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В условиях острых опытов на крысах-самцах линии Вистар показано, что при формирова-
нии киндлинга с помощью повторного применения первоначально подпороговой дозы коразола 
(30,0 мг/кг, внутрибрюшинно) происходит снижение выраженности бластной трансформации лим-
фоцитов, вызываемой с помощью бактериального липополисахарида и фитогемагглютинина. Дан-
ный эффект обнаруживается после 10 инъекций конвульсанта и его выраженность увеличивается 
при сформированном киндлинге (21 инъекция). Применение пентоксифиллина (25,0—50,0 мг/кг, 
в/бр) предотвращает развитие эпилептогенных эффектов коразола, уменьшает выраженность эф-
фекта подавления бласттрансформации лимфоцитов. 
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Возникновение и развитие судорожного приступа связано с метаболиче-
скими нарушениями, изменяющими активность иммунокомпетентной системы 
[1, 2, 6]. В патогенезе судорожной активности определено важное значение акти-
вирования опиатной системы [3], многие эффекты которой oпосредованы интер-
лейкинoм-1-β [6] (ИЛ-1β). ИЛ-1β стимулирует инкрецию кортикотропин-рили-
зинг фактора, обеспечивающего выделение глюкoкoртикocтерoидoв, что oграничи-
вает выраженнocть ммунoлoгичеcкoгo oтвета [7]. 

Возможно полагать, что изменение иммунологической реактивности име-
ет место и в условиях формирования хронической эпилептизации мозга, в том 
числе и при киндлинге, вызванном повторными введениями коразола в подпо-
роговой дозе. 



 Вестник РУДН, серия Медицина, 2010, № 2 

6 

Целью работы было исследование бластной трансформации лимфоцитов, 
вызываемой бактериальным липополисахаридом и фитогемагглютинином у кинд-
линговых крыс. Другой задачей было изучение данных изменений в условиях при-
менения пентоксифиллина (ПТФ) — препарата, снижающего высвобождение эн-
догенных провоспалительных цитокинов [5]. 

Материал и методы исследования. Работа выполнена на крысах-самцах ли-
нии Вистар массой 200—270 г, возрастом 2—4 месяца. Вcе живoтные coдержа-
лиcь в noмещении c пocтoяннoй темnературoй 20 °С и 12-чаcoвым циклoм cмены 
cвета и темнoты, co cвoбoдным дocтуnoм к вoде и пище. 

Киндлинг у животных вызывали путем однократных ежедневных введений 
коразола в первоначально подпороговой дозе («Sigma», США, 30,0 мг/кг, в/бр). 
При этом после 3—5 инъекций эпилептогена у животных появлялись первые 
судорожные реакции: вздрагивания, судорожные сокращения отдельных мышц 
морды и ушей; через 5—7 введений конвульсанта развивались клонические су-
дороги, охватывавшие передние конечности, а после 15—19 инъекций у крыс воз-
никали генерализованные клонико-тонические приступы с падением животных 
на бок, постприступной депрессией и вегетативными нарушениями. Всего осу-
ществляли 21 инъекцию конвульсанта, для наблюдений использовались живот-
ные с генерализованными клонико-тоническими судорогами. Тяжесть судорог оце-
нивали по принятой шкале [3]. Животным контрольной группы вводили анало-
гичный объем физиологического раствора NaCl. 

Исследование бластной трансформации лимфоцитов осуществляли по ме-
тоду [4]. Согласно данного метода, у крыс после декапитации удаляли селезенку, 
готовили суспензию клеток селезенки с помощью гомогенизатора («Tekmar», 
США), которую после трехкратного центрифугирования в растворе Хэнкса ре-
суспендировали в растворе RPMI-1640, который содержал 10% сыворотки крови 
плода теленка, 2-меркаптоэтанол (5 ⋅ 10–5 М). С помощью подсчета при окраши-
вании трипановым синим концентрацию клеток доводили до 4 ⋅ 106 клеток/мл. 
Суспензия клеток селезенки в объеме 0,1 мл размещалась в 96-луночном план-
шете. Затем в отдельные лунки добавляли по 0,1 мл раствор, содержащий фито-
гемагглютинин («Wellcome», Англия) (5 мкг/мл) или стандартный липополиса-
харид E. coli 055 («Serva») (10 мкг/мл). Планшеты выдерживали в течение 48 ч при 
температуре 37 °С в атмосфере, содержавшей 95% воздуха и 5% СО2. После 
этого к лункам добавляли 0,5 мкКю [3H]тимидина и инкубировали дополнительно 
еще 18 ч в тех же условиях. После инкубации клетки собирали с помощью стек-
лянного фильтра и подсчитывали число распадов за 1 мин. с помощью стан-
дартной жидкостной сцинтиляционной методики (счетчик ISOCAP-300 «Nucle-
ar», США). 

Определение митогенной активности лимфоцитов проводили у киндлинго-
вых животных через 24 ч после 10-й и 21-й инъекций коразола, в контрольной 
группе — после соответствующих введений физиологического раствора, а также 
в отдельной группе крыс, у которых вызывали острые генерализованные судо-
роги однократным введением коразола в дозе 50,0 мг/кг. ПТФ («Sigma», США) 
растворяли ex tempore в физиологическом растворе NaCl и вводили в/бр в дозах 
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25,0 и 50,0 мг/кг за 30 мин до инъекции коразола. Животным контрольной груп-
пы в аналогичных условиях вводили физиологический раствор NaCl. 

Полученные результаты обрабатывали с применением статистических кри-
териев ANOVA + Kruscall-Wallis. 

Результаты исследования и их обсуждение. Средняя тяжесть судорожных 
реакций, которые отмечались после 10-го введения подпороговой дозы коразола 
в группе киндлинговых крыс, составила 2,3 ± 0,3 балла, а по окончании кинд-
линга (после 21-й инъекции) — 4,2 ± 0,3 балла. Выраженность судорожного 
синдрома в группах с применением ПТФ после 21-го введения конвульсанта со-
ответственно 1,4 ± 0,3 и 1,7 ± 0,3 балла (дозы препарата 25,0 и 50,0 мг/кг соот-
ветственно), что было меньше, чем у крыс контрольной группы (киндлинговые 
животные с внутрибрюшинным применением физиологического раствора NaCl) 
(p < 0,001). 

Изучение бластной трансформации лимфоцитов показало, что в условиях 
развития киндлинга у животных уже после 10-й инъекции коразола наблюда-
лось снижение включения [3H] тимидина как в условиях стимуляции бластоген-
ной активности клеток селезенки с помощью бактериального липополисахарида 
(в 3,8 раз в сравнении с показателем в группе интактных животных P < 0,001), 
так и при стимуляции с помощью фитогемагглютинина (в 3,1 раза) (P < 0,001) 
(табл. 1). По завершении киндлинга (21-я инъекция коразола) происходило даль-
нейшее снижение исследуемого показателя, который в этот период был ниже 
такового, отмечавшегося у интактных крыс при стимуляции липополисахари-
дом и фитогемагглютинином соответственно в 18,6 и 24,6 раз (P < 0.001). При 
этом достоверное снижение исследовавшихся показателей наблюдалось и в срав-
нении с таковыми, регистрировавшимися после 10-й инъекции коразола, а также 
у крыс с острыми судорогами, вызванными инъекциями коразола (см. табл. 1). 

Таблица 1 

Изменения включения [
3
H]тимидина клетками селезенки крыс 

с острыми и киндлинговыми судорогами в ответ на применение 
бактериального липополисахарида и фитогемагглютинина (М ± м) 

Число распадов в суспензии клеток 
селезенки (в мин) 

Показатель 

бактериальный 
липополисахарид

фитогемагглютинин 

Интактные крысы (введение физиологического 
раствора NaCl) (n = 15) 

20,5 ± 2,9 117,9 ± 12,2 

Крысы с однократным введением судорожной 
дозы коразола (n = 10) 

17,4 ± 2,6 103,5 ± 11,4 

10 введений подпороговой дозы коразола (n = 10) 5,4 ± 1,1# 37,8 ± 7,4# 
21 инъекция подпороговой дозы коразола (n = 10) 1,1 ± 0,3#* 4,8 ± 0,8#* 

Примечание: #— P < 0,001 в сравнении с соответствующими показателями у животных c острыми ко&
разол&вызванными судорогами; * — P < 0,001 — в сравнении с данными после 10&й инъекции подпороговой 
дозы коразола. 

Под влиянием повторного введения ПТФ в дозе 25,0 мг/кг показатель 
бластной трансформации лимфоцитов превышал таковой у киндлинговых крыс 
без лечения в 5,8 раз в условиях применения бактериального липополисахарида 
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и в 6,3 раз — фитогемагглютинина (P < 0,001) (табл. 2). Применение препа-
рата в большей дозе (50,0 мг/кг) сопровождалось развитием более выражен-
ного эффекта — показатель бласттрансформации превышал таковой в группе 
с введением ПТФ в дозе 25,0 мг/кг в 1,7 и 2,5 раза (P < 0,001) (см. табл. 2). 

Таким образом, приведенные результаты свидетельствуют о значительном 
снижении функции лимфоцитов селезенки у животных в условиях развития кинд-
линга, выраженность которых увеличивается по мере возрастания интенсивности 
судорожных проявлений. Данный эффект проявлялся в уменьшении включения 
[3H]-тимидина лимфоцитами в условиях применения факторов, стимулирующих 
митогенную активность — бактериального липополисахарида и фитогемагглю-
тинина. 

Таблица 2 

Изменения показателя бластной трансформации лимфоцитов 
у киндлинговых животных под влиянием пентоксифиллина (М ± м) 

Число распадов в суспензии клеток 
селезенки (в мин) 

Показатель 

бактериальный 
липополисахарид 

фитогемагглютинин 

Контроль (внутрибрюшинное введение 
физиологического раствора NaCl) (n = 10) 

1,6 ± 0,2 5,7 ± 0,9 

ПТФ (25,0 мг/кг, внутрибрюшинно) (n = 10) 9,2 ± 1,2* 35,9 ± 7,4* 
ПТФ (50,0 мг/кг, внутрибрюшинно) (n = 10) 15,3 ± 0,4*# 88,7 ± 3,4*# 

Примечание: * P < 0,001 в сравнении с показателями у животных соответствующей контрольной груп&
пы, # P < 0,001 в сравнении с показателем в группе крыс, которым применяли ПТФ в дозе 25,0 мг/кг. 

Следует отметить, что значительная продолжительность инкубации выделен-
ных из организма киндлинговых животных иммунокомпетентных клеток свиде-
тельствует в пользу того, что в наблюдаемом эффекте не принимает участия си-
стема суппрессорных лимфоцитов, действие которых устраняется уже через 6—
8 ч с момента начала инкубации [4]. 

Проявления киндлинга в значительной степени определяются повышенным 
высвобождением эндогенных опиатов [3], которые взаимодействуют с системой 
цитокинов. Пoказана рoль ИЛ-1β в прoцеccинге прooпиoмеланoкoртина и cекре-
ции динoрфина, уcтанoвленo егo взаимoдейcтвие c мью-oпиатными рецептoрами 
[1, 6]. Поскольку в настоящем исследовании установлена эффективность приме-
нения ПТФ в отношении иммунных нарушений у животных с киндлинг-синдро-
мом, можно полагать, что в основе наблюдаемых нарушений находится повышен-
ное образование ИЛ-1β и, возможно, других провоспалительных цитокинов, име-
ющих патогенетическое значение в формировании эпилептогенных эффектов 
киндлинга [3]. Объяснением того, что вместо активации реакции бласттрансфор-
мации мы наблюдали ее угнетение, может быть указанный факт повышенной ин-
креции глюкокортикостероидов под влиянием ИЛ-1β. 

Выводы. Таким образом, патогенетические механизмы коразол-индуциро-
ванного киндлинга, как модели, резистентной к терапии формы эпилептического 
синдрома, в существенной степени могут быть связаны с нарушениями со сто-
роны иммунокомпетентной системы, цитокин-зависимыми нарушениями функ-
ции мононуклерных клеток крови. 
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Under condition of acute experiments on male Wistar rats it was shown that under condition of kind-
ling formation induced via repeated subthreshold corazol administration (30,0 mg/kg, i.p.) the decreasing 
of blastogenic response induced by bacterial lypopolysaccharide and phytogemagglutinin was shown. This 
effect was detectable after 10-th convulsant injection and intensified in the course of kindling (21 injec-
tions of picrotoxin). Pentoxiphyllin (25,0 and 50,0 mg/kg, i.p.) caused antiseizure effects and effectively 
prevented kindling-induced decreasing of blastogenic response in dose-depended manner. 

Key words: corazol, pharmacological kindling, blastogenic response, lymphoid cells, pentoxi-
phyllin. 


