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Реферат: У роботі досліджено вплив синтетичного лей-енкефаліну (даларгін) на розвиток апоптозу і некрозу лейкоцитів 
після холодового стресу за морфологічними ознаками клітин і за допомогою флуоресцентних барвників Hoechst 33342 та 
йодиду пропідію. З’ясовано ступінь впливу холодового стресу залежно від тривалості інкубації суспензії клітин при 0–2 та 37°C 
на ініціацію апоптозу і некрозу за морфологічними ознаками клітин. Доведено, що відношення апоптотичних клітин до некротич-
них було максимальним після використання режиму: попередня інкубація лейкоцитів при 37°C — 15 хв, експозиція клітин при 
0–2°C — 15 хв і подальша інкубація лейкоцитів при 37°C. Доведено, що попередня інкубація клітин з нейропептидом до холодо-
вого стресу впливає на ефективність протекторної дії даларгіну, зокрема, сприяє значущому (р ≤ 0,05) зменшенню відсотка 
лейкоцитів з морфологічними ознаками апоптозу і некрозу. Встановлено, що послідовне підвищення температури після холодо-
вого стресу до 37°С не впливає на відсоток клітин з морфологічними ознаками апоптозу і некрозу. Доведено, що відсоток 
лейкоцитів з ознаками апоптозу і некрозу після холодового стресу значуще зменьшується після інкубації лейкоцитів з далар-
гіном у концентрації 10–9 моль/л. 

Ключові слова: холодовий стрес, апоптоз, некроз, лейкоцити, лей-енкефалін, даларгін.

Abstract: The eff ect of synthetic leu-enkephalin (dalargin) on apoptosis and necrosis in leukocytes after cold stress on the 
morphological characteristics of cells and using fl uorescent dyes Hoechst 33342 as well as propidium iodide was studied. The degree 
of cold stress infl uence depending on the duration of incubation of cell suspension at 0–2 and 37°C on the initiation of apoptosis and 
necrosis on the morphological characteristics of cells was determined. It has been proven that the ratio of apoptotic cells to necrotic ones 
was maximal after the use of the regimen as follows: preliminary incubation of leukocytes at 37°C – 15 min, cell exposure at 0–2°C – 
15 min and subsequent incubation of leukocytes at 37°C. It has been confi rmed that pre-incubation of cells with neuropeptide to 
cold stress aff ects the eff ectiveness of the protective action of dalargin, in particular, contributes to a signifi cant (p ≤ 0.05) reduction in 
the percentage of leukocytes with morphological signs of apoptosis and necrosis. It was found that a consistent increase in tempera-
ture after cold stress to 37°C did not aff ect the percentage of cells with morphological signs of apoptosis and necrosis. It has been 
validated that the percentage of leukocytes with the apoptosis and necrosis signs after cold stress was signifi cantly reduced after 
incubation of leukocytes with dalargin at a concentration of 10–9 mol/l.

Key words: cold stress, apoptosis, necrosis, leukocytes, leu-enkephalin, dalargin. 
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Відомо, що причинами пошкодження лейко-
цитів цільної крові або лейкоконцентрату в умовах 
гіпотермічного зберігання є зниження темпера-
тури середовища до 4°C і повернення до нормо-
термії під час реконсервування та інфузії в русло 
реципієнта. В цих умовах внаслідок гіпоксії та 
розвитку оксидативного стресу порушується біо-
енергетика клітин, збільшується кількість гідрок-
сильних радикалів та інших активних форм кис-
ню, що в подальшому призводить до ушкодження 
ДНК та ініціації апоптозу [8, 14]. У зв’язку з цим 
ведеться пошук факторів, які після охолодження 
і повернення до умов нормотермії, впливають на 
репарацію клітин і запобігають розвитку апопто-
зу. На особливу увагу в цьому аспекті заслугову-
ють опіоїдні пептиди, отримані з головного моз-

In hypothermic storage lowering the temperature 
down to 4°C and returning to normothermia during 
re-conservation and infusion into the recipient’s 
blood fl ow are known to be the causes of damage to 
whole blood leukocytes or leukoconcentrate. Under 
these conditions, due to hypoxia and development 
of oxidative stress, the cell bioenergy is disrupted, 
amount of hydroxyl radicals and other reactive 
oxygen species increases, that further leads to 
DNA damage and initiation of apoptosis [2, 13]. In 
this regard, we are looking for factors which after 
cooling and returning to the normothermia condi-
tions, aff ect the cell repair and prevent apoptosis. 
Opioid peptides derived from the brains of hiber-
nating animals deserve a special attention in this 
aspect. Such peptides play an important role in 
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ку гібернуючих тварин. Такі пептиди відіграють 
важливу роль у стримуванні саме стрес-індукова-
них вільнорадикальних процесів та енергетичних 
порушень у період зниження температури [14]. У 
наших попередніх дослідженнях було показано, 
що нейропептиди (фракція 1–10 кДа) з головно-
го мозку гібернуючих тварин здатні взаємодіяти 
з рецепторами клітин гомойотермних тварин, що 
проявляється в пригніченні синтезу білка та ну-
клеїнових кислот, регулювати транспорт іонів 
кальцію через зовнішню мембрану клітин, а та-
кож впливати на активність терморецепторів шкі-
ри [3, 11]. 

Введення синтетичних аналогів ендогенного 
опіоїдного пептиду лей-енкефаліну сприяє стри-
муванню стрес-індукованих вільнорадикальних 
порушень у період адаптації тварин до темпера-
турних коливань [5, 6, 10, 16]. До таких пептидів 
належить даларгін, у структурі якого наявні за-
лишки Д-аланілу та аргініну в с-положенні. Крім 
посилення антиоксидантного та антирадикально-
го захисту, він підвищує резистентність тварин до 
глибокої гіпотермії, стабілізуючи рівень активних 
форм кисню, транспорт іонів Na+, K+ і Ca2+ через 
плазматичну та мітохондріальну мембрани. При 
цьому вплив даларгіну на апоптоз клітин після 
холодового стресу вивчено не було [5, 17]. 

Мета роботи — дослідження впливу синте-
тичного аналога ендогенного пептиду лей-енке-
фаліну даларгіну на ознаки розвитку апоптозу 
і некрозу лейкоцитів донорської крові людини 
в умовах холодового стресу за морфологічними 
показниками. 

Матеріали і методи
Лейкоконцентрат отримували з донорської кро-

ві людини методом диференціального центрифу-
гування [1]. Кров людини заготовляли на консер-
ванті СРDА-1 (Terumo, Індія). Отримували кров 
в Харківському обласному центрі служби крові 
та транспортували за рекомендованими умова-
ми до відповідного температурного режиму.

У першій серії експериментів досліджували 
розвиток апоптозу та некрозу лейкоцитів, підда-
них холодовому стресу за наведеними у таблиці 
температурними режимами та часом експозиції 
клітин (таблиця). 

На даному етапі роботи визначали вплив 
поступового підвищення температури на зміни 
морфологічних ознак клітин внаслідок розвит-
ку апоптозу і некрозу після холодового впли-
ву за схемою: 15 хв при температурі 0–2°C, 
5 хв при 10°C, 5 хв при 20°C, 5 хв при 37°C.

У другій серії експериментів вивчали анти-
апоптотичну дію синтетичного даларгіну (у ви-

the constraining of the stress-induced free radical 
processes and energy disorders during the period 
of temperature decreasing [13]. Our previous 
studies have shown that neuropeptides (1–10 kDa 
fraction) from the brains of hibernating animals are 
able to interact with the receptors on homeotherms 
cells, that inhibits the protein and nucleic acid 
synthesis, regulates calcium ion transport across 
the cell membrane, and aff ects the activity of skin 
thermoreceptors [6, 7].

The introduction of synthetic analogues of the 
endogenous opioid peptide leu-enkephalin helps 
to control the stress-induced free radical disorders 
during the period of adaptation of animals to 
temperature fl uctuations [5, 9, 10, 15]. Such peptides 
include dalargin, in the structure of which there are 
residues of D-alanyl and arginine in the c-position. 
In addition to enhancing antioxidant and anti-radical 
protection, it increases the resistance of animals to 
deep hypothermia, stabilizing the level of reactive 
oxygen species, transport of Na+, K+ and Ca2+ ions 
across the plasma and mitochondrial membranes. 
The eff ect of dalargin on cell apoptosis after cold 
stress has not been explored [9, 17].

This research was aimed to study the eff ect on 
morphological indices of the synthetic analogue 
of the endogenous peptide leu-enkephalin dalargin 
on the apoptosis and necrosis features in leukocy-
tes of human donor blood under cold stress.

Materials and methods
Leukoconcentrate was derived from human donor 

blood by diff erential centrifugation [1]. Human 
blood was harvested with the preservative CPDA-1 
(Terumo, India) and obtained at the Kharkiv Regional 
Blood Service Center, then it was transported with 
keeping the recommended conditions up to the ap-
propriate temperature.

In the fi rst series of experiments the apoptosis 
and necrosis of leukocytes subjected to cold stress 
at the following temperature regimens and cell expo-
sure time was investigated (Table).

In addition, at this stage we studied the eff ect 
of gradual increase in temperature on changes in 
morphological features of cells due to apoptosis and 
necrosis after cold exposure according to the scheme: 
15 min at 0–2°C, 5 min at 10°C, 5 min at 20°C, 5 min 
at 37°C.

In the second series of experiments there was 
investigated the antiapoptotic eff ect of synthetic 
dalargin (as a commercial drug ‘Dalargin-Biolik’, 
JSC ‘Pharmstandard-Biolik’, Ukraine) on leukocytes 
subjected to cold stress in the following mode: 15 
min at 0–2°C and 15 min at 37°C. At the fi rst stage 
of this study, the drug was added to the cells before 
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гляді комерційного препарату «Даларгін-Біолік» 
(«Фармстандарт-Біолік», Україна) на лейкоцити, 
піддані холодовому стресу за наступним режи-
мом: 15 хв при температурі 0–2°C та 15 хв при 
температурі 37°C. На першому етапі досліджень 
препарат додавали до клітин перед моделюванням 
холодового стресу в концентраціях 10–6, 10–7, 10–8 
та 10–9 моль/л, на другому етапі – лейкоцити ін-
кубували з даларгіном в концентрації 10–9 моль/л 
протягом 15 хв (37°C) перед початком холодового 
впливу. 

У кожній серії експериментів використову-
вали зразки, в які замість препарату вносили 
фізіологічний розчин в еквівалентному об’ємі та 
інкубували в аналогічних умовах. Контрольну 
групу зразків складали проби свіжовиділених 
клітин. 

Досліджували морфологічну будову лейкоцитів 
після холодового стресу за допомогою світлової 
та флуоресцентної мікроскопії. Наявність пікно-
зу клітин, фрагментації ядра та блебінгу як мор-
фологічних ознак апоптозу, а також збільшення 
об’єму клітин, розпаду мембрани з вивільненням 
цитоплазматичного вмісту, каріолізису (некро-
тичні ознаки) визначали з використанням світло-
вого мікроскопу IN300T-FL (AmScope, США) під 
імерсією (×1000) після забарвлення мазків лейко-
концентрату за Романовським-Гімзою [18]. Виз-
начали відсоток клітин з патологічними ознаками 
до загальної кількості всіх підрахованих клітин 
у зразку та відсоток лейкоцитів з нормальною 
морфологічною структурою. 

Під час флуоресцентно-мікроскопічного ана-
лізу оцінювали фрагментацію ядер клітин з ви-
користанням флуоресцентних барвників Hoechst 
33342 (Sigma, США) та йодиду пропідію (PI, 
Sigma). Фотореєстрацію клітинних препаратів 
здійснювали за допомогою конфокального ла-
зерного сканувального мікроскопа LSM 510 
META Carl Zeiss (Carl Zeiss, Німеччина). Для 
аналізу отриманих зображень використовували 
програми LSM 510 та LSM Image Examiner (Carl 
Zeiss). Кількість клітин з патологічними ознаками 
ядер виражали у відсотках до загальної кількос-
ті підрахованих клітин у зразку. Аліквоти PI 
(7,5 мкМ) та Hoechst 33342 (9 мкМ), розве-
дені фосфатно-сольовим буферним розчином 
(PBS; рН 7,4), додавали до 1 мл PBS та змішу-
вали у співвідношенні 1:1 з лейкоконцентра-
том, в якому вони знаходилися. Зразки витриму-
вали 30 хв у темряві при кімнатній темпера-
турі та видаляли барвники шляхом розведен-
ня до 5 мл PBS та центрифугування. Інтенсив-
ність флуоресценції PI реєстрували при збуд-
женні 490 нм та випромінюванні 636 нм, 

cold stress simulating at concentrations of 10–6, 10–7, 
10–8 and 10–9 mol/l, at the second stage – leukocytes 
were incubated with dalargin at a concentration of 
10–9 mol/l for 15 min (37°C) before the cold exposure 
onset.

In each series of experiments, we used the samples 
wherein a saline was added instead of the drug in 
an equivalent volume and incubated under similar 
conditions. The control group of samples included 
those of freshly isolated cells.

The morphological structure of leukocytes after 
cold stress was studied by light and fl uorescence 
microscopy. The presence of cell pyknosis, frag-
mentation of the nucleus and blebbing as mor-
phological signs of apoptosis, as well as cell 
volume increase, membrane disintegration with a 
release of cytoplasmic content, karyolysis (necrotic 
signs) were determined using an IN300T-FL light 
microscope (AmScope, USA) (×1000, immersion) 
after staining of leukoconcentrate smears according 
to Romanowsky-Giemsa [18]. The percentage of 
cells with pathological signs to the total number of 
all counted cells in the sample and that of leukocytes 
with normal morphological structure were exa-
mined.

Fragmentation of cell nuclei was evaluated by 
fl uorescence microscopic analysis using fl uorescent 

Режим 
Mode

Тривалість температурного впливу, хв 
Temperature exposure duration, min

при 0–2°C 
at 0–2°C

при 37°C 
at 37°C

1 0 0

2

15

15

3 30

4 60

5

30

30

6 60

7 120

8

60

30

9 60

10 120

Режими реалізації холодового стресу 
суспензії лейкоцитів

Cold stress modes for leukocyte suspension
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а Hoechst 33342 – при збудженні 350 нм 
та випромінюванні 461 нм.

Статистичний аналіз експеримен-
тальних даних проводили з використан-
ням програмного пакета «Statgraphics» 
(Statgraphics Technologies Inc, США) за 
непараметричним критерієм Манна-
Вітні. У кожній серії експериментів була 
кількість повторів 5–6. Експеримен-
тальні дані наведено як середнє ариф-
метичне ± середнє квадратичне від-
хилення. 

Результати та обговорення
На першому етапі досліджень було 

з’ясовано співвідношення часу експози-
ції клітин при температурі 0–2°С та 37°С, 
за якого відбувається індукція апоптозу і 
некрозу лейкоцитів. На рис. 1 показано, 
що після інкубації протягом 15 хв при 
температурі 0–2°C з подальшим нагріван-
ням до 37°C (режим 2) лейкоцити з мор-
фологічними ознаками апоптозу скла-
дали (59,2 ± 3,1)%. Після використання 
режимів 3 (15 хв при температурі 0–2°C 
та 30 хв при 37°C), 4 (15 хв при темпера-
турі 0–2°C та 60 хв при 37°C) і 5 (30 хв 
при температурі 0–2°C та 30 хв при 
37°C) клітини з морфологічними ознаками 
апоптозу не перевищували (60,7 ± 2,3)%. 
Необхідно звернути увагу на той факт, 
що найменший відсоток клітин з мор-
фологічними ознаками некрозу ((17,3 ± 
± 2,2)%) було виявлено після застосуван-
ня режимів 2–4. Подовження часу перебу-
вання суспензії лейкоцитів при 0–2°C або 
при 37°C викликало значуще (р < 0,05) 

percentage of the total number of counted cells in the 
sample. Aliquots of PI (7.5 μM) and Hoechst 33342 
(9 μM) diluted with phosphate-buff ered saline (PBS; 
pH 7.4) were added to 1 ml of PBS and mixed 1:1 
with the leukoconcentrate where they were present. 
The samples were kept for 30 min in the dark at room 
temperature and the dyes were removed by diluting to 
5 ml with PBS and centrifuging. The PI fl uorescence 
intensity was recorded at 490 nm excitation and 
636 nm radiation, and Hoechst 33342 were done 
at 350 nm excitation and 461 nm radiation.

Experimental data were statistically analyzed 
using the ‘Statgraphics’ software (Statgraphics 
Technologies Inc, USA) according to the non-
parametric Mann-Whitney test. In each series of 
experiments we used 5–6 repetitions. Experimental 
data have been presented as arithmetic mean ± 
standard deviation.

Рис. 1. Вміст лейкоцитів з морфологічними ознаками апоп-
тозу і некрозу після різних режимів температурного впливу 
(1–10 режими див. «Матеріали і методи»): ■ — норма, ■ — 
клітини з ознаками апоптозу, ■ — клітини з ознаками нек-
розу. 

Fig. 1. Content of leukocytes with morphological signs of apop-
tosis and necrosis after diff erent modes of temperature ex-
posure (1–10 modes, see ‘Materials and methods’): ■ – norm, 
■ – cells with apoptosis signs, ■ – cells with necrosis signs.
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dyes Hoechst 33342 (Sigma, USA) and propidium 
iodide (PI). Cell specimens were photo-recorded 
using a confocal laser scanning microscope LSM 
510 META (Carl Zeiss, Germany). LSM 510 and 
LSM Image Examiner (Carl Zeiss) was used to 
analyze the obtained images. The number of cells 
with pathological signs of nuclei was expressed as a 

збільшення відносно 1 режиму відсотка клітин 
з ознаками некрозу і значуще зменшення відсот-
ка клітин з нормальними морфологічними по-
казниками.

Результати дослідження впливу підвищення 
температури до 37°C після холодового стресу на 
розвиток морфологічних ознак апоптозу і нек-
розу в лейкоцитах показали відсутність в обра-
них умовах експерименту значущої різниці між 
поетапним підвищенням температури та швид-
ким переводом суспензії клітин з умов 0–2°C 
до температури 37°C. 

Численні дані вказують на те, що ендогенні 
опіоїдні пептиди впливають на апоптоз клітин, 
ініційований гіпоксією, ішемією, оксидативним 
стресом тощо [4, 7, 12–14, 17]. Слід зазначити, 
що інформації відносно антиапоптотичної дії 
ендогенних пептидів в умовах холодового стре-
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су немає. Саме тому на наступному етапі дослід-
жень ми з’ясовували вплив даларгіну на апоп-
тоз лейкоцитів, підданих холодовому впливу. 
Антиапоптотичну дію нейропептиду вивчали у 
залежності від концентрації (10–6, 10–7, 10–8 та 
10–9 моль/л) на лейкоцити донорської крові піс-
ля холодового стресу за режимом 2, який дозво-
ляє отримати найменший відсоток клітин з оз-
наками некрозу у співвідношенні до апопто-
тичних клітин і найбільший відсоток клітин з 
нормальними морфологічними ознаками ((33,6 ± 
± 1,3)%). З рис. 2 видно, що відсоток клітин з 
морфологічними ознаками апоптозу і некрозу 
порівняно з показниками, одержаними без до-
давання даларгіну, зменшувався на тлі введення 
нейропептиду в концентрації 10–9 моль/л. 

Результати дослідження О.М. Олександрової 
та співавт. [2] щодо підвищення ефективності 
дії лей-енкефаліну на лімфоцити людини за ра-
хунок попередньої інкубації з пептидом були 
використані у нашій подальшій роботі: передоб-
робку лейкоцитів безпосередньо перед холо-
довим впливом для запобігання пошкодженню 
різкою зміною температури (рис. 3). Для цього 
лей-енкефалін у концентрації 10–9 моль/л дода-

Results and discussion
At the fi rst stage of research, the ratio of cell 

exposure time at 0–2°C and 37°C, at which induction 
of apoptosis and leukocyte necrosis occurred, was 
elucidated. Fig. 1 shows that after incubation for 
15 min at a temperature of 0–2°C with subsequent 
warming up to 37°C (mode 2), the percentage of 
leukocytes with morphological signs of apoptosis 
was (59.2 ± 3.1)%. After using the modes 3 (15 min 
at 0–2°C and 30 min at 37°C), 4 (15 min at 0–2°C and 
60 min at 3°C) and 5 (30 min at 0–2°C and 30 min 
at 37°C) the percentage of cells with morphological 
signs of apoptosis did not exceed (60.7 ± 2.3)%. 
It should be noted that the lowest percentage of 
cells with morphological signs of necrosis ((17.3 
± 2.2)%) was found after the application of modes 
2–4. Prolongation of the time of the leukocyte 
suspension maintaining at 0–2°C or at 37°C caused 
a signifi cant (p < 0.05) increase if compared with 
mode 1 of percentage of cells with signs of necrosis 
and a signifi cant decrease in the percentage of cells 
with normal morphological parameters.

The fi ndings on the eff ect of temperature rise 
to 37°C after cold stress on the development of 
morphological signs of apoptosis and necrosis in 
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Рис. 2. Відсоток лейкоцитів з ознаками апоптозу і некрозу після холодового стресу та інкубації з даларгіном 
в концентраціях 10–6 моль/л; 10–7 моль/л; 10–8 моль/л та 10–9 моль/л за даними світлової мікроскопії (забарв-
лення за Романовським-Гімзою): ■ — клітини з ознаками апоптозу; ■ — клітини з ознаками некрозу. * — відмін-
ності значущі порівняно з відповідним показником без додавання препарату, р ≤ 0,05; # — відмінності значущі 
порівняно з відповідним показником у контролі, р ≤ 0,05.

Fig. 2. Percentage of leukocytes with apoptosis and necrosis signs after cold stress and incubation with dalargin at 
concentrations of 10–6 mol/l; 10–7 mol/l; 10–8 mol/l and 10–9 mol/l according to light microscopy (Romanowsky-Giemsa 
staining): ■ – cells with apoptosis signs; ■ – cells with necrosis signs. * – diff erences are signifi cant compared 
to the corresponding value without the drug adding, p ≤ 0.05; # – diff erences are signifi cant compared to the correspon-
ding index in the control, p ≤ 0.05.
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вали до клітинної суспензії перед холодовим 
стресом, час експозиції складав 15 хв при 37°C. 
За даними світлової мікроскопії встановлено, 
що попередня інкубація лейкоцитів з нейропепти-
дом у концентрації 10–9 моль/л приводить до 
значущого зменшення (р ≤ 0,05) відсотка клі-
тин з морфологічними ознаками апоптозу ((34,8 ± 
± 2,2)%) порівняно з варіантом без поперед-
ньої інкубації клітин з нейропептидом ((44,7 ± 
± 0,9)%). Необхідно відзначити той факт, що 
попередня інкубація з нейропептидом не впли-
вала на зміну кількості некротичних клітин 
(рис. 3).

Для кращої візуалізації морфологічних 
змін ядерних структур та виявлення цілісності 
мембрани лейкоцитів після холодового впли-
ву (режим 2) одночасно зі світловою мікрос-
копією використовували метод забарвлення клі-
тин флуоресцентними ДНК-барвниками Hoechst 
33342 та пропідію йодиду (PI) (рис. 4). Після 
використання Hoechst 33342 була встановлена 
тенденція, ідентична до вищевказаної (рис. 5). 
Так, в експериментальній групі без додавання 
даларгіну до зразків лейкоцитів після холодово-
го впливу відсоток клітин з фрагментацією ядра 
становив ((41,4 ± 1,7))%. Після додавання до інку-
баційного середовища нейропептиду відсоток 

leukocytes showed no signifi cant diff erence in the 
selected experimental conditions between gradual 
temperature rise and rapid transfer of cell suspension 
from 0–2°C to 37°C.

Numerous data indicate that endogenous opioid 
peptides aff ect cell apoptosis initiated by hypoxia, 
ischemia, oxidative stress, etc. [8, 11–13, 16, 17]. It 
should be noted that there is no information on the 
antiapoptotic action of endogenous peptides under 
cold stress. Therefore, in the next phase of research, 
we investigated the eff ect of dalargin on the apoptosis 
of cold-exposed leukocytes. The antiapoptotic eff ect 
of the neuropeptide was studied depending on the 
concentration (10–6, 10–7, 10–8 and 10–9 mol/l) on 
donor blood leukocytes after cold stress according to 
mode 2, which allowed to obtain the lowest percen-
tage of cells with the signs of necrosis regarding 
apoptotic cells and the highest percentage of cells 
with normal morphological features (33.6 ± 1.3)%. 
Fig. 2 demonstrates that the percentage of cells 
with morphological signs of apoptosis and necrosis 
compared to those obtained without the addition 
of dalargin, decreased when the neuropeptide was 
introduced at a concentration of 10–9 mol/l.

The results of the study performed by O.M. Olek-
sandrova et al. [3] to increase the eff ectiveness of 
leu-enkephalin on human lymphocytes due to pre-

Рис. 3. Вплив даларгіну на відсоток лейкоцитів з ознаками апоптозу і некрозу (після холодового стресу) без 
попередньої інкубації клітин з нейропептидом (А) та з попередньою 15-хвилинною інкубацією (В) перед холодо-
вим стресом (забарвлення за Романовським-Гімзою): ■ — норма; ■ — клітини з ознаками апоптозу; ■ — клітини 
з ознаками некрозу. * — відмінності значущі порівняно з відповідним показником без додавання препарату, 
р ≤ 0,05; # — відмінності значущі порівняно з відповідним показником у зразках без попередньої інкубації з 
даларгіном, р ≤ 0,05.

Fig. 3. Dalargin eff ect on percentage of leukocytes with apoptosis and necrosis signs (after cold stress) without 
pre-incubation of cells with neuropeptide (A) and with a previous 15-minute incubation (B) before cold stress (Roma-
nowsky-Giemsa staining): ■ — normal; ■ — cells with apoptosis signs; ■ — cells with necrosis signs. * — diff erences 
are signifi cant compared to the corresponding value without the drug adding, p ≤ 0.05; # — diff erences are signifi cant 
compared to the corresponding value in samples without pre-incubation with dalargin, p ≤ 0.05.
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клітин із фрагментацією ядра значуще зменшу-
вався ((22,7 ± 2,7)%) (рис. 5). 

Результати дослідження життєздатності лей-
коцитів після забарвлення PI також узгоджу-
ються з попередніми даними відносно морфо-
логічних ознак некрозу. З рис. 5 видно, що в 
контрольній групі некротичні клітини склада-
ли (32,6 ± 2,1)%, однак після додавання ней-
ропептиду вони не перевищували (10,8 ± 1,3)%. 

Таким чином, одержані результати узгоджу-
ються з попередніми даними, які вказують на 
збільшення кількості апоптотичних клітин в 
умовах температури нижче фізіологічної, що 
може бути наслідком метаболічних змін у кліти-
нах, цитоскелета, клітинного циклу, транскрип-
ції та трансляції у відповідь на холодовий стрес 
[8, 13, 15]. Зокрема, в роботі J.H. Fransen та спі-
вавт. [9] також було встановлено, що 2-годинна 
інкубація клітинної культури 32Dcl3 на льоду 
з подальшим поверненням до нормотермії (37°C) 
вже через 30–90 хв після відігрівання призводить 
до появи 80–90% клітин з ознаками раннього 
апоптозу (співвідношення annexin V-позитивні/
PI-негативні). Після подальшого культивування
культури при 37°C до 24 годин відсоток клітин 
збільшувався (до 98%) на стадії пізнього апоп-
тозу (співвідношення annexin V-позитивні/PI-
позитивні). Результати досліджень після ви-
користання різних режимів холодового стресу 
показали, що тривалість інкубації суспензії 
клітин при 0–2°C та повернення до умов нормо-
термії при 37°C впливали на ініціацію апоптозу
і некрозу клітин. Встановлено, що наймен-

incubation with peptide, were used in our further work, 
namely the pre-treatment of leukocytes immediately 
before cold exposure to prevent damage by sudden 
changes in temperature (Fig. 3). For this purpose, 
leu-enkephalin at a concentration of 10–9 mol/l 
was added to the cell suspension before cold stress, 
the exposure time was 15 min at 37°C. Owing to 
light microscopy, it was found that pre-incuba-
tion of leukocytes with neuropeptide at a concent-
ration of 10–9 mol/l led to a signifi cant decrease 
(p ≤ 0.05) in the percentage of cells with mor-
phological signs of apoptosis to (34.8 ± 2.2)% 
compared with option without pre-incubation of 
cells with neuropeptide (44.7 ± 0.9)%. It should 
be noted that the previous incubation with the neu-
ropeptide did not aff ect the change in the number 
of necrotic cells (Fig. 3).

To better visualize the morphological changes 
of nuclear structures and detect the integrity 
of the leukocyte membrane after cold exposure 
(mode 2) simultaneously with light microscopy 
there was used the method of staining cells with 
fl uorescent Hoechst 33342 and PI DNA dyes 
(Fig. 4). After using Hoechst 33342, a trend iden-
tical to the above mentioned results was found 
(Fig. 5). Thus, in the experimental group without 
dalargin adding to leukocyte samples after cold 
exposure, the percentage of cells with nuclear 
fragmentation was (41.4 ± 1.7)%. After adding 
the neuropeptide to the incubation medium, 
the percentage of cells with nuclear fragmenta-
tion decreased signifi cantly down to (22.7 ± 2.7)% 
(Fig. 5).

Рис. 4. Лейкоцити з морфологічними ознаками апоптозу після холодового стресу: А — мікрофотографія су-
спензії лейкоцитів після холодового стресу, забарвлення еозин-метиленовим синім та азур-еозином. Зб.: ×1000; 
імерсія; В — мікрофотографія суспензії лейкоцитів після холодового стресу, забарвлення Hoechst 33342 та PI. 
Зб. ×630, імерсія; C – мікрофотографія нативних лейкоцитів, забарвлення Hoechst 33342 та PI. Зб. ×630, імерсія. 
1 — блебінг, 2 — фрагментація ядра, 3 — пікноз, 4 — некроз.

Fig. 4. Leukocytes with morphological signs of apoptosis after cold stress: А – micrograph of leukocyte suspension 
after cold stress, staining with eosin-methylene blue and azure-eosin. Magnifi cation: ×1000; immersion; В – micrograph 
of leukocyte suspension after cold stress, Hoechst 33342 staining and PI. Magnifi cation: ×630, immersion; C – micrograph 
of native leukocytes, Hoechst 33342 staining and PI. Magnifi cation: ×630, immersion. 1 – blebbing, 2 – nucleus 
fragmentation, 3 – pyknosis, 4 – necrosis.

A B C
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ший відсоток некротичних клітин по відношен-
ню до клітин з ознаками апоптозу ((17,3 ± 2,2)%) 
був виявлений після використання режимів 
2–5. За використання інших режимів даний 
показник значуще (р < 0,05) збільшувався до 
(34,7 ± 2,3)%, а у клітин з нормальними морфо-
логічними ознаками він не перевищував (11,4 ± 
1,3)%. 

Дослідження антиапоптотичної дії нейро-
пептиду на лейкоцити донорської крові людини 
після холодового стресу виявило його протек-
торний вплив при концентрації 10–9 моль/л. Ре-
зультати роботи щодо попередньої інкубації з 
нейропептидом до впливу холодового стресу, 
які коригують з дослідженнями О.М. Олександ-
рової та співавт. [2], свідчать про необхідність
проведення даного етапу для підвищення ефек-
тивності дії лей-енкефаліну за різких змін темпе-
ратури. 

Таким чином, встановлено, що синтетич-
ний аналог лей-енкефаліну даларгін впливає на 
розвиток апоптозу і некрозу клітин в умовах 

The investigations on the viability of leuko-
cytes after PI staining are also consistent with 
preliminary data on the morphological signs of 
necrosis. Fig. 5 shows that in the control group the 
percentage of necrotic cells was (32.6 ± 2.1)%, but 
it did not exceed (10.8 ± 1.3)% after the addition 
of the neuropeptide.

Thus, the obtained results are consistent with 
preliminary data, which indicate an increased 
number of apoptotic cells at sub-physiological 
temperatures, which may be due to metabolic chan-
ges in cells, cytoskeleton, cell cycle, transcription 
and translation in response to cold stress [2, 12, 14]. 
In particular, J.H. Fransen et al. [4] reported also 
that 2-hour incubation of 32Dcl3 cell culture on 
ice with subsequent return to normothermia (37°C) 
after 30–90 min warming led to the appearance of 
80–90% of cells with the signs of early apoptosis 
(annexin V-positive / PI-negative ratio). After fur-
ther culturing at 37°C for up to 24 hours, the 
percentage of cells increased up to 98% at the stage 
of late apoptosis (annexin V-positive / PI-positive 
ratio). The results of studies after the use of diff erent 
modes of cold stress showed that the duration 
of incubation of cell suspension at 0–2°C and return 
to normothermia at 37°C infl uenced the initiation 
of apoptosis and necrosis of cells. It was found 
that the lowest percentage of necrotic cells in relation 
to those with the signs of apoptosis (17.3 ± 2.2)% was 
detected with the use of modes 2–5. Applying other 
regimens, this index signifi cantly (p < 0.05) increased 
to (34.7 ± 2.3)%, and in the cells with normal 
morphological features it did not exceed (11.4 ±
± 1.3)%. 

The investigation of the anti-apoptotic eff ect 
of the neuropeptide on human leukocytes of donor 
blood after cold stress revealed its protective 
eff ect at a concentration of 10–9 mol/l. The results 
of this research on pre-incubation with the neuro-
peptide as for cold stress eff ect, consistent with the 
reported studies of O.M. Oleksandrova et al. [3], 
indicate the necessity of this step to enhance the 
eff ectiveness of leu-enkephalin in sudden changes 
in temperature.

Thus, the synthetic analogue of leu-enkep-
halin dalargin has been established to aff ect the 
development of apoptosis and necrosis of cells 
during cold stress, that is manifested in its pro-
tective eff ect. Further studies are needed to elu-
cidate the mechanism of this action of dalar-
gin, the results of which can be used to deve-
lop rehabilitation and conservation media contai-
ning these peptides to increase the functional 
activity and viability of leukocytes after cold 
stress.

Рис. 5. Відсоток апоптотичних і некротичних лейкоци-
тів після попередньої інкубації з даларгіном в концен-
трації 10–9 моль/л та холодового стресу за даними флуо-
ресцентної мікроскопії (забарвлення Hoechst 33342 
і РІ): ■ — клітини з ознаками апоптозу; ■ — клітини 
з ознаками некрозу. * — відмінності значущі порівня-
но з показником без додавання препарату, р ≤ 0,05; 
# — відмінності значущі порівняно з контролем, р ≤ 0,05.

Fig. 5. Percentage of apoptotic and necrotic leukocytes 
after pre-incubation with dalargin at a concentration 
of 10–9 mol/l and cold stress according to fl uorescence 
microscopy (Hoechst 33342 and PI staining): ■ – cells 
with apoptosis signs; ■ – cells with necrosis signs. * – 
diff erences are signifi cant compared to the fi gure without 
the drug adding, p ≤ 0.05; # – diff erences are signi-
fi cant compared to the control, p ≤ 0.05.
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Conclusions 
1. The extent of cold stress infl uence depending 

on the duration of incubation of cell suspension 
at 0–2 and 37°C on the initiation of apoptosis and 
necrosis on morphological characteristics of cells 
was studied. It was found that after a 15-minute 
incubation at 0–2°C and subsequent return to nor-
mothermia (37°C) for 15 min, the lowest percen-
tage of cells with signs of necrosis (7.2 ± 1.2)% 
and the highest percentage of cells with normal 
morphological features 33.6 ± 1.3%) were recor-
ded.

2. It has been proven that the gradual rise of 
temperature to 37°C after cold eff ect does not 
aff ect the percentage of leukocytes with morpho-
logical signs of apoptosis and necrosis compared 
to the rapid return to normothermia. 

3. Pre-incubation of leukocytes with dalargin 
at a concentration of 10–9 mol/l was found to 
result in a signifi cant (p < 0.05) decrease in the 
number of leukocytes with the apoptosis and nec-
rosis signs after cold stress. 

4. The fi ndings of morphological features 
of leukocytes after staining with PI and Hoechst 
33342 are consistent with the light microscopy 
data. 

холодового стресу, що проявляється в його про-
текторній дії. Для з’ясування механізму опи-
саної дії даларгіну необхідні подальші дослід-
ження, результати яких можуть бути вико-
ристані для розробки реабілітаційних і кон-
сервувальних середовищ із даними пептидами
з метою підвищення функціональної активності 
та життєздатності лейкоцитів після холодового 
стресу. 

Висновки
1. Досліджено ступінь впливу холодового 

стресу залежно від тривалості інкубації сус-
пензії клітин при 0–2 та 37°C на ініціацію апоп-
тозу і некрозу за морфологічними ознаками клі-
тин. Встановлено, що після 15-хвилинної інку-
бації при 0–2°С і подальшого повернення до 
умов нормотермії (37°C) протягом 15 хв зареєст-
ровано найменший відсоток клітин з ознаками 
некрозу ((7,2 ± 1,2)%) і найбільший відсоток 
клітин з нормальними морфологічними озна-
ками ((33,6 ± 1,3)%).

2. Доведено, що поетапне підвищення тем-
ператури до 37°C після холодової дії не впливає 
на відсоток лейкоцитів з морфологічними озна-
ками апоптозу і некрозу порівняно зі швидким 
поверненням до нормотермії.

3. Встановлено, що попередня інкубація лей-
коцитів з даларгіном у концентрації 10–9 моль/л 
призводить до значущого (р < 0,05) зменшен-
ня кількості лейкоцитів з ознаками апоптозу і 
некрозу після холодового стресу.

4. Результати дослідження морфологічних 
ознак лейкоцитів після забарвлення PI та Hoechst 
33342 узгоджуються з даними їх вивчення мето-
дом світлової мікроскопії. 
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