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STAPHYLOCOCCuS AuREuS WOOD 46 IN VITRO

Досëіджуваëи впëив тейõоєвої кисëоти (ТК) зі Staphylococcus aureus 
Wood 46 на фенотипові вëастивості та функціонаëьне дозрівання 
дендритниõ кëітин (ДК) in vitro. Показано, що обробка незріëиõ 
ДК приводить до підвищення ступеня їõ зріëості, що проявëяється 
у зростанні рівня експресії поверõневиõ маркерів HLA-DR та 
CD80, CD86. Обробка ДК ТК у концентрації 2 мкã/мë спричиняëа 
підсиëення здатності циõ кëітин індукувати проëіферацію аëоãенниõ 
ëімфоцитів.

К ë ю ч о в і  с ë о в а : тейõоєва кисëота, Staphylococcus aureus Wood 46, 
дендритні кëітини, проëіферація, ëімфоцити.

Бàêòåð³ї òà їх ñóбêë³òèíí³ êîìпîíåíòè âжå бëèзüêî 100 ðîê³â 
зàñòîñîâóюòüñÿ â òåðàп³ї хâîðèх з³ зëîÿê³ñíèìè пóхëèíàìè, зîêðåìà ÿê 
äîäàòêîâ³ êîìпîíåíòè, щî пîñèëююòü ³ìóíîгåíí³ñòü âàêöèííèх пðåпàðàò³â. 
[9, 15]. Сåðåä íèх íàéб³ëüш äîñë³äжåíèì є ñòàф³ëîêîêîâèé б³ëîê А, ÿêèé 
âèêîðèñòîâóєòüñÿ ó êë³í³÷íèх äîñë³äжåííÿх [11, 13]. Кð³ì òîгî, бàêòåð³ї 
òà їх êîìпîíåíòè îñòàíí³ì ÷àñîì зàñòîñîâóюòüñÿ â òåðàп³ї îíêîëîг³÷íèх 
зàхâîðюâàíü ÿê àä’юâàíòè ³ âèñîêî³ìóíîгåíí³ êîìпîíåíòè пðîòèпóхëèí-
íèх âàêöèí [8, 5].

Тåéхîєâ³ êèñëîòè (ТК) � îäí³ ³з âàжëèâèх êîìпîíåíò³â êë³òèííîї ñò³íêè 
гðàìпîзèòèâíèх ì³êðîîðгàí³зì³â. Рåзóëüòàòè äîñë³äжåíü îñòàíí³х ðîê³â 
пåðåêîíëèâî äîâîäÿòü ³ìóíîìîäóëÿòîðí³ âëàñòèâîñò³ ТК [16]. Зäàòí³ñòü 
ТК ³í³ö³юâàòè пðîзàпàëüíó ³ìóííó â³äпîâ³äü äîзâîëèëà ðîзгëÿäàòè їх ÿê 
пîòåíö³éí³ òåðàпåâòè÷í³ àгåíòè â ë³êóâàíí³ îíêîëîг³÷íèх зàхâîðюâàíü, пå-
ðåб³г ÿêèх, ÿê â³äîìî, ñóпðîâîäжóєòüñÿ ³ìóíîñóпðåñèâíèì ñòàíîì [10].

Уí³êàëüíèìè àíòèгåíпðåзåíòóю÷èìè êë³òèíàìè, ÿê³ пîгëèíàюòü àí-
òèгåí (АГ), пðîöåñóюòü éîгî òà пðåзåíòóюòü Т­ë³ìфîöèòàì, є äåíäðèòí³ 
êë³òèíè (ДК). [6]. Тàê³ êë³òèíè ìîжíà ðîзгëÿäàòè ÿê åíäîгåííèé àä'юâàíò, 
ÿêèé пðè âèêîðèñòàíí³ з пóхëèííèì àíòèгåíîì âèêëèêàє ³íäóêö³ю ñпåöè-
ф³÷íîї пðîòèпóхëèííîї ³ìóííîї â³äпîâ³ä³ [12]. Фóíêö³îíàëüíà àêòèâí³ñòü 
öèх êë³òèí ó îíêîëîг³÷íèх хâîðèх зíà÷íî зíèжåíà, ³ îäí³єю з пðè÷èí öüîгî 
ÿâëÿєòüñÿ íåзäàòí³ñòü äèфåðåíö³юâàííÿ ДК â зð³ë³ фîðìè. Â³äîìî, щî 
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ëèшå зð³ë³ ДК ìîíîöèòàðíîгî пîхîäжåííÿ зäàòí³ åфåêòèâíî ñòèìóëюâàòè 
ðîзâèòîê ñпåöèф³÷íîї êë³òèííîї ³ìóííîї â³äпîâ³ä³ [4]. Дëÿ зàбåзпå÷åííÿ 
äîзð³âàííÿ ДК ÿê пðàâèëî âèêîðèñòîâóюòü ñòàíäàðòíèé íàб³ð öèòîê³í³â 
I�­4, GM­C�F, TNF, àбî äåÿê³ ñóбñòàíö³ї бàêòåð³àëüíîгî пîхîäжåííÿ � 
ë³пîпîë³ñàхàðèä (ЛПС), CpG ДНК [3]. 

З ë³òåðàòóðè â³äîìî, щî зàñòîñóâàííÿ ìóðàì³ëäèпåпòèäà òà òåéхîєâîї 
êèñëîòè, пðèзâîäèòü äî ³íäóêö³ї äîзð³âàííÿ ìîíîöèò³â з пåðèфåðè÷íîї êðî-
â³ ëюäèíè òà пðîäóêö³ї пðîзàпàëüíèх öèòîê³í³â (I�­12, TNF­α, I�­6) [7].

Пðåпàðàòè òåéхîєâèх êèñëîò â³äð³зíÿюòüñÿ зà пîхîäжåííÿì, ñòðóê­ðåпàðàòè òåéхîєâèх êèñëîò â³äð³зíÿюòüñÿ зà пîхîäжåííÿì, ñòðóê-
òóðîю ³, ÿê íàñë³äîê, зà âпëèâîì íà ³ìóííó ñèñòåìó. Ìåòîю äàíîї ðîбîòè 
бóëî äîñë³äèòè âпëèâ ТК S. aureus Wood 46 íà фåíîòèпîâ³ ³ фóíêö³îíàëüí³ 
âëàñòèâîñò³ ДК, âèðîщåíèх in vitro. 

Матерiали та методи
Тåéхîєâó êèñëîòó îòðèìóâàëè ³з êë³òèííèх ñò³íîê бàêòåð³é шòàìó 

Staphylococcus aureus Wood 46 зà ìåòîäèêîю Аð÷³бàëüäà [1], шëÿхîì 
îбðîбêè êë³òèííèх ñò³íîê 10% òðèхëîðîöòîâîю êèñëîòîю.

З пåðèфåðè÷íîї êðîâ³ 10­òè пðàêòè÷íî зäîðîâèх îñ³б îòðèìóâàëè 
ìîíîíóêëåàðè ìåòîäîì öåíòðèфóгóâàííÿ з âèêîðèñòàííÿì гðàä³єíòó 
щ³ëüíîñò³ ф³êîë­âåðîгðàф³íó (ρ­1,077). Îòðèìàí³ ìîíîíóêëåàðí³ ëåéêîöèòè 
äâîðàзîâî â³äìèâàëè öåíòðèфóгóâàííÿì пðè 150 g óпðîäîâж 10 хâèëèí 
ó ðîз÷èí³ Р³íгåðà. Нà íàñòóпíîìó åòàп³ пðîâîäèëè ñåпàðàö³ю ìîíîöèò³â 
зà їх зäàòí³ñòю àäгåзóâàòè íà пëàñòèêîâ³é пîâåðхí³. Дëÿ öüîгî îòðèìàí³ 
êë³òèíè ðåñóñпåíäóâàëè ó ñåðåäîâèщ³ êóëüòèâóâàííÿ (ñåðåäîâèщå RPMI-
1640 з 2 ìÌ �­gl�, 100 ìêг/ìë ñòðåпòîì³öèíó òà 100 îä/ìë пåí³öèë³íó) 
òà ³íêóбóâàëè â пëàñòèêîâèх ÷àшêàх Пåòð³ пðè 37 °С, 5% СÎ2 óпðîäîâж 
3 гîä. П³ñëÿ ³íêóбàö³ї êë³òèíè ì'ÿêî ñòðóшóâàëè òà âèäàëÿëè ò³, щî íå 
пðèêð³пèëèñÿ, шëÿхîì їх зìèâàííÿ пîпåðåäíüî пðîгð³òèì äî 37 °С 
ñåðåäîâèщåì RPMI­1640. Кîíöåíòðàö³ю êë³òèí, щî àäгåзóâàëè, äîâî­­1640. Кîíöåíòðàö³ю êë³òèí, щî àäгåзóâàëè, äîâî-
äèëè äî 0,5•106 /ìë. Кë³òèíè êóëüòèâóâàëè âпðîäîâж 6 ä³б пðè 37 °С 
â àòìîñфåð³ з 5% СÎ2. П³ñëÿ öüîгî äëÿ зàбåзпå÷åííÿ фóíêö³îíàëüíîгî 
äîзð³âàííÿ ДК â ñåðåäîâèщå êóëüòèâóâàííÿ äîäàâàëè ТК â êîíöåíòðà-
ö³ÿх 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0 ìêг/ìë ³ ³íêóбóâàëè щå 24 гîäèíè. Нà 8 äîбó 
êóëüòèâóâàííÿ àíàë³зóâàëè фåíîòèпîâ³ âëàñòèâîñò³ êë³òèí, à òàêîж їх 
фóíêö³îíàëüí³ âëàñòèâîñò³ â ðåàêö³ї зì³шàíîї êóëüòóðè ë³ìфîöèò³â (ЗКЛ), 
äëÿ ÷îгî äî ДК äîäàâàëè àëîгåíí³ ë³ìфîöèòè (ЛЦ) â ñп³ââ³äíîшåíí³ 
ДК/ЛЦ � 1/10 ³ ³íêóбóâàëè пðîòÿгîì 3 ä³б. П³ñëÿ öüîгî âèзíà÷àëè 
ДНК­ñòàòóñ ë³ìфîöèò³â, щî пðîë³фåðóâàëè, з âèêîðèñòàííÿì ìåòîäó 
пðîòî÷íîї öèòîфëóîðèìåòð³ї. Дëÿ âèзíà÷åííÿ фåíîòèпîâèх âëàñòèâîñòåé 
ДК îбðîбëÿëè ìîíîêëîíàëüíèìè àíòèò³ëàìè aíòè­CD86­FITC òà àíòè­
H�A­DR­PE, ф³êñóâàëè 1% ðîз÷èíîì пàðàфîðìàëüäåг³äó. Аíàë³зóâàëè 
фåíîòèп ДК з âèêîðèñòàííÿì пðîòî÷íîгî öèòîфëóîðèìåòðó FAC�can 
³ пðîгðàìè îбðîбêè äàíèх CellQue�t. Дëÿ âèзíà÷åííÿ ДНК ñòàòóñó 
ë³ìфîöèòè п³ñëÿ ³íêóбàö³ї з ДК ³íêóбóâàëè ó 1% ðîз÷èí³ Triton X­100 ó 
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ЗФР з äîäàâàííÿì РНК­àзè (25ìêг/ìë) ³ ДНК­òðîпíîгî бàðâíèêà пðîп³ä³é­
éîäèäó (РI) (5 ìêг/ìë). Дàë³ êë³òèíè â³äìèâàëè ³ ф³êñóâàëè 1% ðîз÷èíîì 
пàðàфîðìàëüäåг³äó. Аíàë³зóâàëè пðîбè з âèêîðèñòàííÿì пðîòî÷íîгî 
öèòîфëóîðèìåòðó FAC�can ³ пðîгðàìè îбðîбêè äàíèх ModFit.

Результати та їх обговорення
П³ñëÿ îбðîбêè ТК îòðèìàíèх ДК àíàë³з їх фåíîòèпîâèх âëàñòèâîñòåé 

пîêàзàâ âèñîêèé ð³âåíü åêñпðåñ³ї êîñòèìóëÿòîðíèх ìîëåêóë ДК � CD80 
³ CD86, òà âàжëèâîї äëÿ пðåзåíòàö³ї àíòèгåí³â пîâåðхíåâîї ìîëåêóëè 
ДК H�A­DR, щî ñâ³ä÷èòü пðî фåíîòèпîâó зð³ë³ñòü îбðîбëåíèх êë³òèí 
(äàí³ íå пðåäñòàâëåí³). Ìîжíà пðèпóñòèòè, щî зð³ë³ зà фåíîòèпîâèìè 
âëàñòèâîñòÿìè ДК є òàêîж зð³ëèìè фóíêö³îíàëüíî. 

Îñíîâíîю фóíêö³єю ДК є їх óí³êàëüíà зäàòí³ñòü пðåзåíòóâàòè 
àíòèгåíè Т­êë³òèíàì, п³ñëÿ ÷îгî îñòàíí³ àêòèâóюòüñÿ, пðîë³фåðóюòü ³ 
äàë³ äèфåðåíö³ююòüñÿ â åфåêòîðí³ êë³òèíè [14]. Зäàòí³ñòü ñòèìóëюâàòè 
пðîë³фåðàö³ю ë³ìфîöèò³â зà äîпîìîгîю ДК in vitro, ÿê пðàâèëî, âèâ÷àюòü 
з âèêîðèñòàííÿì ðåàêö³ї зì³шàíîї êóëüòóðè ë³ìфîöèò³â (ЗКЛ). Нà 
íàñòóпíîìó åòàп³ ìè äîñë³äжóâàëè пðîë³фåðàòèâíó àêòèâí³ñòü ë³ìфîöèò³â 
шëÿхîì âñòàíîâëåííÿ їх ДНК­ñòàòóñó, à ñàìå пðîë³фåðàòèâíîгî 
³íäåêñó. 

Пðîë³фåðàòèâíèì ³íäåêñîì ââàжàюòü â³äñîòîê êë³òèí, ÿê³ àêòèâíî 
ä³ëÿòüñÿ ³ зíàхîäÿòüñÿ â �­ òà G2-M­фàзàх êë³òèííîгî öèêëó. Яê â³äîìî, 
зà óìîâ â³äñóòíîñò³ àêòèâíîї ³ìóííîї â³äпîâ³ä³ пðîë³фåðàòèâíèé ³íäåêñ 
ë³ìфîöèò³â пåðèфåðè÷íîї êðîâ³ пðàêòè÷íî зäîðîâîї ëюäèíè ñòàíîâèòü äî 
10% êë³òèí [2]. 

Яê âèäíî з òàбëèö³, пðîë³фåðàòèâíèé ³íäåêñ ë³ìфîöèò³â, щî ³íêóбó-
âàëè з àëîгåííèìè ДК, âèðîщåíèìè зà ñòàíäàðòíèì пðîòîêîëîì (бåз 
äîäàâàííÿ ТК), ñòàíîâèâ 32,2%. 

Тàбëèöÿ
Розподiл клiтин згiдно фаз клiтинного циклу (%).

Table
cell division according to the cell cycle phases (%).

Варiанти дослiду G0-G1 G2-M+S Апоптоз

Нåñòèìóëüîâàíèé êîíòðîëü 73,26 32,21 11,03

ФГА 57,12 53,25 16,37

ТК 0,1 ìêг/ìë 61,52 31,23 12,76

ТК 0,2 ìêг/ìë 61,08 47,7 16,0

ТК 0,5 ìêг/ìë 61,93 46,06 14,15

ТК 1,0 ìêг/ìë 60,72 46,14 12,91

ТК 2,0 ìêг/ìë 62,55 55,8 14,01
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Додавання до ДК, що вирощували in vitro, ТК у різних концентраціях 
призводило до підвищення зрілості цих клітин і стимуляції ними поділу 
лімфоцитів. Найефективнішою виявилась концентрація ТК 2 мкг/мл при 
якій проліферативний індекс лімфоцитів становив 55,8%. При інкубації 
лімфоцитів з поліклональним активатором лімфоцитів ФГА (позитивний 
контроль проліферації), проліферативний індекс становив 53,25%. 

Таким чином, можна вважати, що оброблені ТК ДК є надзвичайно 
активними стимуляторами проліферації алогенних лімфоцитів на рівні 
поліклонального активатора лімфоцитів ФГА. 

Рівень апоптозу лімфоцитів, що інкубували з ДК до яких додавали 
ТК в концентрації 0,2 мкг/г, становить 16,0% і є порівняним результа-
том з ФГА. Це є ще одним свідченням здатності активованих ТК-ю ДК 
спричиняти активацію алогенних лімфоцитів.

Iнкубація дендритних клітин in vitro з тейхоєвою кислотою зі S. au-
reus Wood 46 приводить до підвищення ступеня зрілості цих клітин. 

На поверхні ДК зростає рівень експресії костимуляторних молекул 
CD80 і CD86 та важливої для презентації антигенів CD4+Т-лімфоцитам 
молекули HLA-DR. 

При додаванні до ДК ТК в найбільшій концентрації (2 мкг/мл) 
спостерігали найбільш виразний активаторний вплив на проліферацію 
Т-лімфоцитів.

Показано, що тейхоєву кислоту S. aureus Wood 46 можна вико-
ристовувати як альтернативний стимулятор дозрівання ДК при 
вирощуванні їх in vitro.
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Реферат

иññëåäîâàëè âëèÿíèå òåéхîåâîé êèñëîòы (ТК) Staphylococcus aureus 
Wood 46 íà фåíîòèпè÷åñêèå ñâîéñòâà è фóíêöèîíàëüíîå äîзðåâàíèå 
äåíäðèòíых êëåòîê (ДК) in vitro. Пîêàзàíî, ÷òî îбðàбîòêà íåзðåëых 
ДК пðèâîäèò ê пîâышåíèю ñòåпåíè èх зðåëîñòè, êîòîðàÿ пðîÿâëÿåòñÿ 
â ðîñòå óðîâíÿ эêñпðåññèè пîâåðхíîñòíых ìàðêåðîâ H�A­DR è CD80, 
CD86. Îбðàбîòêà ДК ТК â êîíöåíòðàöèè 2 ìêг/ìë пðèâîäèëà ê óñèëå­D86. Îбðàбîòêà ДК ТК â êîíöåíòðàöèè 2 ìêг/ìë пðèâîäèëà ê óñèëå­86. Îбðàбîòêà ДК ТК â êîíöåíòðàöèè 2 ìêг/ìë пðèâîäèëà ê óñèëå-
íèю ñпîñîбíîñòè эòèх êëåòîê èíäóöèðîâàòü пðîëèфåðàöèю àëëîгåííых 
ëèìфîöèòîâ. 

К ë ю ÷ å â ы å  ñ ë î â à :  òåéхîåâàÿ êèñëîòà, Staphylococcus aureus, 
äåíäðèòíыå êëåòêè, пðîëèфåðàöèÿ, ëèìфîöèòы.
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Summary

The effect of teichoic acid from Staphylococcus aureus Wood 46 on 
DC maturation in vitro was investigated. It was shown that treatment of 
immature DC with teichoic acid resulted in increasing of DC maturation. 
Treated with teichoic acid DC demonstrated the high level of hLA-DR and 
CD80, CD86 markers expression. Treatment of immature DC with 2 mkg/
ml of teichoic acid caused increase of its ability to stimulate allogenic lym-teichoic acid caused increase of its ability to stimulate allogenic lym-
phocyte proliferation in vitro.

K e y  w o r d s :  teichoic acid from Staphylococcus aureus, dendritic 
cells, proliferation, lymphocyte.


