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Антиапоптотична дія нейропептиду лей-енкефаліну щодо 
лейкоцитів донорської крові, підданих холодовому стресу
Представлено академіком НАН України А.М. Гольцевим

У дослідженнях із застосуванням різних режимів холодового стресу визначено ступінь прояву апоптозу за-
лежно від тривалості холодового впливу і температури. Вивчено вплив регуляторного нейропептиду лей-
енкефаліну на розвиток апоптозу лейкоцитів донорської крові людини після холодового стресу за морфоло-
гічними показниками і за допомогою флуоресцентної мікроскопії з використанням фарбників Hoechst 33342 
і PI. Доведено, що додавання нейропептиду в концентрації 10–9 моль до лейкоцитів, які були піддані холодо-
вому стресу, вірогідно зменшує  кількість апоптотичних клітин.
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Актуальним завданням сьогодення є пошук антиапоптотичних агентів, дія яких спрямо-
вана на блокування апоптозу в лейкоцитах після холодового стресу. Як відомо, однією з 
причин пошкодження клітин за умов зниження температури є гіпоксія, що призводить до 
збільшення кількості гідроксильних радикалів та інших активних форм кисню внаслідок 
порушень процесів окисного фосфорилювання і розвитку окиснювального стресу, що 
спричиняє ушкодження ДНК та ініціації апоптозу [1]. У зв’язку з цим ведеться пошук 
агентів, які при охолодженні і поверненні в умови нормотермії впливають на окиснювально-
відновні процеси в клітинах і запобігають апоптотичним процесам. Згідно з даними аналізу 
літератури і досліджень у цьому напрямку, як антиапоптотичні речовини особливої ува-
ги заслуговують нейропептиди, отримані з головного мозку гібернуючих тварин, або їх 
синтетичні аналоги, зокрема лей-енкефалін, відомий як препарат Даларгін [2, 3]. Показа-
но, що лей-енкефалін містить ключову послідовність амінокислот усіх опіоїдів і йому при-
таманний широкий спектр біологічної активності: антигіпоксична та імуномоделювальна 
дія, інгібування пероксидного окиснення ліпідів, обмеження гормонально-метаболічних 
та енергетичних порушень, покращення мікроциркуляції, прискорення фізіологічної та 
репаративної регенерації [2, 4]. Механізм антиапоптотичної дії цієї сполуки пов’язаний з 
регуляцією опіоїдних рецепторів і зв’язаних з ними K+-Na+ каналів мітохондрій.
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Зважаючи на вищесказане, ми ставили за мету дослідити вплив регуляторного нейро-
пептиду лей-енкефаліну на апоптоз лейкоцитів донорської крові людини після холодово-
го стресу за морфологічними показниками з використанням світлової та флуоресцентної 
мікроскопії.

Матеріали і методи. Лейкоконцентрат отримували з донорської крові людини методом 
диференціального центрифугування [5]. Для моделювання холодового стресу та ініціації 
апоптозу лейкоцитів використовували такі температурні режими і час експозиції клітин:

1 — 15 хв у льодовій бані та 15 хв при 37 °С;
2 — 15 хв у льодовій бані та 30 хв при 37 °С;
3 — 15 хв у льодовій бані та 60 хв при 37 °С;
4 — 30 хв у льодовій бані та 30 хв при 37 °С;
5 — 30 хв у льодовій бані та 60 хв при 37 °С;
6 — 30 хв у льодовій бані та 120 хв при 37 °С;
7 — 60 хв у льодовій бані та 30 хв при 37 °С;
8 — 60 хв у льодовій бані та 60 хв при 37 °С;
9 — 60 хв у льодовій бані та 120 хв при 37 °С.
Нейропептид вносили в суспензію клітин у передінкубаційний період у концентраціях: 

10−6 моль−10−7 моль−10−8 мол−10−9 моль. Аналіз наявності апоптотичних змін у клітинах 
проводили за морфологічними ознаками клітин (пікноз клітин, фрагментація ядра та 
блебінг) за допомогою світлової мікроскопії (PZO-Warszava, Польща; імерсія; ок. 8, об. 100) 
після фарбування мазків лейкоконцентрату за Романовським—Гімзе.

Дослідження морфологічних особливостей клітинних ядер та кількості некротичних 
клітин у лейкоконцентраті проводили з використанням флуоресцентних барвників Hoechst 
33342 (“Sigmа”) та пропідію йодиду (PI, “Sigmа”). Аліквоти PI (7,5 мкМ) та Hoechst 33342 
(9 мкМ), розведені фосфатно-сольовим буферним розчином (PBS; рН 7,4), додавали до 
1 мл PBS та змішували у співвідношенні 1 : 1 з лейкоконцентратом, в якому знаходилися. 
Витримували 30 хв у темряві при кімнатній температурі та видаляли барвники шляхом роз-
ведення до 5 мл PBS та центрифугування.

Інтенсивність флуоресценції барвників реєстрували при збудженні 490 нм і випроміню-
ванні 636 нм для PI та при збудженні 350 нм і випромінюванні 461 нм для Hoechst 33342 за 
допомогою конфокального лазерного сканувального мікроскопа LSM 510 META Carl Zeiss 
(“Carl Zeiss”, Німеччина). Підраховували кількість лейкоцитів з ядрами, позитивно забарв-
леними PI, та виражали їх у відсотках до загальної кількості клітин у лейкоконцентраті. 
Всього підраховували 200 клітин у зразку. Кількість клітин з патологічними ознаками ядер 
виражали у відсотках до загальної кількості підрахованих клітин.

Статистичний аналіз експериментальних даних проводили за допомогою комп’ютерної 
обробки з використанням програмного пакета “STATGRAPHIC plus for Windows” версії 2.1 
за непараметричним критерієм Манна—Уітні. Кількість повторів у кожній серії експери-
ментів була не менше 5—6. Експериментальні дані наведені як середнє арифметичне ± се-
реднє квадратичне відхилення. Ступінь вірогідності становив 0,05.

Результати та їх обговорення. Відомо, що ініціація апоптотичних процесів починаєть-
ся в умовах температури нижче фізіологічної. Зокрема в роботах [6, 7] показано, що після 
інкубації лімфоцитів при 16—21 °C відбувається індукція апоптозу. Зниження температури 
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на градус призводить до збільшення кількості клітин з ознаками апоптозу. Численні дані 
вказують на те, що для більшості клітин апоптоз є типовою реакцією на гіпотермію і подаль-
ше відігрівання [6, 8, 9]. Однак ступінь прояву апоптозу залежить від тривалості холодового 
впливу, температури, а також інших факторів.

Отже, в першій серії експериментів за мету ставилося визначення оптимальної темпе-
ратури і часу експозиції лейкоцитів, які призводять до індукції апоптозу цих клітин. Аналіз 
наявності апоптотичних змін у лейкоцитах проводили за такими морфологічними озна-
ками: пікноз клітин, фрагментація ядра та блебінг мембран [10]. Встановлено (рис. 1), що 
лейкоцити з ознаками апоптозу виявлялися вже після інкубації протягом 15 хв на льоду з 
подальшим різким підвищенням температури до 37 ˚С.

Так, після режиму 1 і 2 реєстрували 59,2 ± 3,1 і 60,7 ± 2,3 % відповідно клітин з озна-
ками апоптозу і 7,2 ± 1,2 та 10,2 ± 1,9 % відповідно некротичних лейкоцитів. Збільшення 
часових інтервалів обох режимів інкубації сприяло не стільки підвищенню показника від-
соткового вмісту апоптичних лейкоцитів, скільки кількості клітин з ознаками некрозу. Зо-
крема, після режиму 3 кількість клітин з морфологічними ознаками апоптозу не переви-
щувала 59,5 ± 1,8 %, при цьому вміст некротичних клітин вірогідно (р  0,05) збільшувався 
до 17,3 ± 2,2 % порівняно з режимами 1 і 2. Таким чином, на підставі одержаних результатів 
нами встановлено, що подовження часу інкубації саме при 37 ˚С призводить до найбільш 
руйнівних наслідків, а саме збільшення кількості клітин з ознаками некрозу.

На наступному етапі ми оцінювали антиапоптотичний ефект нейропептиду лей-
енкефаліну, дія якого безпосередньо спрямована на інгібування пероксидного окиснення 

Рис. 1. Відсотковий вміст апоптичних лейкоцитів у суспензії після різних режимів температурного впли-
ву: 1 — 15 хв у льодовій бані та 15 хв при 37 оС; 2 — 15 хв у льодовій бані та 30 хв при 37 оС; 3 — 15 хв у 
льодовій бані та 60 хв при 37 оС; 4 — 30 хв у льодовій бані та 30 хв при 37 оС; 5 — 30 хв у льодовій бані та 
60 хв при 37 оС; 6 — 30 хв у льодовій бані та 120 хв при 37 оС; 7 — 60 хв у льодовій бані та 30 хв при 37 оС; 
8 — 60 хв у льодовій бані та 60 хв при 37 оС; 9 — 60 хв у льодовій бані та 120 хв при 37 оС
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ліпідів [2, 11], що, як наслідок, може мати вплив на ступінь прояву апоптозу лейкоцитів 
після холодового стресу. У роботі [2] припускалося, що реалізація захисних властивостей 
пептиду відбувається через активацію δ-опіоїдного рецептора та ініціацію каскаду реакцій, 
що сприяють стабілізації неспецифічної мітохондріальної пори.

З урахуванням вищесказаного на наступному етапі ми вивчали антиапоптотичну дію 
лей-енкефаліну в концентрації 10−9 моль/л за таким режимом 1 : 15 хв передінкубації з 
лейкоцитами до холодового впливу, 15 хв у льодовій бані та 15 хв при 37 °С. Апоптотичні 
зміни лейкоцитів оцінювали за морфологічними показниками методом Романовського—
Гімзе (рис. 2, а) і за допомогою флуоресцентних барвників, зокрема Hoechst 33342 і PI 
(рис. 2, б, в).

Встановлено, що додавання нейропептиду до лейкоцитів після холодового стресу в кон-
центрації 10−9 моль/л сприяло вірогідному зменшенню відсотка клітин з морфологічними 
ознаками апоптозу, які оцінювали за методом Романовського—Гімзе. Зокрема, кількість 
апоптотичних клітин після додавання нейропептиду вірогідно (р < 0,05) зменшувалася до 
48,2 ± 3,2 % порівняно з контролем (65,3 ± 2,5 %). Необхідно відзначити, що кількість некро-
тичних клітин також вірогідно (р < 0,05) зменшувалася до 5,2 ± 0,8 % порівняно з контролем 
(14,9 ± 1,8 %) (рис. 3, а).

У разі використання флуоресцентного ДНК-барвника Hoechst 33342, який вільно про-
никає в усі клітини, незалежно від ступеня пошкодження їх мембрани, спостерігалася іден-
тична тенденція. Так, у контролі кількість клітин з фрагментацією ядра, що є наслідком 
апоптотичних процесів у лейкоцитах після холодового стресу [1], становила 51,4 ± 1,7 %. 
Після додавання в інкубаційне середовище нейропептиду кількість клітин з фрагментацією 
ядра вірогідно зменшувалася до 32,7 ± 2,7 % (див. рис. 3, б).

Результати дослідження життєздатності лейкоцитів за флуоресцентним ДНК-барв-
ни ком PI також узгоджуються з попередніми даними щодо морфологічних ознак некрозу. 
Зокрема, з рис. 4 видно, що в контрольній групі кількість некротичних клітин становила 

Рис. 2. Лейкоцити з морфологічними ознаками апоптозу після холодового стресу: а — мікрофотографія 
суспензії лейкоцитів, забарвлення еозин-метиленовим синім та азур-еозином, зб.: ок. 10, об. 100; імерсія; 
б — мікрофотографія суспензії лейкоцитів, забарвлення Hoechst 33342 та PI, зб. ок. 10, об. 63, імерсія; в — 
мікрофотографія нативних лейкоцитів, забарвлення Hoechst 33342 та PI, зб. ок. 10, об. 63, імерсія. 1 — 
блебінг; 2 — фрагментація ядра; 3 — пікноз; 4 — некроз
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20,6 ± 2,1 %, однак після додавання нейропептиду кількість позитивних за РІ клітин не пе-
ревищувала 7,8 ± 1,3 %.

Таким чином, у дослідженнях із застосуванням різних режимів холодового стресу з’я-
со вано ступінь прояву апоптозу залежно від тривалості холодового впливу і температури. 
Встановлено, що найбільш сприятливим для вивчення явищ апоптозу є такий режим: 15 хв 
передінкубації лейкоцитів при 37 ˚С, 15 хв експозиції клітин при 0 ˚С і 15 хв подальшої 
інкубації при 37 ˚С, оскільки саме за таких умов відношення апоптотичних клітин до не-
кротичних було максимальним. Антиапоптотичну дію на лейкоцити після холодового стре-
су, яку оцінювали за морфологічними ознаками і за допомогою флуоресцентної мікроско-
пії з використанням барвників Hoechst 33342 і PI, нейропептид лей-енкефалін виявляє в 
концентрації 10−9 моль. З огляду на той факт, що для більшості клітин апоптоз є типовою 
реакцією на охолодження і подальше відігрівання, одержані дані актуальні і необхідні для 
вдосконалення протоколів низькотемпературного зберігання лейкоцитів або для створення 
реабілітуючих середовищ з метою пригнічення апоптотичних реакцій і підвищення функці-
ональної активності клітин після холодового стресу.
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енкефаліном у концентрації 10−9 моль/л: а — за даними світлової мікроскопії (забарвлення за Ро ма нов-
ським—Гімзе); б — за даними флуоресцентної мікроскопії (забарвлення Hoechst 33342 і РІ). * — відміннос-
ті вірогідні порівняно з контролем, р  0,05; # — відмінності вірогідні порівняно з нормою, р  0,05
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АНТИАПОПТОТИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ НЕЙРОПЕПТИДА ЛЕЙ-ЭНКЕФАЛИНА 
В ОТНОШЕНИИ ЛЕЙКОЦИТОВ ДОНОРСКОЙ КРОВИ, ПОДВЕРГНУТЫХ 
ХОЛОДОВОМУ СТРЕССУ

В исследованиях с использованием различных режимов холодового стресса определена степень проявле-
ния апоптоза в зависимости от продолжительности холодового воздействия и температуры. Изучено вли-
яние регуляторного нейропептида лей-энкефалина на развитие апоптоза лейкоцитов донорской крови 
человека после холодового стресса по морфологическим показателям и с помощью флуоресцентной ми-
кроскопии с использованием красителей Hoechst 33342 и PI. Доказано, что добавление нейропептида в 
концентрации 10−9 моль к лейкоцитам, которые были подвергнуты холодовому стрессу, достоверно умень-
шает количество апоптотических клеток.

Ключевые слова: холодовой стресс, апоптоз, лейкоциты, лей-энкефалин.
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ANTIAPOPTOTIC EFFECT OF LEU-ENKEPHALIN NEUROPEPTIDE 
ON DONOR BLOOD LEUKOCYTES UNDER COLD STRESS

Using various modes of cold stress, the degree of apoptosis depending on the duration of cold exposure and the 
temperature is determined. The influence of leu-enkephalin regulatory neuropeptide on the development of leu-
kocyte apoptosis of human donor blood after cold stress by morphological indices is studied. The fluorescence 
microscopy and Hoechst 33342 and PI dyes were used. It has been proved that the addition of the neuropeptide 
in a concentration of 10−9 Mol to leukocytes, which were subjected to cold stress, significantly reduces the num-
ber of apoptotic cells.

Keywords: cold stress, apoptosis, leukocytes, leu-enkephalin.




