderate 
ТА concentrations have been shown to enhance the NK-activity, 
whereas high concentrations are suppressive for NK-mediated tumor 
lysis. The simultaneous usage of ТА and phorbolmyrystateacetate 
causes dose-dependent inhibition with inverse correlation. 

H. В. Сенчило, С. В. Олишевский, В. К. Позур 

Влияние тейхоевой кислоты стафилококка на цитолитическую 
активность природных киллерных клеток 

Резюме 

Изучено влияние разных концентраций тейхоевой кислоты 
(ТК) Staphylococcus aureus Wood 46 на опосредованный природ
ными киллерными клетками (ЕКК) лизис опухолевых клеток 
рака Эрлиха. Показано, что низкие и средние концентрации ТК 
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стимулируют ЕКК-активность, а высокие — супрессируют 
ЕКК-опосредованный цитолиз опухолевых клеток. Установле
но, что одновременное применение ТК и форболмиристатаце-
тата имеет дозозависимое ингибирующее действие с возврат
ной корреляцией. 
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