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Резюме.  С помощью морфоденситометрического и биолюминесцентного методов исследована активность ферментов лимфоцитов крови у 48 детей, обучающихся в 5-х классах по традиционной программе.  У детей с неблагоприятным прогнозом течения адаптации к школе в начале учебного года выявлены изменения активности ферментов лимфоцитов крови, характеризующих активацию аэробного дыхания при депрессии энергопродуцирующих и пластических реакций, снижение активности глицерол -3-фосфат-дегидрогеназы и повышение уровня глутатион-зависимой антиоксидантной защиты клеток. 
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Оценка уровня здоровья и адаптивных возможностей ребенка не может быть адекватной без использования критериев, характеризующих состояние иммунной системы – основной системы, обеспечивающей антигенно-структурный гомеостаз и защитные реакции организма. Основной функциональной единицей иммунной системы является лимфоцит. По результатам исследования ряда авторов было обосновано положение, согласно которому по метаболическим параметрам лимфоцитов можно судить о направленности обменных процессов организма в целом. Большое количество исследований, опубликованных в последние годы, убедительно показало высокую информативность показателей гидролитических и окислительно-восстановительных ферментов лимфоцитов, возможность их использования для наблюдения за эффективностью терапии и прогноза течения многих заболеваний (3,4,11,12,14(. По мнению ряда авторов,  ферменты лимфоцитов могут быть использованы в качестве маркеров адаптационных реакций организма (2,5(. Одним из критических периодов школьного обучения является переход на предметное обучение в 5-м классе, в этот период увеличивается интенсивность учебных нагрузок в условиях дефицита времени.  Возраст 12 лет в процессе созревания организма является переломным, происходит интенсивный рост и увеличение размеров тела, рост и дифференцировка органов и тканей. Половой диморфизм проявляется в особенностях обменного процесса, темпа роста и развития отдельных функциональных систем и всего организма в целом (8(.
Целью нашего исследования было изучение активности внутриклеточных ферментов лимфоцитов периферической крови у пятиклассников для оценки адаптационных возможностей организма. 
Материалы и методы

Всего обследовано 170 детей г. Красноярска, обучающихся в 5-х классах массовой школы по традиционной программе, методом сплошной выборки были отобраны 48 учащихся 5-х классов (22 девочки и 26 мальчиков). Критериями включения при формировании группы выступали 1-я, 2-я группы здоровья ребенка и информативное согласие родителей; критериями исключения выступали 3-я, 4-я, 5-я группы здоровья и несогласие родителей ребенка (7(.  Данный отбор позволил исключить из обследования детей с острыми или хроническими заболеваниями, что в свою очередь исключало иммунопатологические процессы у детей в начале учебного года. Прогноз течения адаптации к школе проводили согласно методической рекомендации Р.Р. Шиляева с соавт. (13(.  Венозную кровь из локтевой вены забирали в пробирки с гепарином, затем выделение лимфоцитов производили центрифугированием в градиенте плотности фиколл-верографина по методу A. Boyum в модификации, описанной Дж. Б. Натвигом с соавт. (6(. 

Концентрацию лимфоцитов подсчитывали в камере Горяева. При контроле морфологического состава лейкоцитарных взвесей определялась чистота выхода лимфоцитов, которая составляла не менее 97%. В дальнейшем 1 млн. выделенных клеток замораживали в микропробирках и использовали для определения НАД- и НАД(Ф)-зависимых дегидрогеназ лимфоцитов биолюминисцентным методом [9,10]. Для оценки активности сукцинатдегидрогеназы (СДГ) и ( глицерофосфатдегидрогеназы ((ГФДГ) применяется метод компьютерной цитоморфоденситометрии [2,5]. 

Для всех данных определяли среднее арифметическое значение (М), среднее квадратическое отклонение (s), ошибку средней арифметической (m). Проверку гипотезы о статистической достоверности двух выборок проводили с помощью критерия Манна-Уитни. Для исследования силы взаимосвязей показателей вычислялся коэффициент корреляции Спирмена. Для решения задач системного анализа использовали нейросетевой классификатор [1]. 

Результаты и обсуждение

У пятиклассников с неблагоприятным прогнозом течения адаптации выявлено достоверное снижение (р<0,001) уровней активности глицерол-3-фосфатдегидрогеназы (Г3ФДГ), НАДФ-зависимой малатдегидрогеназы (НАДФМДГ (р<0,05)), тенденция к снижению (0,1˃р) активности лактатдегидрогеназы (ЛДГ), обратной НАД-зависимой глутаматдегидрогеназы (Обр.НАДГДГ) (0,1˃р) и обратной НАДФ-зависимой глутаматдегидрогеназы (Обр.НАДФГДГ) (0,1˃р), по при достоверном повышении уровня глутатионредуктазы (ГР) (р<0,001) относительно аналогичных показателей детей с благоприятным прогнозом адаптации (таб. 1).
Таблица 1

Активность НАД(Ф)-зависимых дегидрогеназ (мкЕ) лимфоцитов крови у детей, обучающихся в 5-х классах, в начале учебного года в зависимости от прогноза течения адаптации к школе (М ( m)

	Показатели
	Благоприятный

прогноз n=23
	Неблагоприятный

прогноз n=25
	p

	Г6ФДГ
	1,05(0,24
	0,64(0,14
	

	Г3ФДГ
	1,60(0,28
	0,18(0,07
	p<0,001

	ЛДГ
	48,72(5,94
	34,20(4,79
	0,1>p>0,05


	МДГ
	20,40(2,43
	20,62(2,43
	

	НАДФМДГ
	4,63(1,19
	1,53(0,39
	p<0,05

	НАДФГДГ
	2,55(0,58
	3,79(0,64
	

	НАДГДГ
	1,63(0,53
	0,69(0,35
	

	НАДИЦДГ
	3,30(0,23
	3,46(0,49
	

	НАДФИЦДГ
	39,60(4,79
	42,67(4,35
	

	Обр.ЛДГ
	101,52(13,90
	96,46(12,02
	

	Обр.МДГ
	125,54(11,00
	123,70(10,20
	

	ГР
	0,01(0,001
	14,15(4,17
	p<0,001

	Обр.НАДГДГ
	44,95(5,29
	34,01(3,09
	0,1>p>0,05

	Обр.НАДФГДГ
	176,79(15,10
	142,09(11,60
	0,1>p>0,05


Фермент СДГ считается одним из наиболее информативных и стабильных показателей энергообеспеченности клетки [2]. По площади и периметру гранул диформазана, по оптической плотности можно судить об активности фермента. Так как СДГ прочно связана с внутренней мембраной митохондрий [5], то усредненное расстояние между гранулами характеризует состояние митохондриального компартмента клетки. Достоверных различий в активности СДГ у первоклассников с неблагоприятным прогнозом течения адаптации к школе в начале учебного года, по сравнению с детьми, имеющими благоприятный прогноз течения адаптации к школе, не выявлено (рис. 1). 


[image: image1]Рис.1. Интегральная оптическая плотность гранул диформазана при реакции на СДГ в лимфоцитах крови (пиксель2×е.о.п.) у детей, обучающихся в 5-х классах, в начале учебного года в зависимости от прогноза течения адаптации 
к школе. 

У пятиклассников с неблагоприятным прогнозом течения адаптации к школе обнаружено статистически достоверное (р<0,05) уменьшение площади гранул диформазана, образованных в результате ферментативной реакции (ГФДГ (1,63±0,10 и 1,32±0,10 мкм2 соответственно) и интегральной оптической плотности (IOD) (р<0,01) (2473,91±206,17 и 1709,82±109,54 пиксель2×е.о.п. соответственно), что указывает на снижение активности (ГФДГ в лимфоцитах крови у этой группы детей (рис. 2).
Исследована корреляционная взаимосвязь между параметрами активности ферментов лимфоцитов у пятиклассников с благоприятным и неблагоприятным прогнозом течения адаптации к школе. Обнаружено, что исследуемые показатели метаболизма лимфоцитов у детей этих двух групп достаточно тесно взаимосвязаны.
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[image: image4.emf]Рис.2. Интегральная оптическая плотность гранул диформазана при реакции на (ГФДГ в лимфоцитах крови (пиксель2×е.о.п.) у детей, обучающихся в 5-х классах, в начале учебного года в зависимости от прогноза течения адаптации 
к школе. 

Схема общих и  специфических (свойственных только детям с неблагоприятным прогнозом) корреляционных взаимосвязей уровней активности ФАД-, НАД- и НАДФ-зависимых дегидрогеназ лимфоцитов крови у пятиклассников в зависимости от прогноза течения адаптации представлена на рис. 3.
У детей, обучающихся в 5-х классах, с благоприятным и у детей с неблагоприятным прогнозом течения адаптации к школе установлены общие положительные корреляционные связи между активностью ЛДГ и НАДФ-зависимой малатдегидрогеназы (малик-фермент) (r=0,51, р<0,05 и r=0,44, р<0,05 соответственно), НАДФ-зависимой изоцитратдегидрогеназы (НАДФИЦДГ) (r=0,50, р<0,05 и r=0,52, р<0,01 соответственно). Уровень малик-фермента положительно взаимосвязан в обеих группах детей с активностью НАДФИЦДГ (r=0,56, р<0,01 и r=0,40, р<0,05 соответственно). 

У детей, обучающихся в 5-х классах, с благоприятным и у детей с неблагоприятным прогнозом течения адаптации к школе активность НАДФГДГ взаимосвязана с ЛДГ (r=0,51, р<0,05 и r=0,44, р<0,05 соответственно), с НАДФИЦДГ (r=0,82, р<0,001 и r=0,87, р<0,001 соответственно), с НАД-зависимой изоцитратдегидрогеназой (НАДИЦДГ) (r=0,66, р<0,001 и r=0,47, р<0,05 соответственно), с Обр.НАДГДГ (r=0,59, р<0,01 и r=0,67, р<0,001 соответственно). 
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Рис. 3. Общие (А) и  специфические (Б) корреляционные взаимосвязи у учащихся 5-х классов в зависимости от прогноза течения адаптации. 
Примечание: Сплошной линией обозначены положительные корреляционные взаимосвязи (достоверность 95% и выше), пунктирной линией – отрицательные (достоверность 95% и выше). 

В результате проведенного корреляционного анализа выявлены тесные положительные взаимосвязи у обеих групп пятиклассников между уровнями НАДФИЦДГ и МДГ (r=0,44, р<0,05 и r=0,66, р<0,001 соответственно) и  Обр.НАДГДГ (r=0,71, р<0,001 и r=0,66, р<0,001). Активность НАДГДГ у обеих групп пятиклассников взаимосвязана с уровнем НАДФГДГ (r=0,66, р<0,001 и r=0,47, р<0,05 соответственно). 

У обеих групп пятиклассников обнаружена отрицательная корреляционная взаимосвязь между внутриклеточной активностью анаэробной реакции ЛДГ и НАДФГДГ (r= - 0,42, р<0,05 и r= - 0,43, р<0,05 соответственно), тогда как выявлена сильная положительная связь между активностью анаэробной реакции ЛДГ и НАДН-зависимой МДГ (r=0,98, р<0,001 и r=0,91, р<0,001 соответственно). Кроме того, только у детей, обучающихся в 5-х классах, с неблагоприятным прогнозом течения адаптации к школе было выявлена специфическая корреляционная взаимосвязь между  IOD СДГ и ГР (r=0,41, р<0,05). 

Наблюдаемое в начале учебного года понижение активности (ГФДГ и Г3ФДГ у пятиклассников с неблагоприятным прогнозом течения адаптации к школе подтверждается наличием между ними положительной корреляционной связи (r=0,51, р<0,01). У этой группы пятиклассников выявлена также положительная связь между IOD αГФДГ и НАДФМДГ (r=0,49, р<0,05). 

Кроме того, у пятиклассников с неблагоприятным прогнозом течения адаптации к школе обнаружены положительные и отрицательные связи между активностью НАДФГДГ и НАДГДГ (r=0,64, р<0,001), активностью анаэробной реакции ЛДГ (r= - 0,43, Р<0,05). Выявленная сильная положительная корреляционная связь у пятиклассников с неблагоприятным прогнозом течения адаптации между активностью МДГ и НАДФГДГ (r=0,64, р<0,001) указывает на то, что часть метаболитов с аминокислотного обмена поступает на цикл Кребса. 

С помощью нейросетевого классификатора установлено, что наиболее информативными показателями внутриклеточного метаболизма лимфоцитов в нейросетевой модели дети, обучающихся в 5-х классах, с благоприятным прогнозом – пятиклассники с неблагоприятным прогнозом течения адаптации к школе явились уровни активности Обр.НАДФГДГ, ЛДГ, Г3ФДГ, Обр.НАДГДГ, НАДФМДГ (рис. 4). 
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Рис. 4. Информативность уровней оксидоредуктаз в лимфоцитах крови в модели нейросетевого классификатора пятиклассники с благоприятным прогнозом течения адаптации - пятиклассники с неблагоприятным прогнозом течения адаптации. 

Низкий уровень ЛДГ осенью, у пятиклассников с неблагоприятным прогнозом течения адаптации, указывает на недостаточность субстратного наполнения аэробных энергопродуцирующих реакций. Корреляционные связи ЛДГ у пятиклассников с неблагоприятным прогнозом течения адаптации отражают зависимость интенсивности субстратного потока по ЦТК от уровня аэробной реакции ЛДГ, осуществляющей синтез субстрата для окислительно-восстановительных реакций митохондриального компартмента и уменьшение поступления продуктов белкового распада в цикл Кребса. ЛДГ обладает высоким уровнем значимости у школьников 5-х классов, что подтверждается нейросетевым классификатором. 

Обнаружено, что в начале учебного года в лимфоцитах крови у пятиклассников с неблагоприятным прогнозом течения адаптации, активность Обр.НАД-ГДГ снижена. Подобное изменение активности метаболических реакций отражает снижение оттока интермедиатов с ЦТК на процессы аминокислотного обмена, что может отрицательно влиять на различные реакции белкового синтеза, это подтверждается с помощью нейросетевого классификатора (Обр.НАДГДГ). Уровень ГР в лимфоцитах школьников 5-х классов с неблагоприятным прогнозом течения адаптации повышен, что отражает высокую пролиферативную и антиоксидантную активность лимфоцитов периферической крови. СДГ положительно коррелирует с ГР, следовательно, можно предположить, что активируются аэробные энергетические процессы лимфоцитов. 

Необходимо отметить, что в сравниваемых группах школьников 5-х классов показатели активности Г3ФДГ имели статистически значимых различий (табл. 1). Известно, что Г6ФДГ, является ключевым и инициализирующим ферментом пентозофосфатного цикла которого используется в реакциях макромолекулярного синтеза [3,4]. В нашем исследовании активность ферментов в лимфоцитах крови изучена у практически здоровых детей (1-я и 2-я группы здоровья), адаптирующихся к условиям предметного обучения средней школы. При этом наиболее выраженные изменения установлены со стороны ферментативных реакций, определяющих энергетические процессы, тогда как интенсивность пластических процессов в лимфоцитах периферической крови у детей, наблюдаемых нами, не изменяется.
Таким образом, у детей, обучающихся в 5-х классах, с неблагоприятным прогнозом течения адаптации к школе в начале учебного года происходит изменение активности ферментов лимфоцитов крови, характеризующих активацию аэробного дыхания при депрессии энергопродуцирующих реакций, снижение активности Г3ФДГ и повышение уровня глутатион-зависимой антиоксидантной защиты клеток. 
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Abstract: Blood lymphocytes enzymes of 48 schoolchildren taught on traditional program were tested by morphodensitometric and bioluminescent methods. The first-formers with unsuccessful prognosis for adaptation in the beginning of the school year had modified activity of blood lymphocytes enzymes featuring the aerobic respiration activation with depression of energy-producing and plastic responses, decreased activity of G3FDG and rise of level of glutathione-dependent antioxidant protection of cells.
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