
Probl Cryobiol Cryomed 2021; 31(1):003–013
https://doi.org/10.15407/cryo31.01.003
оригінальне дослідження                                                                                        research article

УДК 577.112.5: 591.322.2-148.11: 57.086.13: 576.367

І.І. Щенявський
Антиапоптотична дія синтетичного лей-енкефаліну даларгіну 
на лейкоцити щурів у моделі холодового стресу in vivo

UDC 577.112.5: 591.322.2-148.11: 57.086.13: 576.367 

I.I. Shcheniavsky
Anti-Apoptotic Eff ect of Synthetic Leu-enkephalin Dalargin 

on Rat Leukocytes in Cold Stress Model in Vivo
 

Реферат: Досліджували захисний вплив синтетичного аналога лей-енкефаліну даларгіну на лейкоцити периферичної 
крові теплокровних тварин, підданих холодовому стресу. За допомогою конфокальної мікроскопії досліджено вплив даного
пептиду і холодового стресу in vivo на клітинний склад лейкоконцентрату, життєздатність лейкоцитів і ступінь фрагментації 
ДНК у лейкоцитах щурів. Встановлено, що у тварин, яким перед початком охолодження вводили даларгін, зниження відносного 
вмісту лімфоцитів і підвищення вмісту нейтрофілів були значуще менш виражені, ніж у тварин без введення даларгіну. Також 
показано, що введення даларгіну сприяло підвищенню життєздатності лейкоцитів периферичної крові щурів, підданих холодо-
вому стресу. Попереднє введення тваринам даларгіну статистично значуще знижувало як ступінь фрагментації ДНК, так і від-
носний вміст у периферичній крові лейкоцитів із фрагментованою ДНК. Одночасне введення тваринам антагоніста опіатних 
рецепторів налоксону усувало захисну дію агоніста опіатних рецепторів даларгіну. Отримані результати свідчать про опосе-
редковану опіатними рецепторами антиапоптотичну дію даларгіну на лейкоцити периферичної крові в умовах холодового 
стресу in vivo.
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Abstract: In this research, a protective eff ect of synthetic analogue of leu-enkephalin dalargin on peripheral blood leukocytes 

of cold stress-exposed homeotherms, has been investigated. The impact of this peptide and in vivo cold stress on cell composi-
tion of leukoconcentrate, leukocyte viability and DNA fragmentation degree in rat leukocytes, has been studied by using confocal 
microscopy. A decreased relative count of lymphocytes and an increased neutrophil one were established as signifi cantly less pro-
nounced in the animals injected with dalargin before cooling, than in non-handled ones. The dalargin administration was also shown 
to enhance the viability of peripheral blood leukocytes in rats exposed to cold stress. Preliminary administration of dalargin to ani-
mals signifi cantly reduced both the degree of DNA fragmentation and a relative count of leukocytes with fragmented DNA in peripheral 
blood. Simultaneous introduction of opioid receptor antagonist naloxone to animals eliminated a protective eff ect of opioid receptor 
agonist dalargin. Our fi ndings demonstrated the opioid receptor-mediated antiapoptotic eff ect of dalargin on peripheral blood leuko-
cytes under in vivo cold stress. 

Key words: neuropeptides, enkephalins, dalargin, cold stress, apoptosis, DNA fragmentation.

Відомо, що для більшості клітин гомойотер-
мних тварин апоптоз є однією з причин загибелі 
в умовах холодового стресу [4, 18, 28, 31]. У той 
самий час для клітин гетеротермів характерна 
здатність протистояти апоптозу, який індукується 
супутнім зимовій сплячці зниженням темпера-
тури тіла [17].

З літературних джерел відомо, що деякі ре-
човини пептидної природи, отримані з тканин 
гібернуючих або холодоадаптованих видів, здат-
ні підвищувати стійкість до зниження темпера-
тури тіла гомойотермів [6, 9, 23]. Значне місце 
в регуляції зимової сплячки відводиться таким 
нейропептидам, як лей- і мет-енкефаліни, а та-
кож β-ендорфіни [11, 14, 29]. В експериментах із 
синтетичним лей-енкефаліном, відомим як да-
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The apoptosis is now acknowledged to be one 
of the causes of most cells death in homeotherms 
under cold stress [10, 16, 26, 29]. At the same 
time, the heterotherms have the ability to resist the 
apoptosis, induced by body temperature decrease 
that accompanies hibernation [9]. 

Many recent studies have shown some subs-
tances of peptide origin, obtained from tissues of 
hibernating or cold-adapted species, to be able to en-
hancing the resistance to body temperature decrease 
in homeotherms [18, 21, 33]. Such neuropeptides 
as leu- and met-enkephalins, as well as β-endor-
phins are mainly involved into the regulation of 
hibernation [3, 6, 27]. Experiments with synthetic leu-
enkephalin, known as dalargin [21], have demons-
trated its anti-stress eff ect, manifested, in particular, 
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ларгін [6], продемонстровано його антистресорну 
дію, яка, зокрема, проявляється у здатності під-
вищувати холодостійкість гомойотермних орга-
нізмів. Очевидно, цей ефект даларгіну може бути 
пояснений його впливом на здатність клітин під-
тримувати іонний гомеостаз за енергодефіциту, 
викликаного зниженням продукції АТФ. Відомо, 
що в умовах нормотермії значна частина АТФ 
використовується в процесі трансляції білка (25–
30%) і на забезпечення функції Na+-K+-АТФази 
(19–28%) [15]. Для успішного протистояння впли-
ву холодового стресу вирішальною є здатність 
клітин переорієнтовувати метаболізм АТФ на 
забезпечення активного транспотру іонів. Пору-
шення градієнтів концентрацій Na+ і K+ між вну-
трішньо- і позаклітинним середовищем викликає 
деполяризацію мембран, через яку відбувається 
неконтрольований приток Са2+ через потенціал-
залежні Са2+-канали. Внаслідок цього збільшується 
внутрішньоклітинна концентрація вільного цито-
зольного Ca2+, що призводить до активації Ca2+-за-
лежних фосфоліпаз і протеаз, які ще більше 
прискорюють деполяризацію клітинної та міто-
хондріальних мембран, і, врешті-решт, – до апоп-
тозу або некрозу клітин. У клітин, які перебува-
ють у неактивному стані, на забезпечення роботи 
Na+-K+-АТФази витрачається 20–80% усієї виро-
блюваної АТФ [12]. Можливо даларгін, подібно 
до ендогенних енкефалінів та інших опіатів, 
пригнічує деякі енергозалежні процеси в клітинах 
(насамперед, синтез білків), зберігаючи таким 
чином дефіцитну АТФ для підтримки іонно-
го гомеостазу з залученням активного іонного 
транспорту. Такий ефект він може надавати як 
безпосередньо, взаємодіючи з опіатними рецепто-
рами на мембрані самої клітини, так й опосеред-
ковано – через нейроендокринну систему і проду-
ковані нею фактори. Введення щурам даларгіну пе-
ред моделюванням стану помірної гіпотермії запо-
бігало активації процесів перекисного окислення 
ліпідів, зниженню антиоксидантного захисту ери-
троцитів та сприяло стабілізації структурно-функ-
ціонального стану їх мембран [34]. Дослідження 
ролі опіатних рецепторів та їх лігандів у механізмі 
протидії апоптозу, індукованому холодовим стре-
сом, є одним із фундаментальних завдань кріо-
біології. Згідно з наявними літературними дани-
ми [2, 10, 22, 24, 32] рецептори до енкефалінів 
присутні на поверхні не тільки нервових, але 
й імунокомпетентних клітин.

У зв’язку з вищевикладеним метою даної 
роботи було вивчення захисної дії синтетичного 
аналога лей-енкефаліну (препарату «Даларгін») 
на лейкоцити периферичної крові теплокровних 
тварин, підданих холодовому стресу.

in the ability to increase the cold resistance of 
homeothermic organisms. Obviously, this eff ect 
of dalargin may be explained by its impact on cell 
ability to maintain ionic homeostasis in energy 
defi ciency, resulted from a decreased ATP produc-
tion. It is known, that under normothermy, a signifi -
cant part of ATP is used during protein translation 
(25–30%) and to ensure the Na+-K+-ATPase function 
(19–28%) [7]. The ability of cells to reorient ATP 
metabolism for ensuring an active ion transport 
is crucial for successful resistance to cold stress 
exposure. A disorder in Na+ and K+ concentration 
gradients between intra- and extracellular media 
causes the membrane depolarization, thus inducing 
an uncontrolled Ca2+ infl ux through potential-de-
pendent Ca2+ channels. As a result, an intracellular 
concentration of free cytosolic Ca2+ increases, acti-
vating thereby the Ca2+-dependent phospholipases 
and proteases, which further accelerate the cell 
and mitochondrial membrane depolarization and, 
fi nally, cell apoptosis or necrosis occur. Cells in 
inactive state use 20–80% of all produced ATP to 
ensure the Na+-K+-ATPase function [43]. Dalargin 
as endogenous enkephalins and other opioids ap-
pears likely inhibit some energy-dependent proces-
ses in cells (protein synthesis, primarily), and thus 
preserves a defi cient ATP to maintain ionic homeo-
stasis with active ion transport involvement. Such 
an eff ect can be realized both directly, by interacting 
with opioid receptors on the membrane of cell it-
self, and indirectly, i. e. through the neuroendocrine 
system and the factors it produces. Dalargin admi-
nistration to rats before simulating the moderate 
hypothermia prevented the lipid peroxidation acti-
vation, a decrease in erythrocyte antioxidant protec-
tion and stabilized the structural and functional 
state of their membranes [34]. The study of the role 
of opioid receptors and their ligands in mechanism 
of counteracting the cold stress-induced apoptosis 
is among the fundamental tasks in cryobiology. 
The data [1, 12, 17, 19, 31] reported, that the recep-
tors to enkephalins were present on surface of not 
only nerve cells but immunocompetent ones as 
well. 

Proceeding from the mentioned above, the ob-
jective herein was to investigate a protective eff ect 
of synthetic analogue of leu-enkephalin (Dalargin 
drug) on peripheral blood leukocytes of cold stress-
exposed homeotherms. 

Materials and methods 
Experiments in animals were carried out in ac-

cordance with the Law of Ukraine ‘On the Protection 
of Animals Against Cruelty’ (№3447-IV of February, 
21, 2006) in compliance with the requirements of 
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Матеріали та методи 
Експерименти на тваринах проводили від-

повідно до Закону України «Про захист тварин від 
жорсткого поводження (№3447-ІV від 21.02.2006 р.) 
із дотриманням вимог комітету з біоетики інс-
титуту, узгоджених із положеннями «Європей-
ської конвенції з захисту хребетних тварин, які 
використовуються для експериментальних та ін-
ших наукових цілей» (Страсбург, 1986).

У роботі використовували 6-місячних білих 
щурів-самців лінії Вістар із середньою масою 
(183 ± 15) г. 

Препарат «Даларгін» («Пептидні технології», 
Росія) у вигляді 0,25%-го розчину фармацевтич-
ної субстанції вводили щурам внутрішньочере-
винно у дозі 100 мкг/кг маси, «Налоксон» («Здо-
ров’я народу», Україна) – у дозі 500 мкг/кг.

Для вивчення антиапоптотичної дії даларгіну 
на лейкоцити в умовах холодового стресу in vivo 
щурів перед початком експерименту розділили на 
4 групи (n = 5 у кожній): 1 (інтактна) – тварини, 
яким не вводили препарати і яких не піддавали 
холодовому стресу; 2 (контроль) – тварини, яким 
вводили фізіологічний розчин і яких піддава-
ли холодовому стресу; група 3 – тварини, яким 
вводили даларгін і яких піддавали холодовому 
стресу; 4 – тварини, яким разом із даларгіном 
внутрішньочеревинно вводили антагоніст опіат-
них рецепторів налоксон і яких піддавали холодо-
вому стресу. 

Для моделювання холодового стресу щурів 
розміщали у закритих резервуарах (висота 8 см) 
із сумішшю води і льоду. Температура води в ре-
зервуарах становила 0–2°С, рівень води – 5 см. 
За таких умов тварини протягом усього експери-
менту стояли на дні резервуара без можливості 
значно піднятися над рівнем води. Температура 
в приміщенні становила 20°С. Через кожні 10 хв 
тварин діставали з води і електронним термоме-
тром визначали ректальну температуру на гли-
бині 2 см. При досягненні ректальної темпера-
тури 20ºС тварин діставали з води, ретельно ви-
тирали і залишали для саморозігрівання при 
кімнатній температурі. Через 24 години після 
цього тварин виводили з експерименту шляхом 
декапітації. Ректальна температура щурів усіх 
груп на момент декапітації дорівнювала ≈38ºС 
(37,8–38,1ºС). Після декапітації збирали кров для 
виділення лейкоцитів, використовуючи в якості 
антикоагулянту цитратний буфер (3% цитрату 
натрію, 2% глюкози, рН 7,4). Лейкоконцентрат 
отримували шляхом центрифугування протя-
гом 25 хв при 300g. Загальний вміст і популя-
ційний склад лейкоцитів периферичної крові 
визначали в мазку крові, фіксованому розчи-

the Bioethics Committee of the Institute for Prob-
lems of Cryobiology and Cryomedicine of the NAS 
of Ukraine, agreed to the statements of the Euro-
pean Convention for the Protection of Vertebrate 
Animals Used for Experimental and Other Scien-
tifi c Purposes (Strasbourg, 1986). 

The 6-month-old white male Wistar rats with 
average body weight of (183 ± 15) g were used in 
the work. 

Rats were injected intraperitoneally with Da-
largin drug (Peptidnyye Tekhnologii, Russia) as 
a 0.25% solution of pharmaceutical substance at 
a dose of 100 μg / kg body weight, and with Nalo-
xone (Zdorovia Narodu, Ukraine) at a dose of 
500 μg / kg. 

To study an antiapoptotic eff ect of dalargin on 
leukocytes under in vivo cold stress, the rats before 
experiment were divided into 4 groups (n = 5 in 
each): the group 1 (intact) comprised the animals 
received neither drugs, nor cold stress; the group 2 
(control) was the animals, injected with saline and 
exposed to cold stress; in the group 3 the rats were 
administered with dalargin and subjected to cold 
stress; those animals, injected intraperitoneally 
with opioid receptor antagonist naloxone together 
with dalargin, as well as exposed to cold stress, 
made the group 4. 

To simulate the cold stress, the rats were placed 
in the closed tanks (8 cm height) with water and 
ice mixture. The water temperature in tanks was 
0–2°С, the water level was 5 cm. Under such 
conditions, the animals were standing at the bottom 
of the tank, unable to rise far more above the water 
level throughout the experiment. The room tempe-
rature was 20°C. Every 10 min, the animals were 
removed from the water and a rectal temperature 
was measured with electronic thermometer at 2 cm 
depth. When a rectal temperature reached 20ºC, 
the animals were then removed from water, thoroug-
hly wiped and left for self-warming at room tem-
perature. In 24 hours, when a deep hypothermia 
(20ºC) was achieved, the animals were sacrifi ced 
by decapitation. The rectal temperature of rats of all 
the groups at the moment of decapitation was 
≈38ºС (37.8–38.1ºС). After decapitation, the blood 
was collected for leukocyte isolation using citrate 
buff er (3% sodium citrate, 2% glucose, pH 7.4) as 
anticoagulant. Leukoconcentrate was obtained by 
centrifugation for 25 min at 300 g. The total count 
and population composition of peripheral blood 
leukocytes were determined in blood smear fi xed 
with May-Grunwald solution and stained by Ro-
manowsky (both solutions produced by Mini-Med, 
Russia). The leukogram was counted in 200 cells. 
The obtained results were interpreted by the total 
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ном Май-Грюнвальда і забарвленому за Рома-
новським (обидва розчини виробництва «Міні-
Мед», Росія). Лейкограму виводили з розрахунку 
на 200 клітин. Отримані результати інтерпретува-
ли за загальним вмістом лейкоцитів, відносним 
вмістом нейтрофілів і лімфоцитів, а також за їх 
співвідношенням.

Життєздатність лейкоцитів визначали за до-
помогою конфокальної мікроскопії, використо-
вуючи методику подвійного забарвлення ядро-
вмісних клітин флуорохромами акридиновим 
помаранчевим (АП) (і бромистим етидієм (БЕ) 
у кінцевих концентраціях 0,001% [25]. Мікро-
фотозйомку здійснювали інвертованим конфо-
кальним мікроскопом «LSM 510 META» («Carl 
Zeiss», Німеччина). Збудження флуорохрому АП 
проводили аргоновим лазером із довжиною хвилі 
488 нм, а БЕ – при 543 нм. Емісію АП реєстру-
вали при 530 нм, а БЕ – при 620 нм. Запис зобра-
ження здійснювали методом multitrack. Результу-
юче зображення отримували шляхом накладення 
двох зображень, зареєстрованих у різних (зеле-
ній і червоній) спектра за допомогою прог-
рамного забезпечення «AimImage Examiner» 
(«Carl Zeiss»). Співвідношення кількості живих, 
апоптотичних і некротичних клітин визначали 
за співвідношенням у зображенні зелених, пома-
ранчевих і червоних пікселів із використанням 
пакета програм «ImageJ» («Laboratory for Optical 
and Computational Instrumentation», США) [33]. 

Фрагментацію ДНК лейкоцитів визначали за 
методикою D. P. Evenson [16], модифікованою 
для клітин, що містять РНК, оскільки АП, зв’я-
зуючись із молекулами РНК, випромінює в тому 
самому спектрі, що й у разі зв’язування з одно-
ланцюговими фрагментами ДНК. Лейкоконцен-
трат (0,20 мл) змішували з 0,40 мл буферного роз-
чину, який містив 0,1% Тритону Х-100 («Sigma 
Aldrich», США); 0,15 М NaCl і 0,08 М HCl, 
рН 1,4. Через 30 с у проби додавали 1,2 мл роз-
чину, який готували шляхом змішування 370 мл 
0,1 М цитратного буфера (рН 6,0); 630 мл 0,2 М 
Na2HPО4; 1 мМ EDTA; 0,15 М NaCl та 100 мкг/мл 
РНК-ази А («Sigma Aldrich», США) та інкубу-
вали при 37°C протягом 20 хв. Після інкубації 
в проби додавали розчин хроматографічно очище-
ного AП («Polysciences, Inc.», СШA) у розрахун-
ку 100 мкг/мл і через 3 хв досліджували зразки 
на конфокальному мікроскопі. Збудження АП 
проводили аргоновим лазером із довжиною хвилі 
488 нм, а емісію реєстрували в зеленому (530 нм) 
і червоному (620 нм) діапазоні спектра. Ядра 
клітин, які не містили фрагментованої ДНК,
забарвлювалися АП і світилися зеленим кольором,
а ядра клітин, у яких поряд із нативною знахо-

count of leukocytes, relative count of neutrophils 
and lymphocytes, and their ratio as well.

Leukocyte viability was measured by using 
confocal microscopy with dual acridine orange 
(AO) / ethidium bromide (EB) staining at fi nal con-
centrations of 0.001% [22]. Photomicrography 
was performed with an inverted confocal micro-
scope LSM 510 META (Carl Zeiss, Germany). 
The AO and EB fl uorochromes were excited using 
argon laser with 488 and 543 nm wavelength, 
respectively. The AO and EB emissions were re-
corded at 530 and 620 nm, accordingly. The image 
was recorded using multitrack technique. The 
resulting image was obtained via overlaying two 
images registered in diff erent (green and red) re-
gion using AimImage Examiner software (Carl 
Zeiss). The ratio of living, apoptotic and necrotic 
cell number was determined by the ratio of green, 
orange and red pixels in the image using the ima-
ge-processing program ImageJ (Laboratory for Op-
tical and Computational Instrumentation, USA) [32].

The DNA fragmentation in leukocytes was 
determined by the method of D.P. Evenson [8], 
modifi ed for cells containing signifi cant number 
of RNA, since the AO, when binding to RNA 
molecules exhibited fl uorescence within the same 
range as in case of binding to single-stranded DNA 
fragments. Leukoconcentrate (0.20 ml) was mixed 
with 0.40 ml of buff er solution, including 0.1% Tri-
ton X-100 (Sigma Aldrich, USA); 0.15 M NaCl 
and 0.08 M HCl, pH 1.4. After 30 s, the specimens 
were supplemented with 1.2 ml of the solution, 
prepared by mixing 370 ml of 0.1 M citrate buff er 
(pH 6.0); 630 ml of 0.2 M Na2HPO4; 1 mM EDTA; 
0.15 M NaCl and 100 μg / ml RNAase A (Sigma 
Aldrich, USA) and incubated at 37°C for 20 min. 
After incubation, a chromatographically purifi ed 
AO (Polysciences, Inc., USA) in an amount of 
100 μg / ml was supplemented to specimens and 
3 min later they were examined with confocal 
microscope. The AO excitation was performed 
using argon laser with 488 nm wavelength, and 
the emission was recorded in green (530 nm) and 
red (620 nm) regions. Cell nuclei without frag-
mented DNA were stained with AO and fl uoresced 
green, but those, having both native and frag-
mented DNA, were yellow-orange. The number of 
green and orange pixels of each image was counted 
using the ImageJ software package (USA) . The re-
sults obtained after processing the photomicro-
graphs of each sample were summarized and the 
ratio of green and orange pixels, corresponded to 
that of native and fragmented DNA in all the cells, 
was determined. Also, the total number of cells and 
that with fragmented DNA were visually counted 
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дилася й фрагментована ДНК, – жовто-помаран-
чевим кольором. Кількість зелених і помаранче-
вих пікселів кожного зображення підраховували, 
використовуючи пакет програм «ImageJ» (США). 
Отримані після обробки мікрофотознімків кожної 
проби результати підсумовували і знаходили спів-
відношення зелених і помаранчевих пікселів, 
що відповідало співвідношенню нативної і фраг-
ментованої ДНК у всіх клітинах. Також на знімках 
візуально підраховували загальну кількість клітин 
і кількість клітин із фрагментованою ДНК для 
визначення процентного вмісту останніх.

В обох методиках із кожного зразка лейко-
концентрату робили 10 мікрофотознімків, щоб 
сумарна кількість забарвлених флуорохромами 
клітин становила не менше 1000.

Статистичну обробку результатів виконували 
за допомогою комплексної програми «STATA» 
(«StataCorp LLC», США) з використанням H-кри-
терію Краскела-Уоліса і U-критерію Манна-Уїтні.

Результати та обговорення
Відомо, що тривалий стресуючий вплив 

може викликати різні імунні реакції [27]. Вста-
новлено, що у тварин за умов стресу змінюється 
співвідношення субпопуляцій лімфоцитів у селе-
зінці, лімфатичних вузлах і тимусі [30], у ре-
зультаті чого підвищується відносний вміст ци-
тотоксичних Т-кілерів (CD8+), а також натураль-
них кілерів. Ці зміни не можуть не позначитися 
на популяційному складі периферичної крові. 
Літературні дані показують, що охолодження 
тіла протягом обмеженого часу стимулює імун-
ну систему, однак занадто тривалий холодовий 
вплив пригнічує її нормальне функціонування [5]. 
Зокрема відомо, що в разі стресуючого впливу 
на організм у периферичній крові спостері-
гаються лімфопенія і нейтрофільоз [19]. Було 
встановлено, що холодовий вплив викликає під-
вищення вмісту лейкоцитів у периферичній крові 
переважно за рахунок різкого збільшення кіль-
кості гранулоцитів [20].

Як видно з таблиці, у крові тварин, яким не 
вводили препарати і яких не піддавали холодо-
вому стресу (група 1), містилося 8,5–11,2 тис. лей-
коцитів у 1 мл (у середньому (9,6 ± 1,1) тис./мл). 
При цьому відносний вміст лімфоцитів стано-
вив 59–71,5%, а нейтрофілів – 11,7–28,8%. Таке 
майже трикратне переважання в крові лімфоци-
тів над нейтрофільними гранулоцитами є ха-
рактерним для тварин даного виду [7]. У щурів 
груп, підданих холодовому стресу, загальний 
вміст у периферичній крові лейкоцитів був 
у межах норми, однак відзначалися значуще 
зниження відносного вмісту лімфоцитів і підви-

by images to determine the percentage of the lat-
ter.

In both techniques, 10 photomicrographs were 
taken from each sample of leukoconcentrate so that 
the total number of fl uorochrome-stained cells was 
at least 1000. 

The results were statistically processed with 
STATA software package (StataCorp LLC, USA) 
using the Kruskal-Wallis H-test and the Mann-
Whitney U-test. 

Results and discussion
The prolonged stress is known to induce dif-

ferent immune responses [25]. The ratio of lym-
phocyte subpopulations in spleen, lymph nodes 
and thymus was established to change in animals 
under stress conditions [28], as a result the rela-
tive count of cytotoxic T-killers (CD8+), as well 
as natural killers increased. These changes can 
not but aff ect the population composition of peri-
pheral blood. The reported data showed the body 
cooling within a limited time period to stimulate 
the immune system, but too long cold exposure 
inhibited its normal functioning [20]. In parti-
cular, it is known that in peripheral blood in case 
of stress exposure to a body, the lymphopenia 
and neutrophilia may occur [11]. Cold exposure 
was established to increase the leukocyte count 
in peripheral blood mainly due to a sharp rise of 
granulocyte count [13]. 

The Table demonstrates that in blood of animals, 
received neither drug nor cold exposure (group 1), 
there were 8,500 – 11,200 leukocytes in 1 ml 
(in average (9,600 ± 1,100) / ml). Herewith, the 
relative count of lymphocytes was 59–71.5%, 
and for neutrophils it made 11.7–28.8%. This al-
most threefold predominance of lymphocytes over 
neutrophilic granulocytes in blood is specifi c for 
animals of this species [23]. In rats of groups 
exposed to cold stress, the total count of peripheral 
blood leukocytes was within the normal limits, 
but a signifi cant decrease in the relative count 
of lymphocytes and an increased count of neutro-
phils were revealed. In animals of group 3, these 
indices were signifi cantly diff erent from those in 
rats of group 1, herewith these changes were 
signifi cantly less pronounced than in groups 2 and 
4 (p ≤ 0.01). 

Preliminary administration of dalargin to rats 
in 24 hrs after reaching a rectal temperature of 
20ºC neutralized a negative eff ect of in vivo cold 
stress on peripheral blood leukocytes (Fig. 1). In 
animals of all the groups exposed to cold stress, 
the relative count of viable nucleated cells in leu-
koconcentrate was lower than in group 1 (Fig. 1A). 
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чуще вище, ніж у групах 1 і 3 (p ≤ 0,01). У тварин, 
підданих холодовому стресу (групи 2–4), від-
носний вміст у лейкоконцентраті клітин, мемб-
рани яких були проникні для БЕ (некро-
тизованих), був значуще вище, ніж у групі 1 
(рис. 1, C). 

Слід зазначити, що до «життєздатних» лейко-
цитів віднесені всі клітини, забарвлені АП зеле-
ним кольором, незалежно від розмірів ядра. Тоб-
то серед таких клітин були і лейкоцити на стадії 
пікнозу або фрагментації ядра, але клітинні мем-
брани яких були непроникні для БЕ. Визначення 
відносного вмісту в лейкоцитах периферичної 
крові щурів фрагментованої ДНК і відсотка лей-
коцитів із фрагментованою ДНК дозволяє оцінити 
кількість клітин, що знаходяться на більш ранніх 
стадіях апоптозу. Як видно з рис. 2 і 3, вплив на 
дані показники холодового стресу, даларгіну і на-
локсону був подібний до виявленого за допомогою 
подвійного забарвлення. У всіх тварин холодовий 
стрес викликав статистично значуще підвищення 
як ступеня фрагментації ДНК, так і відносного 
вмісту в периферичній крові лейкоцитів із фраг-
ментованою ДНК. Попереднє введення тваринам 
даларгіну статистично значуще знижувало обидва 
показники, причому ступінь фрагментації ДНК у 
клітинах знижувався до такого в групі 1. Ведення 
щурам даларгіну та налоксону усувало описані 
ефекти першого (див. рис. 1–3). 

Таким чином, введення щурам перед почат-
ком моделювання холодового стресу даларгіну 

The relative count of viable cells in leukoconcent-
rate of animals from group 3 was signifi cantly 
higher than in groups 2 and 4 (p ≤ 0.01), but lower 
as compared with group 1. The relative count of 
apoptotic cells in leukoconcentrate (Fig. 1B) in 
groups 2 and 4 was signifi cantly higher than 
in groups 1 and 3 (p ≤ 0.01). In cold stress-exposed 
animals (groups 2–4), the relative count of cells 
in leukoconcentrate, whose membranes were per-
meable for EB (necrotized) was signifi cantly higher 
than in group 1 (Fig. 1C). 

Notably, that the ‘viable’ leukocytes included 
all the AO-stained cells which fl uoresced green, 
regardless of the nucleus size. It means that among 
such cells were leukocytes at pyknosis or nucleus 
fragmentation stage, but the cell membranes of 
which were not permeable for EB. Determination of 
a relative count of fragmented DNA and a percen-
tage of leukocytes with fragmented DNA in peri-
pheral blood leukocytes of rats enables estimating 
a number of cells, being at earlier stages of apoptosis. 
The Fig. 2 and 3 show the impact of cold stress, 
dalargin and naloxone on these indices to be similar 
to that detected by dual staining. In all the animals, 
a cold stress caused a signifi cant increase in both 
the degree of DNA fragmentation and the relative 
count of peripheral blood leukocytes with fragmen-
ted DNA. Preliminary administration of dalargin to 
animals signifi cantly reduced both indices, more-
over the degree of DNA fragmentation in cells 
decreased to that in group 1. Dalargin and naloxone 

Примітки: відмінності статистично значущі порівняно з групою 1(*) 
та з групами 2 і 4 (#), p ≤ 0,01.
Notes: diff erences are signifi cant as compared with group 1 (*) 
and groups 2 and 4 (#), p ≤ 0.01.

Вплив холодового стресу in vivo на відносний вміст лімфоцитів (Л)
і нейтрофільних гранулоцитів (НГ) у периферичній крові щурів 

через 24 години після охолодження до 20ºС
Impact of in vivo cold stress on relative count of lymphocytes (L) 
and neutrophilic granulocytes (NG) in peripheral blood of rats 24 hrs 

after cooling down to 20ºC

Група
Group

Лейкоцити, 109/л
Leukocytes, 109/l

Л, % 
L, % 

НГ, %
NG, % 

НГ/Л 
NG/L

1 9,6 ± 1,1 66,3 ± 4,5 19,6 ± 5,7 0,302 ± 0,048

2 10,1 ± 0,8 47,5 ± 2,3* 37,2 ± 1,1* 0,786 ± 0,022*

3 9,8 ± 0,7 55,2 ± 2,4*# 29,2 ± 1,8*# 0,531 ± 0,020*#

4 9,7 ± 0,8 48,6 ± 2,1* 35,2 ± 2,7* 0,728 ± 0,039*

щення вмісту нейтрофілів. У тва-
рин групи 3 вказані показники ста-
тистично значуще відрізнялися від 
таких у щурів групи 1, при чому ці 
зміни були значуще менш виражені, 
ніж у групах 2 і 4 (р ≤ 0,01). 

Попереднє введення щурам да-
ларгіну через 24 години після до-
сягнення ректальної температури 
20ºС нівелювало негативний вплив 
холодового стресу in vivo на лейко-
цити периферичної крові (рис. 1). 
Відносний вміст у лейкоконцентраті 
життєздатних ядерних клітин тва-
рин усіх груп, підданих холодовому 
стресу, був нижче, ніж у групі 1 
(рис. 1, A). Відносний вміст жит-
тєздатних клітин у лейкоконцентраті 
тварин групи 3 був статистично 
значуще вище, ніж у групах 2 і 4 
(p ≤ 0,01), однак нижче порівняно з 
групою 1. Відносний вміст у лейкокон-
центраті апоптотичних клітин (рис. 1, 
B) у групах 2 і 4 був статистично зна-
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чинить антиапоптотичну дію на лейкоцити пе-
риферичної крові. При цьому одночасне вве-
дення агоніста опіатних рецепторів (даларгіну) 
та антагоніста (налоксону) усувало цей ефект. 
Важливо, що налоксон у дозі, яка використовуєть-
ся в нашому експерименті, проявляє себе як не-
селективний антагоніст опіатних рецепторів [26]. 
Це свідчить про опосередковану антиапоптотич-
ну дію (через опіатні рецептори) даларгіну на 
ядровмісні клітини крові щурів при відтворенні 
холодового стресу in vivo. Опіоїдні μ-, κ- і δ-ре-
цептори виявлені рядом авторів у мембранах 
лімфоцитів периферичної крові (головним чи-
ном – Т-лімфоцитів) [2, 22, 24, 32]. Вони можуть 
бути задіяні в імунній реакції на холодовий стрес 
[20]. Однак відомості щодо експресії опіоїдних 
рецепторів на мононуклеарних клітинах перифе-
ричної крові є неоднозначними [10, 35]. У огляді 
J.M. Bidlack [10] наведено дані ряду авторів, 
які за допомогою різних методів встановили 

administration to rats eliminated the described 
eff ects of the fi rst (See Fig. 1–3).

Thus, the administration of dalargin to rats prior 
to cold stress simulation had an antiapoptotic eff ect 
on peripheral blood leukocytes. Herewith, when 
opioid receptor agonist (dalargin) and antagonist 
(naloxone) were introduced simultaneously, this 
eff ect was eliminated. Importantly, that naloxone 
at a dose we used in our experiment acted as a 
nonselective opioid receptor antagonist [24]. This 
indicated an indirect antiapoptotic eff ect (via opioid 
receptors) of dalargin on nucleated blood cells 
of rats during cold stress simulation in vivo. Some 
authors have revealed the opioid μ-, κ- and δ-receptors 
in membranes of peripheral blood lymphocytes 
(mainly T-lymphocytes) [12, 17, 19, 31]. They may 
be involved into immune response to cold stress 
[13]. However, the information on expression of 
opioid receptor on peripheral blood mononuclear 
cells is ambiguous [1, 35]. J.M. Bidlacks [1] in his 
review reported the data of some scientists who 
used diff erent methods and established the presence 
of κ- and δ-opioid receptors on T-lymphocyte and 
macrophage membranes, the expression degree 
of which depended on diff erentiation stage. In ad-
dition, this review showed the fi ndings indicating 

Рис. 1. Вплив холодового стресу in vivo і даларгіну на 
життєздатність ядровмісних клітин крові щурів: А – від-
носний вміст життєздатних клітин; В – відносний вміст 
клітин на стадії апоптозу; С – відносний вміст некроти-
зованих клітин; відмінності значущі порівняно з групою 
1 (*) та з групою 2 (#), p ≤ 0,01.
Fig. 1. Impact of in vivo cold stress and dalargin on nuc-
leated blood cell viability of rats: A – relative count of 
viable cells; B – relative count of cells at apoptosis stage; 
C – relative count of necrotized cells; diff erences are 
signifi cant relative to group 1 (*) and group 2 (#), p ≤ 0.01. 
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присутність на мембранах Т-лімфоцитів і макро-
фагів κ- і δ-опіоїдних рецепторів, ступінь експре-
сії яких залежить від стадії диференціації. Крім 
того, в цьому огляді наведено результати дослід-
ження, що свідчать про наявність мРНК для μ-
опіоїдних рецепторів у лініях Т- і В-клітин лю-
дини, CD41, T-клітинах, моноцитах, макрофагах 
і гранулоцитах. Однак за даними J.P. Williams 
та співавт. [35] мононуклеарні клітини перифе-
ричної крові людини експресують так звані но-
ціцептин-орфанінові рецептори (FQ), але не μ-, 
κ- або δ-опіоїдні рецептори. Використовувані в 
дослідженні методики не дають інформації про 
розподіл у лейкоконцентраті клітин з ознаками 
апоптозу за типами – мононуклеарні лейкоцити 
і поліморфноядерні клітини. Тому не можна од-
нозначно стверджувати, з клітинами якого саме 
типу взаємодіяв препарат. Факт пригнічення ан-
тагоністом опіатних рецепторів налоксоном за-
хисної дії даларгіну свідчить про дію останнього 
саме через опіатні рецептори. Це можуть бути не 
тільки рецептори власне лейкоцитів периферич-
ної крові, а й відповідні рецептори клітин певних 
структур нейроендокринної системи, які опосе-
редковано після дії на них енкефалінів вплива-
ють на клітини імунної системи. Отже, опіоїдні 
пептиди можуть брати участь у регуляції реакції 
імунної системи на стресуючий вплив як на клі-
тинному, так і на організменому рівнях [3]. На 
показниках життєздатності лейкоцитів тварин 

the presence of mRNA for μ-opioid receptors in 
human T- and B-cell lines, CD41 T-cells, monocytes, 
macrophages and granulocytes. However, as stated 
by J.P. Williams et al. [35], the human peripheral 
blood mononuclear cells express the so-called 
nociceptin-orphanin receptors (FQ), but not μ-, κ- 
or δ-opioid ones. The techniques we used here pro-
vided no information on distribution in leukocon-
centrate of cells with signs of apoptosis by types: 
mononuclear leukocytes and polymorphonuclear 
cells. Therefore, we can not categorically affi  rm 
which type of cells the drug interacted with. The 
fact that opioid receptor antagonist naloxone 
suppresses a protective eff ect of dalargin indicates 
the latter to act namely through the opiate recep-
tors. These may be not only the receptors of peri-
pheral blood leukocytes, but also the corresponding 
cell receptors of neuroendocrine system certain 
structures, that after enkephalin eff ect on them, 
indirectly aff ect the immune system cells. Therefore, 
opioid peptides may be involved into regulation 
of immune system’s response to stress impact both 
at cell and organism levels [14]. The indices of ani-
mal leukocyte viability are also aff ected by the chan-
ges in blood formula, observed during exposure to 
cold. As mentioned earlier (Table), in blood of the 
rats injected with dalargin before cooling, an in-
crease in neutrophil to lymphocyte ratio was less 
pronounced, being likely due to stress-induced aug-
mentation of circulating norepinephrine [5]. Fur-

Рис. 2. Вплив холодового стресу in vivo і далар-
гіну на відносний вміст фрагментованої ДНК в крові 
щурів; відмінності значущі порівняно з групою 1(*) 
та з групами 2 і 4 (#), p ≤ 0,01.
Fig. 2. Eff ect of in vivo cold stress and dalargin on relative 
count of fragmented DNA in rat blood; diff erences are as 
signifi cant compared with group 1 (*) and groups 2 and 
4 (#), p ≤ 0.01.
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Рис. 3. Вплив холодового стресу in vivo і даларгіну на 
відносний вміст клітин з фрагментованою ДНК в крові 
щурів; відмінності значущі порівняно з групою 1(*) та 
з групами 2 і 4 (#), p ≤ 0,01.
Fig. 3.  Eff ect of in vivo cold stress and dalargin on relative 
count of cells with fragmented DNA in rat blood; diff e-
rences are signifi cant relative to group 1 (*) and group 2 
and 4 (#), p ≤ 0.01.
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позначаються також і зміни у формулі крові, 
які спостерігаються під час дії холоду. Як було 
зазначено раніше (таблиця), у крові щурів, яким 
перед початком охолодження вводили даларгін, 
збільшення співвідношення вмісту нейтрофілів 
до вмісту лімфоцитів було менш виражене, що, 
ймовірно, є наслідком викликаного стресом підви-
щення рівня циркулюючого норадреналіну [13]. 
Крім того відомо, що підвищенню показників 
життєздатності нейтрофілів сприяють глюкокор-
тикоїди, концентрація яких у плазмі крові у від-
повідь на стресуючий вплив також збільшується 
[21]. Тому можливо, що крім прямої дії на клітини 
крові даларгін впливав на структури нервової си-
стеми, що стимулювало захисну нейроендокринну 
реакцію організму на холодовий стрес. Слід вра-
ховувати і можливість мембранотропного ефекту 
даларгіну, який обумовлюється його поверхне-
во активними властивостями. Ймовірно, даний 
лей-енкефалін, крім афінності до специфічних 
опіоїдних рецепторів, має здатність убудовувати-
ся в ліпідний рафт клітинних мембран, змінюю-
чи їх фізико-хімічні властивості та впливаючи на 
активність іонних насосів і пасивну проникність 
для різних іонів. Подібні властивості описано для 
тіроліберину, енкефалінів, окситоцину і деяких 
інших регуляторних пептидів [1, 8]. 

Отримані результати свідчать, що енкефаліни 
відіграють важливу роль у пристосуванні теп-
локровних тварин до життя в умовах низьких 
температур. Механізм дії енкефалінів, зокрема 
на імунокомпетентні клітини крові, потребує по-
дальшого вивчення. 

Висновки
1. Встановлено, що в периферичній крові екс-

периментальних щурів, підданих холодовому 
стресу шляхом охолодження до 20ºС, через 24 го-
дини після початку розігріву значуще знижується 
вміст лімфоцитів і підвищується вміст нейтро-
філів.

2. У тварин, яким перед охолодженням вводи-
ли даларгін, відношення кількості нейтрофілів 
периферичної крові до кількості лімфоцитів було 
значуще нижче контрольного.

3. Введення експериментальним щурам перед 
початком охолодження даларгіну сприяло стати-
стично значущому зниженню показників апопто-
зу ядровмісних клітин крові.

4. Введення експериментальним тваринам 
перед початком охолодження налоксону усуває 
антиапоптотичний ефект даларгіну на лейко-
цити периферичної крові, що свідчить про 
участь в механізмі дії останнього опіатних ре-
цепторів. 

thermore, the glucocorticoids, which concentration 
in blood plasma increases in response to stress 
impact, are known to enhance the neutrophil viability 
indices as well [15]. Therefore, in addition to 
direct eff ect on blood cells, dalargin likely aff ected 
the nervous system structures, thus stimulated a 
protective neuroendocrine response of body to cold 
stress. The probability of membranotropic eff ect 
of dalargin, stipulated by its surface-active proper-
ties, should also be taken into account. Presumably, 
this leu-enkephalin, in addition to affi  nity to specifi c 
opioid receptors, has the ability to incorporate into 
lipid shelf of cell membranes, by altering their 
physicochemical properties and aff ecting the ion 
pump activity and passive permeability for various 
ions. Similar properties have been described for 
tyroliberin, enkephalins, oxytocin, and some other 
regulatory peptides [2, 30].

Our fi ndings show the enkephalins to play an 
important role in adaptation of homeotherms to 
life under low temperatures. The mechanism of 
enkephalin action, in particular on immune compe-
tent blood cells, needs further research.

Conclusions 
1. In peripheral blood of experimental rats ex-

posed to cold stress by cooling down to 20ºC, in 
24 hrs after warming up, the count of lymphocytes 
was found to be signifi cantly reduced, and the 
neutrophil one was increased. 

2. In dalargin-injected animals before cooling, 
the ratio of peripheral blood neutrophils to lym-
phocytes was signifi cantly lower versus the cont-
rol. 

3. The dalargin introduction to experimental 
rats prior to cooling signifi cantly reduced the apop-
tosis indices in nucleated blood cells. 

4. The administration of naloxone to experi-
mental animals before cooling eliminated an an-
tiapoptotic eff ect of dalargin on peripheral blood 
leukocytes, thus indicating the involvement of the 
latter in the mechanism of action of opioid receptors. 
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