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Дослідження видів клітинної смерті . "' "' . 
та стад1и апоптозу леикоцит1в 

ухворих на туберкульоз легень 
на тлі антимікобактеріальної терапії 

Мета роботи - оцінити стан цитоплазматичних мембран лейкоцитів та дослідити їхню життєздат­
ність, визначити різновиди та стадії клітинної смерті лейкоцитів крові хворих на туберкульоз (ТБ) 
легень з різною ефективністю лікування в інтенсивну фазу (ІФ) антимікобактеріальної тераrіії (АМБТ). 
Матеріали та методи. У дослідженні взяли участь 30 пацієнтів зі встановленим діагнозом ТБ 

легень, що лікувалися в Обласній туберкульозній лікарні № 1 м. Харкова. Пацієнтів поділено на групи 
залежно від ефективності лікування в ІФ АМБТ. Першу групу склали 12 пацієнтів з ефективним ліку­
ванням. У них після 60 доз ІФ АМБТ спостерігалася конверсія бактеріовиділення. Позитивну динаміку 
визначено за результатами клінічних та променевих досліджень. Другу групу склали 18 пацієнтів зі 
сповільненим та/або негативним результатом лікування, в яких після 60- 90-120 доз ІФ АМБТ збері­
галося бактеріовиділення. Визначалася стабільна або негативна динаміка та/або було зафіксовано 
невдачу лікування. Контрольну групу склали 12 практично здорових донорів. Дослідження проводили 
за методом проточної цитометрії на проточному цитофлуометрі FACS Calibur. Оцінку стадій клітинної 
смерті проводили шляхом додавання маркерів CD45+, Annexin V FІТС detection КІТ І, 7 AAD. 
Результати та обговорення. Частка непошкоджених лейкоцитів у крові хворих на ТБ легень ста­

новила (71,05 ± 3,66) %. У контрольній групі - (91,8 ± 0,1) %, тобто на 20,75 % менше. У хворих на ТБ 
було більше клітин як на початковій стадії апоптозу ((14,7 ± 1,47) порівняно з (3,8 ± 0,16) % у конт­
рольній групі) , так і на пізній стадії апоптозу/некрозу ((12,35 ± 2,36) порівняно з (3,08 ± 0,3) % у конт­
рольній групі), що вказує на зменшення активного лейкоцитарного пулу. В крові хворих на ТБ легень 
кількість мертвих некротичних клітин зменшується у 1,8 разу ((0,95 ± 0,07) порівняно з (1,78 ± 0,32) % 
у контрольній групі), що може свідчити про увімкнення компенсаторних механізмів імунної системи 
організму. Кожен показник вірогідно значущо (р < 0,05) відрізняється між групами. У жодному з аналі­
зованих станів лейкоцитів не виявлено вірогідної (р > 0,05) різниці між групами порівняння за вірогід­
ної (р < 0,05) різниці щодо контрольної групи. 
Висновки. Туберкульоз супроводжується глибокими порушеннями імунної відповіді, оскільки спо­

стерігається екстерналізація фосфоліпіду фосфатидилсерину в фосфоліпідному бішарі цитоплазматич­
ної мембрани лейкоцитів периферійної крові. Кількість абсолютно живих, функціонально спроможних 
лейкоцитів на 20,75 % менша у хворих на ТБ, ніж у практично здорових донорів . Оскільки дослідження 
проводили на тлі АМБТ, причиною такого дефіциту клітин лейкоцитарного пулу може бути не тільки 
прогресування захворювання, а й використання АМБТ, що потребує подальшого вивчення. Вірогідної 
різниці між станом цитоплазматичних мембран лейкоцитів у групах хворих на ТБ з різною ефективніс­
тю лікування в ІФ АМБТ не зауважено. У периферійній крові хворих на ТБ легень (27,1 ± 1,9) % лей­
коцитів перебували в стані апоптозу, з них (14,7 ± 1,47) % - на початковій стадії, що вказує на терапев­
тичну потребу у використанні додаткових імуномодулювальних засобів з метою кількісного та якісного 
відновлення імунокомпетентних клітин. 
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Бактеріальні та вірусні інфекції в разі потрап­

ляння в організм людини зумовлюють без­

ліч реакцій та формують специфічну систему 

«організм - хазяїн>> - «організм - збудник» . 

Основними реакціями макроорганізму є запа­

лення, імунна відповідь, проліферація або клі­

тинна загибель. Вказані процеси можуть мати як 
пошкоджувальний, так і захисний характер [4] . 

Клітинна загибель за умови дії інфекційних 
агентів реалізується різними шляхами та зале­

жить від типу клітин макроорганізму і їхнього 

фізіологічного стану, стадії інфекції, інфікуючої 

дози та факторів вірулентності патогену. Відомо, 

що апоптоз - запрограмована клітинна смерть, є 

нормальним фізіологічним імуномодульованим 

процесом, що активізується у відповідь на клі­

тинний стрес або метаболічні порушення [2, 7, 
9]. У системі «організм - хазяїн» - «організм -
збудник» апоптоз має три патогенетичних зав­

дання та шляхи вирішення їх: апоптоз як меха­

нізм знищення клітин «Організму - хазяїна»; 

апоптоз як пусковий механізм запалення; апоптоз 

як захисний механізм «організму- хазяїна» [2]. 
Залежно від ефективності реалізації завдань 

апоптозу загибель клітин впливає на формуван­

ня або реакцію імунітету, результат інфекційного 
процесу, тобто перебіг та ефективність лікування 
захворювання. 

Серед інфекційних захворювань туберкульоз 
(ТБ) займає лідирувальні позиції з основних 

епідемічних показників захворюваності, поши­

реності та смертності [ 1 О]. Чимало дослідників 
указують на важливість вивчення механізмів 

клітинної загибелі у хворих на ТБ як на шанс 
для підвищення ефективності та безпечності 

антимікобактеріальної терапії (АМБТ) [6, 8]. 
Відомо, що АМБТ впливає на функціональну 

активність клітин «організму- хазяїна» шляхом 

дезорганізації їхніх мембранних структур [ 1]. 
Визначено, що порушення регуляції процесів 

апоптозу є фактором ризику розвитку та про­

гресування ТБ [6]. 
Протитуберкульозний імунітет значно відріз­

няється від імунітету при інших захворюваннях. 

Механізм імунної відповіді при ТБ залежить від 

активності фагоцитозу клітинами крові, форму­

вання антитіл та реакції гіперчутливості сповіль­

неного типу [З, 5]. Усі вказані процеси безпосеред­
ньо виконуються та напряму залежать від клітин 

лейкоцитарного ряду, тому вивчення процесів 

клітинної загибелі лейкоцитів у хворих на ТБ має 
важливе теоретичне та практичне значення. 

Мета роботи - оцінити стан цитоплазматич­
них мембран лейкоцитів та дослідити їхню жит­
тєздатність, визначити різновиди та стадії клі­

тинної смерті лейкоцитів крові хворих на тубер-
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кульоз легень з різною ефективністю лікування 

в інтенсивну фазу антимікобактеріальної терапії. 

Матеріали та методи 

У дослідженні взяли участь ЗО пацієнтів із 

встановленим діагнозом ТБ легень, що перебу­
вали на лікуванні в Обласній туберкульозній 
лікарні No 1. Усіх їх було обстежено, всіх лікува­
ли згідно з чинним на момент реєстрації наказом 

МОЗ України від 04.09.2014 р. No 620 «Про 
затвердження та впровадження медико-техноло­

гічних документів зі стандартизації медичної 

допомоги при туберкульозі». Пацієнтів поділено 

на групи залежно від ефективності лікування 

у інтенсивну фазу (ІФ) АМБТ. Першу групу 

склали 12 пацієнтів з ефективним лікуванням. 
У них після 60 доз ІФ АМБТ спостерігалися 
конверсія бактеріовиділення та позитивна дина­

міка, визначена за результатами клінічних та 

променевих досліджень. Другу групу склали 

18 пацієнтів зі сповільненим та/або негативним 
результатом лікування, в яких після 60- 90-
120 доз ІФ АМБТ зберігалося бактеріовиділення 
та визначалася стабільна або негативна ди:.наміка 
та/або було зафіксовано невдачу лікування. 

Контрольну групу склали 12 практично здорових 
донорів. 

Характеристика груп порівняння: середній вік 

у першій групі становив 35,8 року, у другій -
42,9 року, у контрольній - 39,9 року. У першій 
групі нових випадків ТБ було 83,3 %, повтор­
них -16,6 %, у другій- 77,8 % та 22,2 % відповід­
но. Всі пацієнти мали позитивний аналіз на 

рідких живильних середовищах з використанням 

апаратури МGІТ ВАСТЕС та/або засіву на щіль­

ні середовища Левенштейна-Єнсена. Відповід-
. -

но до результатш тесту медикаментозн01 чутли-

вості, монополірезистентність збудника ТБ до 
антимікобактеріальних препаратів встановлено 

у 43,4 % пацієнтів першої групи та у 46 % другої. 
У решти пацієнтів було збережено чутливість до 
препаратів. Під час радіологічного дослідження 

деструкцію легеневої тканини виявлено у 77, 7 та 
94 % пацієнтів першої й другої груп відповідно. 

За клінічною формою у 96,6 % хворих першої 
групи та 78 % другої засвідчено інфільтративний 
ТБ, у решти дисемінований. Таким чином, відпо­

відно до основних критеріїв групи можна порів­

нювати між собою. 
Біоматеріалом для дослідження була кров, 

взята з периферійної вени зранку натще в об'ємі 
10 мл та поміщена в пробірку з ЕДТА. Забір біо­
матеріалу відбувався наприкінці ІФ АМБТ. 
Дослідження життєздатності лейкоцитів крові, 

а також різновидів та стадій клітинної смерті 
.. . .. 

проводили за методом проточн01 цитометрн на 
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проточному цитофлуометрі FACS Calibur. Оцін­
ку стадій клітинної смерті проводили шляхом 

додавання маркерів CD45+, Annexin V FІТС 
detection КІТ І, 7 AAD (Becton Dickinson, США) 
[7]. Маркером пізньої стадії апоптозу та/або 
некрозу є 7-аміноактиноміцин (7 AAD) - віталь­

ний ДНК-барвник, який проникає в клітину 
в разі порушення цілісності клітинних мембран. 
Annexin V FITC - маркер початкової стадії апоп­

тозу, ЩО Є Са2+ -залежним фосфоліпідозв' ЯЗУЮЧИМ 

білком. Annexin V зв'язується з клітинами, що 
мають фосфатидилсерин на зовнішній поверхні 

мембрани, однак у нормі він розташовується на 

внутрішньому шарі мембрани. За допомогою 
Annexin V можна оцінити ступінь порушень роз­
поділу ліпідів у цитоплазматичній мембрані та 
визначити стан клітини. Таким чином, було виді­
лено 4 стадії клітинної смерті: Annexin V-, 
7 AAD--клітини - повністю живі клітини; Anne­
xin V+, 7 AAD- - клітини, що перебувають на по­

чатковій стадії апоптозу; Annexin V+, 7 AAD+ - клі­

тини на пізній стадії апоптозу та/або некрозу; 
Annexin v-, 7 AAD+ - мертві некротичні клітини. 

Результати проточної цитометрії оцінювали 

з використанням програмного забезпечення 
CELLQuest Pro (Becton Dickinson, США) та 
WinMDI Version 2.9. 

Статистичний аналіз даних проводили за до­

помогою програмного забезпечення Microsoft 
Excel 2016 (ліцензія No 00201-10554-16848-
АА351), а також засобів Statsoft Statistica 8.0. 
(ліцензія STA862D175437Q). Дані наведено 
у вигляді М ± m, при цьому значущою різницю 
вважалися за рівня р < 0,05. 

Результати та обговорення 

За даними літератури, можна виявити екстер­

налізацію фосфоліпіду фосфатидилсерину в 

цитоплазматичній мембрані клітин, що є ознакою 

раннього апоптозу, за допомогою методу прото-

Практично здорові донори 

кової цитометрії. Фосфатидилсерин, розташова­

ний на зовнішньому бішарі мембрани апоптотич­

них клітин, зв'язується з Annexin V. 
У хворих на ТБ легень спостерігається асимет­

рія розподілу фосфоліпідів у цитоплазматичній 

мембрані лейкоцитів, а саме виявлено екстерна­

лізацію фосфатидилсерину. 

Під час аналізу стану цитоплазматичних мемб­
ран лейкоцитів усіх учасників дослідження було 
визначено, що ТБ легень супроводжується знач­

ними пошкодженнями цитоплазматичних мемб­
ран лейкоцитів. Про це свідчить вірогідно менша 

кількість клітин, що не вступили в реакцію 

з Annexin V, тобто повністю живих і функціо­
нальних клітин, у хворих на ТБ порівняно з конт­

рольною групою. Частка непошкоджених лейко­

цитів у крові хворих на ТБ легень становила 

(71,05 ± 3,66) %, у крові контрольної групи 
(91,8 ± 0,1) %, що на 20,75 % менше. Частка клі­
тин, що вступили в реакцію з Annexin V+ ( Anne­
xin V+, 7 AAD- та Annexin V+, 7 AAD+), тобто 
апоптозних, була значно більшою у групах порів­
няння, ніж у контрольній, і в середньому для 

хворих на ТБ легень становила (27,1 ± 1,9) %. 
Причому у хворих на ТБ було збільшення кіль­

кості клітин як на початковій стадії апоптозу 

((14,7 ± 1,47) порівняно з (3,8 ± 0,16) % у конт­

рольній групі), так і на пізній апоптозу /некрозу 

((12,35 ± 2,36) порівняно з (3,08 ± 0,3) % у конт­
рольній групі), що вказує на зменшення актив­

ного лейкоцитарного пулу. У крові хворих на ТБ 

легень відсоток мертвих некротичних клітин 

зменшується у 1,8 разу ((0,95 ± 0,07) при 
(1,78 ± 0,32) % у контрольній групі), що може 
свідчити про ввімкнення компенсаторних меха­

нізмів імунної системи організму (рис. 1 ). Кожен 
визначений показник вірогідно значущо 

(р < 0,05) відрізняється між групами. 
На рис. 2 наведено типові результати дослід­

ження за методом проточної цитофлоуметрії 

Хворі на ТБ легень 

О Повністю живі клітини 

91,8 '!о 

8 Початкова стадія апоптозу 

8 Мертві некротичні клітини 

Пізня стадія апоптозу/некрозу 
71,05 '!о 

Рис. 1. Відсоток лейкоцитів, що перебувають на різних стадіях клітинноі смерті у крові хворих на ТБ легень 
та практично здорових донорів 
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Рис. 2. Типова цитограма з візуалізацією ранньоапоптичних, пізньоапоптичних/некротичних та мертвонекро­
тичних лейкоцитів периферійноі крові у хворого на ТБ легень (А) та представника контрольноі групи (Б) 

Таблиця. Стадіі клітинноі смерті лейкоцитів периферійноі крові пацієнтів з туберкульозом легень з різною 
ефективністю лікування в інтенсивній фазі антимікобактеріальноі терапіі, % 

Показник Annexiпv-, 7ддD- AnnexinV•, 7АдD- AnnexinV•, 7AAD· Annexiпv-, 7 AAD· 

Стан клітин Повністю Початкова стадія Пізня стадія Мертві 
ЖИВІ КЛІТИНИ апоптозу апоптозу/некрозу некротичні клітини 

Перша група 72,2 ± 2,7* 14,5 ± 1,5* 11,4 ± 1,9* 1,0 ± 0,14* 
Друга група 70,2 ± 3,9* 14,9 ± 1,62* 13,0 ± 2,5* 0,9 ± 0,08* 
Контрольна група 91,8 ± 0,1 3,8 ± 0,16 3,1±0,3 1,8 ± 0,31 

Примітка. *Значущо відрізняється від показників контрольної групи (р < 0,05 ). 

з використанням реактивів CD45+, Annexin V 
FІТС detection КІТ І, 7 AAD. 

Результати визначення стадій клітинної смер­

ті лейкоцитів за допомогою проточної цитометрії 

в групах з ефективним та уповільненим та/або 

негативним результатом лікування ТБ в ІФ 

АМБТ наведено в таблиці. 
Під час порівняння стадій клітинної смерті 

у групах з різною ефективністю лікування у І Ф 

АМБТ встановлено, що у жодному з аналізованих 

станів лейкоцитів не виявлено вірогідної (р > 0,05) 
різниці між групами порівняння, за вірогідної 

(р < 0,05) різниці з контрольною групою. 

Висновки 

У хворих на туберкульоз спостерігається екс­
терналізація фосфоліпіду фосфатидилсерину 

у фосфоліпідному бішарі цитоплазматичної 
мембрани лейкоцитів периферійної крові, що 
супроводжується глибокими порушеннями імун­
ної відповіді. Показі~ик абсолютно живих, функ-

ціонально спроможних лейкоцитів є на 20,75 % 
меншим у хворих на туберкульоз, ніж у практич­
но здорових донорів. Оскільки дослідження про­

водили на тлі антимікобактеріальної терапії, 

причиною такого дефіциту клітин лейкоцитар­

ного пу лу може бути не тільки прогресування 
захворювання, а й використання антимікобакте­

ріальної хіміотерапії, що потребує подальшого 
вивчення. 

Вірогідної різниці між станом цитоплазматич­

них мембран лейкоцитів у хворих на туберкульоз 
легень з ефективним та уповільненим та/або 
негативним результатом лікування на тлі анти­

мікобактеріальної терапії не виявлено. 
З. У периферійній крові хворих на туберкульоз 

легень (27,1 ± 1,9) % лейкоцитів перебували 
в стані апоптозу, з них (14,7 ± 1,47) % на почат­
ковій стадії, що вказує на терапевтичну потребу 
у використанні додаткових імуномодулювальних 

засобів з метою кількісного та якісного віднов­
лення імунокомпетентних клітин. 
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Hccne.n.oaaHMe Bl1AOB KneTO'IHOi1. CMepTl1 

l1 CTa,D.l1i1. aTIOTIT03a nei1.Ko1rvtTOB y 6onbHbIX Ty6epKyne30M nerKl1X 

Ha cpoHe aHTl1.Ml1K06aKTepl1.anbHOi1. Tepanl1.l1 

I.(eJlb pa6omol - ou;eHKa COCT05IHIDI IJ;MTOIIJia.3ManrqecK11x MeM6paH JI€HKOIJ;MTOB M M3)"I€HMe llX )Kll3-
Hecrroco6HOCT11, orrpe.neJieHMe pa3HOB11.ZJ:HOCTM 11 CTa.ZJ:llll KJieTOqHOH CMepTM JieHKOIJ;MTOB KpOBll 6oJihHhIX 
Ty6epKyJie30M (TE) JiefKMX c pa.3JIIfqHo:H 3cpcpeKTMBHOCThIO JieqeHM51 B MHT€HCMBHYIO cpa.3y (M<D) aHTM­
MllK06aKTepMaJihHOH Tepamm (AMET) . 

Mamepua.Jlot u .M.emodot. B MCCJie.noBaHMM rrpIIHHJIM yqacT11e 30 rrau;MeHTOB c ycrnHOBJieHHhIM .n:IIarHo-
30M TE JierKMX, KOTOphre Haxo,n:MJIMCh Ha JieqeHMM B 06JiaCTHOH Ty6epKyJie3HOH 60JibH11u;e N!! 1 r. Xapb­
KOBa. IIau;MeHThI 6hIJIM rro,n:eJieHhI Ha rpyrrrrhr cpaBHeHMH B 3asIICMMOCTM OT 3cpcpeKTMBHOCTM JieqeHMH 
B M<D AMET. Ilepsyio rpyrrrry cocrnBMJIM 12 rrau;MeHTOB c ::icpcpeKrnBHhIM JieqeHMeM. Y HMX rrocJie 60 .z:i:o3 
M<D AMET orrpe.neJIHJIMCh KOHsepcMH 6aKTepMOBhI.ZJ:eJieHM51. IloJIO)KIITeJihHa51 .n11HaMMKa orrpe.neJieHa 
COrJiaCHO pe3yJihTaTaM KJIIIHIIqecKMX M JI)"IeBhIX MCCJie,n:oBaHMH. BTopyIO rpyrrrry COCTaBMJIM 18 rrau;IIeHTOB 
c 3aMe,n:JieHHhIM H/ MJIM OTpMu;aTeJihHhIM pe3yJihTaTOM JieqeHM51, y KOTOphrx rrocJie 60-90- 120 .z:i:o3 M<D 
AMET coxpaHMJIOCh 6aKTepMOBhI.ZJ:eJieHMe. Orrpe,n:eJI5IJiach cTa6MJihHa51 MJIM Her aTMBHa51 ,n:11HaMMKa H/ 11JI11 
6hrna ycTaHOBJieHa Hey.z:i:aqa JieqeHMH. K oHTpOJihHYIO rpyrrrry cocTaBIIJIM 12 rrpaKTMqecKM 3,z:i:opOBhix .noHo­
pos. MccJie,n:oBaHIIe rrpoBOJJ:MJIM no MeTo,n:y rrpoToqHo:H U:IITOMeTpII11 Ha rrpornqHoM U:IITocpJiyoMeTpe FACS. 
Calibur. Ou;eHKY crn,n:II:H KJieTOqHo:H cMepTM rrpoBO.ZJ:MJIM rryTeM ,z:i:o6aBJieH115I MapKepos CD45+, Annexin V 
FITC detection KIT I , 7 AAD . 

Pe3yJlomamot u 06cyJ1Cde11ue. l{oJI5I Herrospe)K.neHHhix JieHKOU:MTOB s KposM 6oJihHhrx TE JierKMx 
COCTaBMJia (71,05 ± 3,66) %. B KOHTpOJihHOH rpyrrrre - (91,8 ± 0, 1) %, qTQ Ha 20, 7 5 % MeHbIIIe. y 60JihHhIX 
T E orrpe.neJI5IJIOCh yseJIMqeHMe KOJIMqecrna KJieTOK KaK Ha HaqaJihHOH CTaJJ:MM arrorrTo3a ((14,7 ± 1,47) 
B cpaBHeHMM c ( 3,8 ± 0, 16) % B KOHTpOJihHOH rpyrrrre ), TaK M Ha II03.ZJ:He:H CTaJJ:MM arrOIIT03a/ HeKp03a ( ( 12,35 
± 2,36) B cpaBH€HMM c (3,08 ± 0,3) % B KOHTpOJihHOH rpyrrrre) , qTQ yKa3bIBaeT Ha yMeHbII1eH11e aKTMBHOro 
JieHKOU:MTapHoro rr~Jia. B KposM 6oJihHhrx TE Jiern11x ,n:OJIH Meprnhrx HeKpOTM3MposaHHhrx KJieTOK yMeHh­
IIIaeTrn B 1,8 pa3a ((0,95 ± 0,07) B cpaBH€Hllll c (1,78 ± 0,32) % B KOHTpOJihHOH rpyrme) , qTQ MO)KeT CBM­
,n:eTeJibCTBOBaTb o BKJIIOqeHMM KOMrreHcaTopHhIX MexaHM3MOB MMMYHHOH cMcTeMhI opraHM3Ma. Bee rroKa-
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3aTeJIM .z:i:ocTOBepHo 3HaLJ:MMO (p < 0,05) OTJIMLJ:aIOTC51 Me:>K.z:i:y rpyrmaMM. B Ka:>K.z:lOM M3 aHaJIM3MpoBaHHhIX 
COCT051HMH JieHKOIIMTOB He onpe.z:i:eJieHO ,[(OCTOBepHbIX (p > 0,05) OTJIMLJ:MH Me:>K.[(Y rpynnaMM cpaBHeHM51 
npM ,[(OCTOBepHbIX (p < 0,05) OTJIMLJ:M51X c KOHTpOJibHOH rpynnoM.. 

Bbt60dbt. Ty6epKyJie3 conpOBO:>K.ZJ:aeTrn rny6oKMMM HapyrneHM51MM MMMYHHoro orneTa, nocKOJihKY 
Ha6JIIO)laeTC51 3KCTepHaJIM3aIIM51 cpoccpOJIMTIM,[(a cpoccpaTM.ZJ:HJICepMHa B cpoccpoJIMTIM,[(HOM 6MCJIOe IIMTO­
TIJia3MaTMLJ:eCKOH MeM6paHhI JieHKOIIMTOB nepttcpepMLieCKOH KpOBM. L{OJI51 a6coJIIOTHO :>KMBbIX M cpyHKIIMO­
HaJibHO cocT051TeJihHhIX JiettKOIIHTOB Ha 20,75 % MeHhrne y 6oJihHhIX TE, LJ:eM y npaKTHLJ:eCKM 3.ZJ:OpOBhIX 
.ZJ:OHopoB. IIocKOJihKY MCCJie.ZJ:OBaHMe npoBO.[(MJIOCh Ha cpoHe AMET, npMLIHHOH TaKoro tJ:ecpMIIMTa KJieToK 
JieHKOIIMTapHoro nyJia MO:>KeT 6hITb He TOJihKO nporpeccMpOBaHMe 3a6oJieBaHM51, a M HCTIOJib30BaHHe 
AMET, 'ITO Tpe6yeT .ZJ:aJihHeifrnero H3yqeHH51. L{ocToBepHhIX OTJIMLJ:HH Me:>Key cocT051HHeM IIMTOTIJia3MaTM­
qecKMX MeM6paH JieifKOIIMTOB B rpynnax 6oJihHhIX TE c pa3JIMLJ:Hoi1 acpcpeKTMBHOCThIO JieLJ:eHM51 B H <D 
AMET He onpe.ZJ:eJieHo. B nepttcpepttt:IecKoif KpOBM 6oJihHhIX TE JierKHX (27,1 ± 1,9) % JiettKOIIMTOB Haxo­
.ZJ:MJIMCh B COCT051HHH anonT03a, M3 HMX (14,7 ± 1,47) % Ha HaLJ:aJibHOH CTa)lMM anonT03a, 'ITO YKa3hIBaeT Ha 
TepaneBTMLJ:eCKYIO TIOTpe6HOCTb B HCTIOJib30BaHMM .ZJ:OTIOJIHMTeJihHbIX HMMYHOMO.ZJ:YJIMpy10.ru:Mx cpe.ZJ:CTB 
c u:eJihlO KOJIMLJ:eCTBeHHOro H KaLJ:eCTBeHHOro BOCCTaHOBJieHM51 MMMJHOKOMTieTeHTHbIX KJieTOK. 

I011otte6ble C.Jl06a: Ty6epKyJie3, KJieTOLJ:HM CMepTh, anonT03 JieHKOIIMTOB. 

0.5. Schevchenko, O.A. Nakonechna, 0.0. Hovardovska 
Kharkiv National Medical University, Kharkiv, Ukraine 

Study of cell death kinds and stages of leukocytes apoptosis 
in pulmonary tuberculosis patient during 
antimycobacterial therapy 

Objective - to evaluate the condition of cytoplasmic membranes of leukocytes and to study their 
viability, to determine the varieties and stages of cell death of leukocytes in patients with pulmonary 
tuberculosis (TB) with different treatment efficacy in the intensive phase (IP) of antimycobacterial 
therapy (AMBT). 

Materials and methods. The study involved 30 patients with an established diagnosis of pulmonary TB 
who were treated at the Regional Tuberculosis Hospital N 1 (Kharkiv). Patients were divided into groups 
depending on the effectiveness of treatment in the IP AMBT. The first group included 12 patients with 
effective treatment - after 60 doses of IP AMBT conversion of bacteriaexcretion and positive dynamics 
according to the results of clinical and radiological studies were determined. The second group included 
18 patients with a delayed and/ or negative result of treatment - after 60- 90- 120 doses of IP AMBT 
persistant bacteriaexcretion was detected and stable or negative dynamics were determined and/ or 
treatment failure was established. The control group consisted of 12 healthy donors. The study was 
performed by flow cytometry on a flow cytometer FACS Calibur. Assessment of cells death stages was 
performed by adding markers CD45·, Annexin V FITC detection KIT I, 7 AAD. 

Results and discussion. The proportion of live intact leukocytes in the blood of patients with pulmonary 
TB was (71.05 ± 3.66) %, compared with the control group (91.8 ± 0.1) %, which is less for 20.75 %. In the 
blood of TB patients an increasing of damaged cells was determined at the initial stage of apoptosis 
((14.7 ± 1.47) vs (3.8 ± 0.16) % in the control group) and at the late stage of apoptosis/ necrosis 
((12.35 ± 2.36) vs (3.08 ± 0.3) % in the control group), which indicates a decrease in the active leukocyte 
pool. In the blood of patients with pulmonary TB, the proportion of dead necrotic cells decreases in 1.8 
times ((0.95 ± 0.07) vs (1.78 ± 0.32) % in the control group), which may indicate the inclusion of 
compensatory mechanisms of the immune system. Each indicator studied was significantly (p < 0.05) 
different between groups. Comparing the stages of cell death in groups with different treatment efficiencies 
in IP AMBT showed that in each of the analyzed conditions of leukocytes, no significant (p > 0.05) 
differences between the comparison groups were identified, with significant (p < 0.05) differences with 
control group. 

Conclusions. TB is accompanied by profound impaired immune response, since externalization of 
phospholipid phosphafidylserine in the phospholipid bilayer of the cytoplasmic membrane of peripheral 
blood leukocytes is observed. The proportion of alive and functionally well-off leukocytes is 20.75 % less in 
TB patients than in practically healthy donors. Since the study was conducted on the background of 
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AMBT, the reason for such a deficiency of cells of the leukocyte pool can be not only the progression of TB, 
but also the use of AMBT, which requires further study. Significant differences between the states of 
cytoplasmic membranes of leukocytes in groups of patients with TB with different efficacy of treatment in 
IP AMBT is not defined. (27.1 ± 1.9) % of peripheral blood leukocytes in patients with pulmonary TB were 
in a state of apoptosis, of which more than half (14.7 ± 1.47) % in the initial stage of apoptosis, indicating a 
therapeutic need for using additional immunomodulating drugs with the purpose of quantitative and 
qualitative recovery of immunocompetent cells. 

Key words: tuberculosis, cell death, leukocytes apoptosis. 
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