
ВВЕДЕНИЕ 

В настоящее время получены многочисленные
данные, подтверждающие важную роль иммунной
системы в механизмах противоопухолевой защиты.
В то же время известно, что от функциональной
активности лимфоцитов — основного структурно-
функционального элемента иммунной системы —
зависит способность организма к оптимальной
реализации иммунного ответа. При этом полноценное
проявление функциональных возможностей
лимфоцитов происходит только при соответствующем
состоянии внутриклеточных метаболических
реакций [1, 2].

Известно, что при развитии реакции
бласттрансформации лимфоцитов (РБТЛ) крови
человека после их инкубации с фитогемагглютинином
наблюдается увеличение потребления АТР и
повышение активности ферментов гликолиза и
цикла Кребса [3]. Доказано влияние внутриклеточной
концентрации аденозина и ADP на экспрессию
CD-антигенов на клеточных мембранах лимфоцитов
крови [4]. Обнаружено, что глутатион может
непосредственно модулировать пролиферацию
Т-лимфоцитов.Лимфоциты, истощённые по глутатиону,
не развивают в полной мере РБТЛ на митогенные
лектины [5, 6]. У людей с выраженной
ферментопатией по глюкозо-6-фосфатдегидрогеназе
скорость РБТЛ значительно замедлена [7].

Известно, что причинами развития некоторых
первичных иммунодефицитных состояний являются
генетически детерминированные дефекты
ряда внутриклеточных ферментов. Например,
иммунодефицит, развивающийся в результате

недостаточной активности ферментов пуринового
обмена, приводит к избыточному накоплению АТР
в клетке, а это, в свою очередь, препятствует
созреванию Т-лимфоцитов [8].

К показателям, наиболее информативно
отражающим основные параметры внутриклеточного
метаболизма лимфоцитов, относится активность
окислительно-восстановительных ферментов.
Это связано с тем, что являясь основными
переносчиками электронов в клетке, они осуществляют
ключевые реакции клеточного метаболизма и
координируют сопряжённые метаболические пути,
участвуя как в энергетических, так и пластических
процессах [1, 9, 10]. 

К настоящему времени доказана способность
нейтрофильных гранулоцитов к выраженному
цитотоксическому действию на опухолевые клетки,
что отражает один из механизмов противоопухолевой
резистентности организма [11, 12]. При этом
необходимо отметить, что цитопатическое действие
нейтрофилов связано, главным образом, с генераций
активных форм кислорода (АФК). Так называемый
кислородный или “респираторный взрыв” относится
к метаболическим процессам, имеющим место
при активации нейтрофилов, и характеризуется
увеличением потребления кислорода и усилением
окисления глюкозы в пентозофосфатном цикле (ПФП).
В результате этого образуются АФК, обладающие
биоцидным действием и, в том числе, обеспечивающие
цитотоксический эффект в отношении опухолевых
клеток [13-15]. “Респираторный взрыв” осуществляет
мембраноассоциированная NADPH-оксидаза за счёт
реакции окисления NADPH, образующегося
при окислении глюкозы, и восстановления молекулы
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кислорода до супероксид-анион радикала [14-16].
Одним из методов регистрации интенсивности
“респираторного взрыва” является хемилюминесценция.

Учитывая вышеперечисленное, целью настоящего
исследования было изучение показателей
активности NAD- и NADP-зависимых дегидрогеназ
лимфоцитов и кислородзависимого метаболизма
нейтрофилов периферической крови у больных
почечно-клеточным раком (ПКР) в период
до оперативного вмешательства и в динамике
через 14 и 30 дней после хирургического лечения.

МЕТОДИКА

Исследование было проведено на базе
Красноярского краевого клинического онкологического
диспансера им. А.И. Крыжановского. В него были
включены пациенты с местно-распространённым
почечно-клеточным раком (ПКР) до хирургического
лечения (n=100), а также в динамике через
14 дней (n=90) и 30 дней (n=44) после оперативного
вмешательства. Контрольную группу составили
35 клинически здоровых доноров крови.

Проведено открытое клиническое
ретроспективное исследование. Критериями
включения в исследование были:
-возраст пациентов 45-55 лет;
-гистологически верифицированный почечно-
клеточный рак (ПКР);
-3-я стадия заболевания (T3N0M0);
-хирургическое лечение — радикальная нефрэктомия;
-подписание пациентом информированного согласия
на участие в исследовании.

Критериями исключения были:
-наличие злокачественной опухоли другой локализации;
-проведение химио- или лучевой терапии;
-тяжёлая сопутствующая патология. 

У участников исследования брали образцы
венозной крови, из которой центрифугированием
в градиенте плотности фиколл-верографина
(р=1,077 г/см3) выделяли лимфоциты [16].
При контроле морфологического состава
лейкоцитарной взвеси определяли чистоту выхода
лимфоцитов, составляющую не менее 97%. 

В лимфоцитах биолюминесцентным
методом определяли активность следующих
ферментов: глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ,
КФ 1.1.1.49), глицерол-3-фосфатдегидрогеназы (Г3ФДГ,
КФ 1.1.1.8), NAD- и NADH-зависимых реакций
лактатдегидрогеназы (NAD-ЛДГ, NADН-ЛДГ,
КФ 1.1.1.27), NAD- и NADH-зависимых реакций
малатдегидрогеназы (NAD-МДГ, NADН-МДГ,
КФ 1.1.1.37), NAD- и NADH-зависимых реакций
глутаматдегидрогеназы (NAD-ГДГ, NADН-ГДГ,
КФ 1.4.1.2), NADP- и NADPН-зависимых реакций
глутаматдегидрогеназы (NADP-ГДГ, NADPН-ГДГ,
КФ 1.4.1.4), NAD-зависимой изоцитратдегидрогеназы
(NAD-ИЦДГ, КФ 1.1.1.41), NADP-зависимой
изоцитратдегидрогеназы (NADP-ИЦДГ, КФ 1.1.1.42),

малатдегидрогеназы декарбоксилирующей (NADP-МДГ,
КФ 1.1.1.40) и глутатионредуктазы (ГР,КФ 1.6.4.2) [17]. 

Спонтанную и индуцированную люминол-
и люцигенин-зависимую хемилюминесценцию
нейтрофилов периферической крови оценивали
методом de Sole и соавт. [18]. Определяли следующие
параметры: время выхода на максимум (Tmax),
максимальное значение (Imax), площадь
под хемилюминесцентной кривой (S). В качестве
индуктора дыхательного взрыва использовали
опсонизированный зимозан в концентрации 2 мг/мл
(“Sigma”, США). Усиление хемилюминесценции,
индуцированной зимозаном (Sинд), относительно
спонтанной хемилюминесценции (Sспон) оценивали
соотношением Sинд/Sспон. Данный показатель считали
индексом активации. 

Статистическую обработку данных проводили
с использованием программы Statistica 10.0.
Нормальность распределения устанавливали
с применением критерия Шапиро-Уилка, который
показал, что часть рассматриваемых параметров
не подчиняется нормальному распределению,
в то время как часть параметров имеет гауссово
распределение. Поэтому для проверки значимых
различий между группами применяется как t-критерий
Стьюдента, так и U-критерий Манна-Уитни.
Результаты исследования количественных параметров
в группах сравнения представлены средним
арифметическим и стандартной ошибкой
среднего (M±SEM), а также в виде медианы и
интерквартильного разброса (Me, С25, С75). Различия
считали статистически значимыми при p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Как следует из данных, представленных
в таблице 1, у больных ПКР в период
до хирургического лечения наблюдается снижение
активности Г6ФДГ в 2,7 раза по сравнению
с параметрами контрольной группы (р1<0,05).
Г6ФДГ является ключевым ферментом
пентозофосфатного пути, роль которого заключается
в регенерации NADPH и синтезе рибозо-5-фосфата.
NADPН в дальнейшем используется в качестве
донора водорода в реакциях синтеза липидов и
при регенерации восстановленного глутатиона,
а рибозо-5-фосфат необходим для синтеза
нуклеотидов [10, 19, 20]. 

Активность ГР лимфоцитов больных ПКР
в тот же период снижалась в 6,2 раза (p<0,001),
что в сочетании со снижением активности Г6ФДГ
может свидетельствовать об уменьшении способности
клеток осуществлять регенерацию восстановленного
глутатиона — одного из важнейших клеточных
антиоксидантов [1, 21, 22].

Результаты исследования выявили снижение
в 9,7 раза (p<0,01) активности NADH-ЛДГ
в лимфоцитах крови у больных ПКР до операции
относительно контрольных величин, а также
увеличение в 3,2 раза активности NADH-ГДГ (табл. 1).
Исходя из того, что NADH-ЛДГ участвует
в анаэробном гликолизе, образуя лактат из пирувата,
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а NADН-ГДГ осуществляет перенаправление
α-кетоглутарата из ЦТК на синтез глутамата, можно
предположить снижение интенсивности субстратного
потока от гликолиза к реакциям ЦТК и увеличение
оттока субстратов с ЦТК на реакции аминокислотного
обмена [1, 9, 23]. 

Через 14 дней после хирургического лечения
у больных ПКР в лимфоцитах периферической крови
сохранялся пониженный уровень активности Г6ФДГ и
повышенный уровень NADH-ГДГ. В этот период
была повышена активность NAD-ЛДГ и Г3ФДГ
по сравнению с контрольной группой, дооперационным
периодом и спустя 30 дней после операции.
Г3ФДГ осуществляет превращение глицерол-3-фосфата
в диоксиацетонфосфат, тем самым вовлекая субстраты
липидного обмена в гликолиз. Кроме того,

Г3ФДГ является компонентом глицерофосфатного
челночного механизма, обеспечивающего поступление
восстановительных эквивалентов из цитозоля
в дыхательную цепь митохондрий [1, 24].
Следовательно, увеличение  активности Г3ФДГ,
вместе с увеличением активности NAD-ЛДГ,
будет способствовать усилению интенсивности
энергетического обмена в лимфоцитах.

При этом активность ГР остаётся пониженной
в 3,2 раза (p<0,01) по сравнению с контрольной
группой, однако повышается в 2 раза (p<0,05)
относительно дооперационного периода.

Через 30 дней после хирургического лечения
у больных ПКР в лимфоцитах периферической
крови продолжалось снижение активности Г6ФДГ,
NADН-ЛДГ и ГР и сохранялся повышенный
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Таблица 1. Показатели активности NAD(P)-зависимых дегидрогеназ лимфоцитов крови у больных ПКР, Ме [25; 75]

Примечание. Здесь и в таблице 2: р1 – статистически значимые различия с показателями контрольной группы;
р2 – статистически значимые различия с показателями больных ПКР до хирургического лечения; р3 – статистически
значимые различия с показателями больных ПКР через 14 дней после операции.

Показатель Контрольная группа
(n=35)

Больные ПКР
До операции

(n=100)
14 дней после операции

(n=90)
30 дней после операции

(n=44)

Г6ФДГ
3,11 

[0,53-6,24]
1,14 

[0,15-3,87] 
р1<0,05

1,24 
[0,21-4,64] 
р1<0,05

0,46 
[0,01-2,03] 

р1<0,01; р3<0,05

Г3ФДГ
0,00 

[0,00-1,01]
0,15 

[0,00-4,19]
1,26 

[0,00-4,55] 
р2<0,001

0,09 
[0,00-2,50]

NAD-ЛДГ
11,53 

[2,37-20,34]
15,50 

[1,45-66,04]
17,64 

[5,21-61,82] 
р1<0,05

7,85 
[1,51-27,52]

NADP-МДГ 0,33 
[0,00-1,14]

0,11 
[0,00-0,64]

0,09 
[0,00-0,54]

0,08 
[0,00-0,38]

NADP-ГДГ 0,53 
[0,00-4,52]

0,25 
[0,01-2,69]

0,51 
[0,02-5,29]

0,64 
[0,00-2,48]

NADP-ИЦДГ 2,99 
[1,87-6,32]

1,74 
[0,04-20,63]

4,22 
[0,32-19,73]

1,96 
[0,37-5,35]

NAD-МДГ
4,58 

[0,00-11,61]
69,39 

[0,00-200,33]
58,34 

[0,56-198,61]
32,26 

[0,00-114,78] 
р1<0,01

NAD-ГДГ 4,24 
[0,00-15,48]

7,85 
[0,00-69,24]

6,49 
[0,00-36,01]

8,63 
[0,00-28,01]

NAD-ИЦДГ 0,56 
[0,00-13,79]

0,51 
[0,00-8,99]

0,66 
[0,00-8,47]

0,21 
[0,00-3,22]

NADH-ЛДГ
30,57 

[0,00-52,46]
3,07 

[0,00-28,35]
р1<0,01

2,84 
[0,00-24,46] 

р1<0,01; р2<0,001

0,00 
[0,00-16,51] 
р1<0,01

NADH-МДГ 58,13 
[24,98-114,15]

74,76 
[27,10-106,34]

70,83 
[30,51-145,64]

58,18 
[27,51-95,54]

ГР
13,82 

[7,24-36,74]
2,24 

[0,04-7,74] 
р1<0,001

4,39 
[0.10-14,31] 

р1<0,01; р2<0,05

1,30 
[0,00-7,63] 
р1<0,01

NADH-ГДГ
5,19 

[0,00-22,70]
16,49 

[6,33-47,68] 
р1<0.05

22,55 
[7,51-48,62] 
р1<0,01

25,18 
[5,19-32,28] 
р1<0,05

NADPH-ГДГ 25,20 
[11,20-46,79]

15,34 
[3,99-41,81]

25,85 
[6,97-60,67]

25,27 
[1,95-43,80]



уровень NADН-ГДГ по сравнению с показателями
контрольной группы (табл. 1). При этом наблюдался
семикратный рост (p<0,01) активности NAD-МДГ
относительно контрольных значений. Следует
отметить, что в данный период происходит снижение
в 2,7 раза (p<0,05) уровня активности Г6ФДГ
по сравнению с величинами, зарегистрированными
через 14 дней после операции.

Исследование параметров хемилюминесценции
нейтрофилов периферической крови выявило в группе
больных ПКР в период до хирургического лечения
ускорение времени выхода на максимум, повышение
максимального уровня хемилюминесценции и
площади под кривой для спонтанной
хемилюминесцентной реакции относительно
аналогичных параметров контрольной группы (табл. 2).

Изучение показателей зимозан-индуцированной
хемилюминесценции нейтрофилов периферической
крови в период до операции позволило обнаружить
увеличение площади под стимулированной
хемилюминесцентной кривой на фоне понижения
индекса активации в группе больных ПКР
по сравнению с величинами группы контроля (табл. 2).
При этом средний уровень хемилюминесцентного
свечения и время реагирования на стимул не имели
статистически значимых различий с контрольными
значениями (табл. 2).

Результаты исследования показателей фоновой
хемилюминесценции нейтрофилов периферической
крови у больных ПКР в период через 14 дней
после оперативного вмешательства показывают
замедление времени выхода на максимум
хемилюминесцентной кривой относительно значений,

зафиксированных в период до хирургического
лечения (табл. 2). Следует отметить сохранение
повышенного уровня свечения и площади
под спонтанной хемилюминесцентной кривой,
по сравнению с контрольными показателями (табл. 2).

При оценке параметров зимозан-индуцированной
хемилюминесценции нейтрофильных гранулоцитов
у больных ПКР в период через 14 дней после
радикальной нефрэктомии выявлено повышение
интенсивности хемилюминесцентного ответа,
а также увеличение площади под стимулированной
хемилюминесцентной кривой относительно
показателей, зарегистрированных в период
до операции и в группе контроля (табл. 2).

Кроме того, в данный период наблюдения
у больных ПКР было отмечено увеличение
почти в 2 раза (p<0,01) индекса активации
хемилюминесцентной реакции нейтрофилов
по сравнению с величинами, установленными
в период до хирургического лечения.

Изучение параметров хемилюминесцентного
ответа нейтрофилов периферической крови
у больных ПКР в период через 30 дней после
оперативного вмешательства показало замедление
выхода на пик спонтанной хемилюминесцентной
кривой относительно показателей контрольной
группы и значений, зафиксированных в период
до и через 14 дней после хирургического лечения
(табл. 2). Необходимо отметить, что в данный период
наблюдения сохраняется повышение интенсивности
“респираторного взрыва” и увеличение площади
под спонтанной хемилюминесцентной кривой
по сравнению с параметрами группы контроля (табл. 2).
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Таблица 2. Показатели хемилюминесценции нейтрофилов периферической крови у больных раком почки, Ме [25; 75]

Показатель Контрольная группа
(n=35)

Больные ПКР
До операции

(n=100)
14 дней после операции

(n=90)
30 дней после операции

(n=44)
Спонтанная хемилюминесценция

Tmax, с
505,50 

[208,50-1502,50]
696,00 

[298,00-1293,00]
707,00 

[396,50-1139,00]
723,00 

[393,00-1118,00] 
p1<0,01

Imax, o.e.×103 6,67 
[3,04-18,70]

23,16 
[11,64-41,34]

23,26 
[11,88-36,69]

22,64 
[7,02-42,98]

Sсп, o.e.×105
2,06 

[1,23-4,60]
5,85 

[3,53-11,90]
6,38 

[3,27-12,20]
6,65 

[3,40-13,90] 
p1<0,001

Индуцированная хемилюминесценция

Tmax, с
1270,00 

[862,00-1779,00]
10,52,00 

[1680,00-2525,00]
1049,00 

[784,00-1431,00] 
p3<0,01

1198,00 
[825,00-1821,00]

Imax, o.e.×103
10,54 

[4,98-41,70]
27,21 

[11,76-65,31]
41,49 

[18,28-84,59]
45,54 

[21,26-74,50] 
p2<0,05

Sинд, o.e.×105
3,78 

[1,53-9,40]
8,46 

[3,98-20,10] 
p2<0,05

14,75 
[5,27-27,10]

21,50 
[5,88-29,90] 

p2<0,05

Sинд/Sсп
1,87 

[1,52-3,00]
1,61 

[1,02-2,42]
1,84 

[1,14-3,57]
2,34 

[1,43-3,70] 
p2<0,05



При индукции хемилюминесцентной реакции
зимозаном установлено сохранение увеличения
площади под стимулированной хемилюминесцентной
кривой и удлинение времени реагирования
на стимуляцию относительно показателей контрольной
группы (табл. 2). Кроме того, почти в 2 раза (p<0,05)
снижаются средние значения индекса активации
по сравнению с величинами контроля.

В целом, увеличение общего количества АФК,
продуцированных нейтрофилами периферической
крови у больных ПКР до хирургического лечения,
относительно контроля свидетельствует о повышенных
энергетических затратах нейтрофилов крови
у пациентов с исследуемой патологией. При этом,
дополнительная стимуляция “респираторного взрыва”
нейтрофилов, опсонизированным зимозаном,
не приводит к увеличению продукции АФК,
что отражает пониженные резервные метаболические
возможности данной клеточной популяции [13].
Очевидно, что обнаруженные нарушения
кислород-зависимого метаболизма нейтрофильных
гранулоцитов у больных ПКР в период до операции
могут, в определённой мере, снижать цитотоксические
эффекты нейтрофилов на опухолевые клетки.

Через 14 дней после оперативного вмешательства
отмечается замедление выхода свечения на пик
при высоком уровне хемилюминесцентного ответа
нейтрофильных гранулоцитов. Это способствует
менее быстрому истощению функционально-
метаболической активности клетки [13],
что, безусловно, является положительным изменением
у больных ПКР в данный период наблюдения.

Повышение величины индекса активации
в период через 14 дней после хирургического
лечения у больных ПКР свидетельствует о том,
что в этот период нейтрофилы более интенсивно
синтезируют АФК, чем в период до операции,
и отражает значительное напряжение кислородного
метаболизма нейтрофилов периферической крови
у больных в послеоперационном периоде.

Следует отметить, что повышенный уровень
фонового кислород-зависимого метаболизма
нейтрофилов, наблюдаемый у больных ПКР в период
через 30 дней после хирургического лечения,
приводит к замедленной реализации клетками своих
снтетических способностей, менее интенсивному
поступлению NADPH из пентозофосфатного пути,
необходимого для продукции АФК. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

У больных ПКР в лимфоцитах периферической
крови в результате изменения активности ферментов
возникают условия для замедления реакций
энергетического обмена и усиления перехода
интермедиатов ЦТК в реакции обмена аминокислот,
а также для уменьшения активности
глутатионзависимой антиоксидантной защиты
вследствие снижения активности ГР. Через 14 дней
после радикальной нефрэктомии отмечается
стимуляция гликолиза и рост активности ГР.

В дальнейшем, через 30 дней после операции,
формируются условия для увеличения эффективности
энергетического обмена.

Полученные данные показали повышение
фонового уровня хемилюминесцентного ответа
нейтрофилов периферической крови у больных ПКР
как до операции, так и после хирургического
лечения. В то же время, при дополнительной
нагрузке in vitro в функциональном нагрузочном
тесте выявлено понижение адаптационных
возможностей нейтрофильных гранулоцитов
к мобилизации резервной метаболической активности
в период до операции и через 30 дней после
хирургического лечения.
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LYMPHOCYTES ENZYMATIC STATUS AND PERIPHERAL BLOOD NEUTROPHILS 
OXYGEN-DEPENDENT METABOLISM IN PATIENTS WITH RENAL CANCER
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The immune system, one of the most important homeostatic organism systems, is actively involved
in the protection against malignant tumors. The earliest sighs of immune homeostasis disorders should be invetigated
at the cellular level, because of cell functional manifestations depend on the state of intracellular metabolic reactions.
The study of lymphocyte NAD(P)-dependent dehydrogenases activity and peripheral blood neutrophils
oxygen-dependent metabolism in patients with renal cellular carcinoma (RCC) showed a decrease in the intensity
of ribose-5-phosphate and NADH-dependent synthetic processes, inhibition of terminal reactions of glycolysis. Altered
activities of the studied enzymes favor an increase in outflow of intermediates of the Krebs cycle on the reaction
of amino acid metabolism in peripheral blood lymphocytes. Radical nephrectomy was accompanied by increased
activity of glycolysis. The basal level chemiluminescent of peripheral neutrophils of RCC patients response was higher
both before and after operations. Stimulation of neutrophils by opsonized zymosan in vitro leads to increase in oxidative
metabolism activity, most in 14 days after surgery period. Before and 30 days after surgery, adaptive metabolic
capabilities of neutrophilic granulocytes decreased.
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