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ПРИ УСЛОВИИ ПРИМЕНЕНИЯ КЕТОГЕННОЙ ДИЕТЫ У КИНДЛИНГОВЫХ КРЫС
Одесский национальный медицинский университет, Одесса, Украина
Через 4 нед. с момента воспроизведения коразолового киндлинга у крыс наблюдается уве-

личение выраженности реакции бластной трансформации, вызванной бактериальным лиопо-
полисахардом. Содержание киндлинговых крыс на кетогенной диете (80 % липидов, а также
3,3 % углеводов и 16,7 % белков) вызвало уменьшение выраженности стимулированной бакте-
риальным липополисахаридом пролиферативной активности лимфоцитов.

Ключевые слова: эпилептический синдром, киндлинг, реакция бласттрансформации лим-
фоцитов, кетогенная диета.
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LIPOPOLYSACCHARIDE STIMULATED LYMPHOCYTE ACTIVITY UNDER CONDITIONS OF

KETOGENIC DIET USAGE IN KINDLED RATS
The Odessa National Medical University, Odessa, Ukraine
Objective. To investigate the blast-transforming lymphocyte reaction in postponed period of cora-

zol kindling in rats and peculiarities of that reaction under conditions of ketogenic diet usage.
Materials and methods. In ficoll-verographin gradient of density the mononuclear cells have been

collected, which have been primed with lipopolysaccharide (LPS) E. coli. The index of activation of
lymphocytes (IAL) was calculated in accordance to equation: IAL= О/К, where О-blast cells (in %) in
samples, which contained both activated by LPS monocytes and phytohemagglutinin (PhHA) stimu-
lated lymphocytes; K-blast cells in samples, which contained intact monocytes and PhHA-stimulated
lymphocytes. IAL was determined in blood of corazol-kindled rats in two and four weeks of their being
on ketogenic diet (KD) (80% lipids, 3.3% carbohydrates and 16.7% proteins).

Results. Incubation of lymphocytes with LPS during 1,5 h was followed by the increase of blast
cells, and their number in control was (59.5±4.7)%, while in kindled rats — 83.7%. IAL was 1.47 and
5.13 correspondently (P<0.05). The number of blast cells in rats, which have been given KD during
two weeks was 45.3%, while in kindled rats it was 62.4%. IAL was equal to 0.76 and 1.66 correspond-
ently (P<0.05). Those indices were significantly less when compared with groups of kindled rats, which
were not given KD (P<0.05). Maintenance of rats on KD during four weeks was followed the net de-
crease of blast cells in control and experimental groups up to 41.2 and 48.5%. IAL was also reduced
up to 0.7 and 0.95 (P>0.05).

Conclusions. The heightening of LPS-induced blast transformation of lymphocytes is observed in
postponed period of kindling and this effect is blocked by KD.

Key words: epileptic syndrome, kindling, blast transformation of lymphocytes, ketogenic diet.

Вступ

Установлено взаємну залеж-
ність проявів хронічного епі-
лептогенезу та стану імуноло-
гічної реактивності [3]. Зокре-

ма той факт, що виникнення та
розвиток кіндлінгового синдро-
му відбувається за умов підви-
щення рівня прозапальних ци-
токінів крові — фактора некро-
зу пухлин альфа (ФНП-альфа)

й інтерлейкіну 1 бета (ІЛ-1-бе-
та) [3]. Указані цитокіни опосе-
редковують широкий спектр
змін в організмі при розвитку
запального процесу, продуку-
ються в основному моноцити
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та макрофаги, а також Т- та В-
лімфоцити, деякі інші клітини
[7]. Зважаючи на роль ІЛ-1-бе-
та у формуванні імунної відпо-
віді, запропоновано використо-
вувати індекс стимульованої
проліферації лімфоцитів (ІСПЛ)
як показник здатності моно-
нуклеарних клітин продукува-
ти ІЛ-1-бета [1].

За умов розвиненого кінд-
лінгу встановлено пригнічення
реакції бласттрансформації
лімфоцитів (РБТЛ) у ранньому
післянападовому періоді, що
може бути результатом акти-
вації ендогенної опіатної сис-
теми [2]. Разом із тим, кіндлінг
має бути асоційованим з висо-
ким рівнем бласттрансформа-
ції, що випливає з патогенетич-
ної ролі ІЛ-1-бета при виник-
ненні кіндлінгу, зокрема, його
резистивної до антиепілептич-
ної терапії форми [3].

Метою цього дослідження
було вивчення показника ІСПЛ
у щурів з відтермінованим у
часі викликаним введеннями
коразолу кіндлінгом. Додатко-
ве завдання роботи полягало
у вивченні особливостей ІСПЛ
за умов застосування кетоген-
ної дієти (КД), яка пригнічує ре-
зистивні форми епілептичного
синдрому, а також знижує ак-
тивність прозапальної системи
цитокінів [9].

Матеріали та методи
дослідження

Дослідження проведені за
умов гострого експерименту
на щурах-самцях лінії Вістар
масою 180–270 г. Спостере-
ження здійснювали у відповід-
ності до вимог GLP і комісії з
біоетики Одеського національ-
ного медичного університету
(протокол № 84 від 10 жовтня
2008 р.).

Кіндлінг відтворювали за
допомогою повторних введень
підпорогової дози коразолу
(25,0 мг/кг, внутрішньоочере-
винно) протягом 3 тиж. [2; 4–
6]. У дослідженні спостерігали
щурів, у яких останні три ін’єк-
ції епілептогену супроводжува-
лися генералізованими кло-

ніко-тонічними нападами (усьо-
го 35 тварин).

Кетогенна дієта включала
80 % ліпідів, а також 3,3 % вуг-
леводів і 16,7 % білків [8]. Щу-
рів з кіндлінг-синдромом утри-
мували на КД тривалістю 2 та
4 тиж. У першій групі КД роз-
починали через 2 тиж. з мо-
менту відтворення кіндлінгу, а
у другій — наступної доби. Та-
ким чином, в обох групах до-
слідження проводили через
4 тиж. з моменту відтворення
кіндлінгу. Подібна перерва є
достатньою для виникнення
резистентного до лікування су-
домного синдрому [3]. Групами
контролю слугували інтактні
щури, яких утримували на КД
2 та 4 тиж.

Для дослідження імуноло-
гічних показників у щурів бра-
ли кров із хвостової вени. У гра-
дієнті фікол-верографіну 1,077
(«Реакомплекс», Російська Фе-
дерація) виділяли мононукле-
арні клітини [1]. Для розподілу
клітин, які мають здатність до
прилипання, від таких, що її не
мають, суспензію клітин з кон-
центрацією мононуклеарних
клітин 2 ⋅ 106 на 1 мл культу-
ральної речовини RPMI = 1640
з 10 % інактивованої сироват-
ки АВ (IV) розливали по 0,2 мл
у комірки пластикових плоско-
донних планшетів і культиву-
вали протягом 45 хв при 37 °С
і 5 % вмісті СО2. Потім збира-
ли клітини, які не прилипли до
стінок (94 % лімфоцитів), і збе-
рігали при 4 °С до моменту ви-
користання. Клітини, які при-
липли (понад 90 % моноцитів),
обережно промивали кілька
разів культуральною рідиною
199. У всі комірки додавали по
0,1 мл рідини RPMI-1640, яка
містила 0,1 % поліетиленгліко-
лю (ПЕГ-6000 “РАА”, Австрія)
і 50 мкг/мл гентаміцину. Кліти-
ни активували ліпополісахари-
дом (ЛПС) E. coli 055 (“Omni-
pharm”, Російська Федерація) ім-
пульсним методом. Для цього до
частини комірок з моноцитами
вносили по 0,02 (20 мкг/мл) ЛПС,
до решти — по 0,02 мл рідини
RPMI-1640 та інкубували при

37 °С і 5 % вмісті СО2 протягом
різних інтервалів часу (0,5 і
1,5 год) [1]. Після закінчення
культивування відсмоктували
усю рідину, а комірки з кліти-
нами промивали розчином
199. Потім до моношару моно-
цитів додавали по 0,2 мл клі-
тин, які не прилипли (лімфоци-
тів), у концентрації 2 · 106/мл
рідини РМ-1640 з 20 мМ глута-
міну, 10 % інактивованої АВ (IV)
сироватки крові та 50 мкг/мл
гентаміцину. В отриману суміш
клітин, яка містила як активова-
ні, так і інтактні моноцити та лім-
фоцити, додавали субопти-
мальну дозу (1 мкг/мл) фітоге-
маглютиніну (ФГА, “РАА”, Авс-
трія) в об’ємі 0,02 мл. Планше-
ти розміщували в термостаті
при 37 °С з 5 % вмістом СО2 і
культивували їх протягом 72 год.
Після закінчення РБТЛ готува-
ли мазки, у яких морфологіч-
но визначали кількість баласт-
них клітин.

Активність ІЛ-1 виражали
ІСПЛ, який визначали за фор-
мулою [1]:

ІСПЛ = О/К,

де О — вміст бластних клітин
(%) у пробах, які містять моно-
цити, активовані ЛПС, і ФГА-
стимульовані лімфоцити; К —
вміст бластних клітин (%) у про-
бах, які містять неактивовані
(інтактні) моноцити і ФГА-сти-
мульовані лімфоцити.

Отримані результати оброб-
ляли статистично з викорис-
танням загальноприйнятих у
медико-біологічних досліджен-
нях критеріїв оцінки відмін-
ностей між групами.

Результати дослідження
та їх обговорення

Дослідження РБТЛ у інтакт-
них щурів, проведене при 30-
хвилинній інкубації з ЛПС, за-
свідчило наявність (22,7±
±2,6) % баластних клітин, тим-
часом як у щурів з кіндлінгом
цей показник становив (26,7±
±3,1) %. Показники ІСПЛ відпо-
відно дорівнювали 0,29 та
0,36 (P>0,05) (рис. 1). Анало-
гічне дослідження при інкуба-
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ції з ЛПС тривалістю 1,5 год
супроводжувалося збільшен-
ням кількості клітин з РБТЛ: у
групі контролю відповідний по-
казник становив 59,5 %, а у
щурів із кіндлінг-синдромом —
83,7 %. Відповідно ІСПЛ до-
рівнював 1,47 та 5,13 (P<0,05).
При цьому показники ІСПЛ до-
стовірно перевищували такі,
що реєструвались у відповід-
них групах при 30-хвилинній ін-
кубації з ЛПС (P<0,05). Кіль-
кість баластних клітин у щурів,
яких утримували протягом
2 тиж. на КД (група контролю),
сягала 45,3 %, тимчасом як у
групі кіндлінгових щурів їх кіль-
кість дорівнювала 62,4 %. Від-
повідно ІСПЛ дорівнював 0,76
та 1,66, що було достовірно
менше, порівняно з показника-
ми у кіндлінгових щурів без
утримання на КД (P<0,05). При
цьому показник ІСПЛ, який ре-
єструвався у кіндлінгових щу-
рів, перевищував такий, який
зареєстровано у щурів групи
контролю (P<0,05). Утримання
щурів на КД протягом 4 тиж. су-
проводжувалося зменшенням
кількості баластних клітин за
умов інкубації з ЛПС триваліс-
тю 1,5 год відповідно до 41,2 та
48,5 %. При цьому ІСПЛ також
зменшувався до 0,7 і 0,95
(P>0,05) (див. рис. 1).

Отже, проведене дослі-
дження показало, що за умов

кіндлінгу, який є відтермінова-
ним у часі, спостерігається під-
вищення здатності лімфоцитів
крові до реакції бласттранс-
формації, стимульованої бак-
теріальним ліпополісахари-
дом. Цей результат збігається
з раніше встановленою пато-
генетичною роллю, яку вико-
нує ІЛ-1-бета в механізмах роз-
витку як хронічного епілептич-
ного синдрому, так і власне ре-
зистентності судом до впливу
протиепілептичних чинників [2].

Разом із тим, установлено,
що застосування КД у щурів із
розвиненим кіндлінгом запо-
бігає виникненню схильності
лімфоцитів до бласттрансфор-
мації, що також узгоджується
з даними [7], які на моделі спад-
кової форми розсіяного скле-
розу у мишей установили змен-
шення проліферативної здат-
ності лімфоцитів за умов засто-
сування КД. Нейропротекторні
властивості КД також установ-
лено щодо експериментальної
спадкової моделі хвороби Альц-
геймера — показано пригні-
чення утворення амілоїдних біл-
ків бета типу — 40 та 42 у моз-
ку мишей [7], а також транс-
генної експериментальної мо-
делі аміотрофічного латераль-
ного склерозу — під впливом
КД встановлено відновлення
порушень рухової активності у
мишей [7]. Крім того, як озна-

ки запалення, так і больові від-
чуття, викликані термічним по-
дразником, значно зменшу-
ються за умови застосування
КД [9]. Одним із можливих ме-
ханізмів реалізації вказаних
ефектів КД може бути знижен-
ня продукції перекисних сполук
за рахунок збільшення експре-
сії активності мітохондріальних
незв’язаних протеїнів [9].

У проведених нами дослі-
дженнях показано, що на тлі
застосування КД зменшуються
прояви агресивності, віднов-
люються показники порушено-
го циклу неспання — спання у
кіндлінгових щурів [4]. Указані
лікувальні впливи відбувають-
ся за умов активації ендоген-
ної опіатної системи [5], а та-
кож підвищення антиоксидант-
ного потенціалу тіол-дисуль-
фідної системи крові [6]. Мож-
на вважати, що застосування
КД є перспективним методом
корекції багатьох форм невро-
патологічних синдромів, а та-
кож порушень стану імунологіч-
ної реактивності організму.

Висновки

1. У відтермінованому за ча-
сом коразол-індукованому кінд-
лінгу спостерігається збіль-
шення стимульованої бакте-
ріальним ліпополісахаридом
проліферативної активності лім-
фоцитів крові.

2. Застосування кетогенної
дієти сприяє зменшенню блас-
тогенних ефектів бактеріаль-
ного ліпополісахариду.

ЛІТЕРАТУРА

1. Адаменко Г. П. Метод опреде-
ления интерлейкина-1 в культуре
лимфоцитов и активированных им-
пульсным способом моноцитов кро-
ви человека / Г. П. Адаменко // Ла-
бораторное дело. – 1990. – № 5. –
С. 42–45.

2. Изменения бластной транс-
формации лимфоцитов при киндлин-
ге, вызванном применением пикро-
токсина у крыс / А. И. Брусенцов,
В. В. Мороз, С. А. Супрун [и др.]
// Российский физиологический жур-
нал им. И. М. Сеченова. – 1998. –
Т. 84, № 3. – С. 233–237.

3. Моделирование и механизмы
подавления экспериментального эпи-

6

5

4

3

2

1

0
I II III IV

1234567
1234567
1234567

12345
12345

1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567
1234567

123456
123456
123456
123456
123456
123456

123456
123456
123456
123456
123456
123456
123456
123456
123456

12345
12345
12345
12345

1234567
1234567
1234567
1234567
1234567

12345
12345
12345
12345

*

*#

# #
#

Рис. 1. Індекс стимульованої проліферації лімфоцитів за умов ут-
римання кіндлінгових щурів на кетогенній дієті. За віссю абсцис: I і II —
інкубація з ліпополісахаридом тривалістю відповідно 0,5 та 1,5 год;
III — два,  IV — чотири тижні утримання щурів на кетогенній дієті; * —
P<0,05 порівняно з відповідним показником у групі контролю; # —
P<0,05 порівняно з відповідним показником у групі кіндлінгових щурів
без кетогенної дієти
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