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Цель исследования – изучить эффективность действия синтетического стабилизированного аналога лей-
энкефалина в качестве средства, предотвращающего повреждение монослоя эндотелиальных клеток in vitro
под действием сывороток пациентов с септическим шоком. 

Материалы и методы. Эксперименты выполнены на монослое эндотелиальных клеток EaHy.926. Изучали
влияние синтетического аналога лей-энкефалина in vitro на развитие повреждения клеток под действием сы-
вороток пациентов (5 больных с септическим шоком). Состояние межклеточных контактов эндотелия оце-
нивали методами иммунофлуоресцентной микроскопии и иммуноблотинга с антителами к белку адгезивных
контактов — VE-кадгерину и белку плотных контактов — клаудину. Жизнеспособность клеток определяли с
помощью окраски йодистым пропидием. 

Результаты. Прекондиционирование синтетическим аналогом лей-энкефалина (10, 50 и 100 мкг/мл) кле-
ток эндотелия in vitro приводило к предотвращению деструкции плотных и адгезивных контактов, а также
частично предотвращало гибель эндотелиоцитов.

Заключение. Прекондиционирование синтетическим аналогом лей-энкефалина частично предотвращает
гибель эндотелиоцитов, вызванную воздействием сыворотки септических больных in vitro. Эти данные дик-
туют необходимость проведения клинических испытаний эффективности применения синтетического ана-
лога лей-энкефалина с целью профилактики сепсис-ассоциированной эндотелиальной дисфункции.

Ключевые слова: лей-энкефалин; проницаемость эндотелия; синдром системного воспалительного ответа;
септический шок; Даларгин

The purpose of the study was to determine the efficacy of a synthetic leu-enkephalin stabilized analogue to pre-
vent damage of endothelial cells monolayer in vitro caused by serum samples from septic shock patients.

Materials and methods. The experiments were performed using the EaHy.926 endothelial cells monolayer. We
studied the in vitro effect of synthetic leu-enkephalin analogue on the cell damage caused by serum samples from
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five septic shock patients. The status of endothelial intercellular junctions was estimated by immunofluorescence
microscopy and western blot with antibodies against adherens junction protein, VE-cadherin, and against the tight
junctions protein, claudin. Cell viability was determined by staining with propidium iodide. 

Results. Preconditioning with a synthetic leu-enkephalin analogue (10, 50 and 100 μg/ml) of endothelial cells
in vitro prevented the destruction of both tight and adherens junction and partially prevented endothelial cell death.

Conclusion. Preconditioning with a synthetic leu-enkephalin analogue partially prevents endothelial cell damage
caused by exposure to septic patients’ sera in vitro. These data ensure the need for clinical trials on the effectiveness
of a synthetic leu-enkephalin analogue for prevention of sepsis-associated endothelial dysfunction in clinics.

Keywords: synthetic leu-enkephalin stabilized analogue; endothelial permeability; systemic inflammatory response
syndrome; septic shock; Dalargin
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Введение

Эндотелий представлен одним слоем специа-
лизированных клеток, выстилающих внутреннюю
поверхность кровеносных и лимфатических сосу-
дов. Помимо барьерной, эндотелий выполняет ряд
других физиологических функций: поддержание
онкотического давления, участие в свертывании
крови, ангиогенезе и проч. При развитии некото-
рых патологических процессов, эндотелиальная
дисфункция становится их важной составляющей
и во многом определяет тяжесть течения атеро-
склероза, сепсиса, ишемических и реперфузион-
ных повреждений, тяжелой сочетанной травмы, а
также синдрома системной воспалительной реак-
ции (ССВР), в том числе, и в раннем послеопера-
ционном периоде [1]. Транскапиллярная утечка
жидкости, возникающая вследствие нарушения
барьерной функции эндотелия или гибели клеток,
приводит к возникновению интерстициального
отека, что, на уровне организма, манифестирует
полиорганной недостаточностью — состоянием,
представляющем серьезную угрозу жизни больно-
го ССВР [2]. Важной составляющей ССВР являет-
ся эндотелиальная дисфункция — ключевой фено-
мен критических состояний, сопровождающийся
увеличением проникновения провоспалительных
цитокинов через гистогематические барьеры и
приводящий к нарушению целостности последних,
с последующей инфильтрацией тканей лейкоцита-
ми и цитокинами [3]. Барьерная функция эндоте-
лия закономерно нарушается при септическом
шоке, что способствует развитию неблагопри-
ятных клинических исходов [4]. Предупреждение,
лечение и минимизация последствий ССВР
является одной из основных задач анестезиологов-
реаниматологов. 

Наличие противовоспалительной активности
(т. е. способности тормозить развитие ССВР) и, как
следствие, способность предотвращать развитие
эндотелиальной дисфункции, является положи-
тельным побочным эффектом немалого числа
известных препаратов [5]. Однако, их эффектив-
ность в обсуждаемом плане не велика и, с учетом
важности проблемы ССВО, представляется чрезвы-
чайно важным поиск новых препаратов, способных
тормозить развитие эндотелиальной дисфункции.

Introduction 

Endothelium is represented by a single layer of
specialized cells lining the inner surface of the blood
and lymph vessels. In addition to the barrier function,
the endothelium has several other physiological func-
tions: the maintenance of the oncotic pressure, contri-
butions to blood coagulation, angiogenesis, etc. In the
case of development of pathological processes, en-
dothelial dysfunction becomes a significant object of
pathological alterations and largely determines the
severity of atherosclerosis, sepsis, ischemia/reperfusion
injury, severe concomitant injury and systemic inflam-
matory response syndrome (SIRS) including that in
the early postoperative period [1]. Transcapillary fluid
leakage caused by barrier dysfunction of the endothe-
lium or cell death leads to interstitial edema, which at
the body level is manifested by multiple organ failure,
a life-threatening condition of the patient [2]. SIRS,
which includes as an important component the en-
dothelial dysfunction, is a key phenomenon of critical
illness accompanied by increased infiltration of pro-in-
flammatory cytokines through histohematogenous
barriers. SIRS leads to impairment of the integrity of
the latter, with the subsequent tissue infiltration by
leukocytes and enchanced production of cytokines [3].
The barrier function of the endothelium is impaired
naturally in septic shock, which contributes to adverse
clinical outcomes [4]. Prevention, treatment and mit-
igation of consequences of SIRS are the urgent tasks
in the intensive care. 

The presence of the anti-inflammatory activity
(i.e. the ability to inhibit the development of SIRS)
and, as a result, the ability to prevent the development
of endothelial dysfunction is a positive side effect of
many drugs [5]. However, their effectiveness in the
discussed field is not high, taking into account the sig-
nificance of the SIRS problems; therefore the search
of new drugs which can inhibit the development of en-
dothelial dysfunction is essential.

More than 30 years ago, a synthetic stable ana-
logue of leu-enkephalin with delta- and mu-opioid ac-
tivity, Dalargin, which is a peptide with an amino acid
sequence of Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg has been
suggested for the clinical practice [6].

The synthetic leu-enkephalin analogue
(Dalargin) has been approved for the clinical use for

Экспериментальные исследования
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Более 30-ти лет назад в клинику был внедрен
синтетический стабилизированный аналог лей-
энкефалина с дельта- и мю-опиоидной актив-
ностью — Даларгин, который представляет собой
пептид с аминокислотной последовательностью
Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg.[6]

Синтетический аналог лей-энкефалина
(Даларгин) разрешен к клиническому применению
для лечения язвенной болезни двенадцатиперст-
ной кишки и желудка в период обострения; острого
панкреатита; острого некротического панкреатита
в составе комплексной терапии [7].

В ранних исследованиях было показано нали-
чие у препарата кардиопротекторных свойств при
операциях с ИК [8], однако, неизученность меха-
низмов его действия и непостоянство эффекта,
помешали Даларгину в то время занять достойное
место в арсенале анестезиолога. 

После открытия феномена опиоидного пре-
кондиционирования [9] возникло предположе-
ние, что органопротекторные эффекты Даларгина
реализуются теми же биохимическими путями
[10], и если эта гипотеза найдет свое подтвержде-
ние, то у клиницистов появится средство для
лечения или предотвращения осложнений, преж-
де всего органной недостаточности, связанной с
эндотелиальной дисфункцией, в том числе, при
сепсисе и септическом шоке.

Цель настоящего исследования — изучить
эффективность действия синтетического стабили-
зированного аналога лей-энкефалина в качестве
средства, предотвращающего повреждение моно-
слоя эндотелиальных клеток in vitro под действием
сывороток пациентов с септическим шоком. 

Материал и методы
Сыворотки забирали у больных с развившимся

септическим шоком, которые были отобраны в соответ-
ствии с критериями «Сепсис-3» [11]: 5 человек, средний
возраст 45 [29–55] лет, а также у здоровых доноров, под-
писавших информированное согласие: 5 человек, сред-
ний возраст 35 [28–45] лет57.

Флуоресцентная микроскопия. Эндотелиальные
клетки Ea.hy926 растили в среде DMEM (Gibco, USA)
с 10% телячьей эмбриональной сывороткой — FBS (Hy-
Clone, USA) до монослоя. Затем клетки инкубировали
в течение 3-х часов при 37°С с 5%-ной телячьей эмбрио-
нальной сывороткой (контроль), с сывороткой здоро-
вого человека, а также с сывороткой пациента с
сепсисом без Даларгина и в его присутствии в конечных
концентрациях 1, 10, 50 и 100 мкг/мл. Даларгин добав-
ляли за 1 час до смены сывороток. После инкубации
клетки промывали теплым раствором DMEM без сыво-
ротки, а затем фиксировали 2%-ным раствором пара-
форма и пермеабилизовывали 1%-ным раствором Triton
X-100. Фиксированные клетки окрашивали первич-
ными антителами к VE-кадгерину (BD Biosciences,
USA), а затем инкубировали с вторичными антителами,
конъюгированными с флуоресцентным красителем Ore-
gon Green 488 (Life Technologies, USA), а также с фал-
лоидином, меченным TRITC (Sigma, USA) и

the treatment of duodenal and stomach ulcer during
exacerbation; acute pancreatitis and acute necrotizing
pancreatitis as a part of the combined therapy [7].

Early studies have shown the cardioprotective
properties of Dalargin during surgery requiring a car-
diopulmonary bypass (CPB) [8]. However, unclarified
mechanisms of the drug action and variable clinical ef-
fects prevented Dalargin at that time from taking an
appropriate niche in the anesthesiology.

After the discovery of a phenomenon of opioid
preconditioning [9], it has been suggested that the ef-
fects of Dalargin are implemented by the same bio-
chemical pathways [10] and if this hypothesis is
confirmed, clinicians would have a medicine for the
treatment or prevention of complications, including
organ failure associated with endothelial dysfunction
and sepsis/septic shock.

The purpose of this study was an in vitro investi-
gation of the effectiveness of Dalargin for preventing
the damage of endothelial cells monolayer by proin-
flammatory cytokines circulating in the serum of sep-
tic shock patients.

Materials and Methods
Patients with developed septic shock were selected in

accordance with the «Sepsis-3» criteria [11]: 5 patients, the
average age is 45 [29—55] years.

Healthy donors (5 subjects) who signed the informed
consent; the average age is 35 [28—45].

Fluorescence microscopy. Ea.hy926 endothelial
cells were grown to a monolayer in the DMEM medium
(Gibco, USA) with 10% fetal bovine serum, FBS (Hy-
Clone, USA). The cells were then incubated for 3 hours
at 37°C with 5% FBS (reference group), with healthy
human serum, and with the serum of a septic patient
without Dalargin and with Dalargin at a final concentra-
tions of 1, 10, 50 and 100 μg/ml. Dalargin was added 1
hour before changing the serum. After incubation, the
cells were washed with a warm DMEM solution without
serum, then fixed with a 2% paraformaldehyde solution
and permeabilized with a 1% Triton X-100 solution.
Fixed cells were stained with primary antibodies against
VE-cadherin (BD Biosciences, USA) and then incubated
with secondary antibodies conjugated with a fluorescent
stain Oregon Green 488 (Life Technologies, USA), phal-
loidin-TRITC conjugate (Sigma, USA) and Hoechst dye
33342 (Life Technologies, USA). The processing of the
images acquired with a fluorescence microscope, as well
as their quantitative analysis, was performed using Im-
ageJ 1.44p and MetaVue 4.6 software to compute the rel-
ative area of intercellular spaces as a percentage of the
total area in endothelial cells.

Western blotting. The Ea.hy926 endothelial cells
were grown and incubated as described above. After incu-
bation, the cells were lysed in a hot buffer (62.5 mM Tris-
HCl, pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 50 mM DTT, 0.01%
bromophenol blue) at 94°C for 4 min. The proteins were
separated by a 12% polyacrylamide gel electrophoresis and
transferred to PVDF membranes. Antibodies against VE-
cadherin and claudin (BD Biosciences, USA), as well as
secondary antibodies conjugated with horseradish peroxi-
dase (BD Biosciences, USA) were used. The visualization



63w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o mG E N E R A L  R E A N I M A T O L O G Y ,  2 0 1 8 ,  1 4 ;  2

DOI:10.15360/1813-9779-2018-2-60-68

Экспериментальные исследования

красителем Hoechst 33342 (Life Technologies, USA).
Обработку изображений, полученных на флуорес-
центном микроскопе, а также их количественный
анализ проводили с помощью программ ImageJ 1.44p
и MetaVue 4.6 с определением относительной пло-
щади межклеточных промежутков в % от общей пло-
щади в эндотелиальных клетках. 

Вестерн-блоттинг. Эндотелиальные клетки
Ea.hy926 растили и инкубировали так же, как описано
выше. После инкубации клетки лизировали в горячем
буфере (62,5 mM Трис-HCl, pH 6,8; 2% SDS; 10% гли-
церин; 50 mM ДТТ, 0,01% бромфенолового синего)
при температуре 94°С, в течение 4 мин. Белки разде-
ляли в 12% полиакриламидном геле и переносили на
PVDF-мембраны. Были использованы антитела к
VE-кадгерину и клаудину (BD Biosciences, USA), а
также вторичные антитела, конъюгированные с пе-
роксидазой хрена (BD Biosciences, USA). Визуализа-
цию проводили набором SuperSignal West Pico
(Thermo Scientific, USA). Для денситометрического
анализа и определения относительного содержания
VE-кадгерина (%) в межклеточных контактах эндоте-
лиальных клеток использовали программу Image Lab
(BioRad, USA).

Изучение влияния сывороток пациентов с сеп-
тическим шоком на апоптоз эндотелиальных клеток.
Эндотелиальные клетки Ea.hy926 растили до моно-
слоя. Затем клетки инкубировали в течение 12 часов
при 37°С с 5%-ной телячьей эмбриональной сыворот-
кой (контроль), с сывороткой здорового человека, а
также с сывороткой пациента с сепсисом без Далар-
гина и в его присутствии в концентрациях 1, 10, 50 и
100 мкг/мл. После инкубации клетки снимали раство-
ром трипсин-Версена, фиксировали 70%-ным этано-
лом и окрашивали йодистым пропидием. Клетки,
содержащие фрагментированную геномную ДНК
анализировали с помощью проточной цитофлуори-
метрии, как описано ранее [12].

Статистический анализ. Данные представили в
виде медианы с межквартильным интервалом. Стати-
стическую значимость различий показателей оцени-
вали с помощью U-теста Манна-Уитни. Различия
считали значимыми при р<0,05.

Результаты и обсуждение

Инкубация монослоя эндотелиальных клеток
сывороткой пациентов с cептическим шоком при-
водила к потере белка адгезионных контактов VE-
кадгерина. Септическая сыворотка также изменяла
форму клеток: они теряли правильную много-
угольную форму, вытягивались, между ними обра-
зовывались промежутки, поскольку «разбирались»
еще и пучки периферических актиновых микрофи-
ламентов (рис. 1). 

Такие изменения характерны для эндотели-
альной дисфункции, сопровождающейся наруше-
нием межклеточных контактов. Подобные эффек-
ты не наблюдали при инкубации с 5%-ной
телячьей эмбриональной сывороткой (контроль)
или 5%-ной сывороткой здоровых добровольцев.
Таким образом, данный эксперимент может рас-
сматриваться как модель эндотелиальной дис-
функции при сепсисе in vitro.

was performed by SuperSignal West Pico (Thermo Scien-
tific, USA). Image Lab software was used (BioRad, USA)
for the densitometry analysis and determining the relative
content of VE-cadherin (%) in the intercellular contacts of
endothelial cells.

Study of the effect of sera of patients with septic
shock on endothelial cell apoptosis. Ea.hy926 endothelial
cells were grown to form a monolayer. The cells were then
incubated for 12 hours at 37°C with 5% FBS (reference
group), with control human serum, and with the serum of a
septic patient without Dalargin and with Dalargin at con-
centrations of 1, 10, 50 and 100 μg/ml. After incubation, the
cells were removed using trypsin-EDTA solution, fixed with
70% ethanol and stained with propidium iodide. Cells con-
taining fragmented genomic DNA were analyzed by flow cy-
tometry as described previously [12].

Statistical analysis. Since the distributions of vari-
ables differed from a normal distribution, the non-paramet-
ric criteria were employed to reveal the difference between
groups. The data are presented as a median and 25%—75%
interquartile intervals. The statistical significance was esti-
mated using Mann-Whitney test. The difference was con-
sidered statistically significant at P<0.05

Рис. 1. Иммунофлуоресцентная микроскопия эндотелиальных
клеток Ea.hy926.
Fig. 1. Immunofluorescence microscopy of endothelial cells
Ea.hy926.
Note. Cells were incubated with different concentrations (μg/ml ) of
Dalargin and treated with 5% serum from the septic patient L. (27 years
old, severe sepsis). Cells were stained with antibodies against actin mi-
crofilaments (Actin) or intercellular contact molecule (VE-cadherin);
nuclei were stained with DAPI.
Примечание. Клетки инкубировали с различными концентра-
циями Даларгина (указаны в мкг/мл) и обработали 5%-ной сыво-
роткой септического больного Л. (27 лет, тяжелый сепсис). Actin –
окраска клеток на актиновые микрофиламенты; VE-cadherin –
окраска на белок межклеточных контактов VE-кадгерин; Nucleus –
окраска ядер клеток.
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Для изучения возможного ангиопротекторно-
го эффекта Даларгина в рамках предложенной
модели использовали следующие концентрации
активного вещества: 1, 10, 50 и 100 мкг/мл. 

По данным иммунофлуоресцентой микроско-
пии, инкубация с Даларгином в низких концентра-
ция (1 и 10 мкг/мл) незначительно предотвращает
«разборку» актина и VE-кадгерина в межклеточных
контактах. Прединкубация с Даларгином в более
высоких концентрациях (50 и 100 мкг/мл) практи-
чески полностью защищала эндотелиальный моно-
слой от разрушения межклеточных контактов под
действием сыворотки пациентов с септическим
шоком (рис. 2, a). Численный анализ данных флуо-
ресцентной микроскопии представлен в таблице.

Для количественной оценки содержания бел-
ков межклеточных контактов (клаудина и VE-кад-
герина) использовали Вестерн-блоттинг. Инкуба-
ция с 5%-ной сывороткой пациента с сепсисом
примерно вполовину уменьшала количество VE-
кадгерина в клеточных лизатах (рис. 2, b). Инкуба-
ция с Даларгином дозозависимо защищала этот
белок от расщепления под действием септической
сыворотки (рис. 2, с). 

Инкубация с 5%-ными сыворотками пациен-
тов с септическим шоком приводила к значитель-

Results and Discussion

Incubation of a monolayer of endothelial cells
with serum of septic shock patients resulted in the loss
of an adherens junction protein, VE-cadherin. The
septic serum also changed the shape of the cells: they
lost the correct polygonal shape, stretched out, formed
gaps between them whereas peripheral actin microfil-
ament bundles were also disassembled (Fig. 1).

These changes are typical for endothelial dys-
function accompanied by destruction of intercellular
junctions. These effects were not observed when the
cells were pre-incubated with 5% FBS (reference
group) or 5% serum of healthy volunteers. Thus, this
experimental system can be considered as an in vitro
model of endothelial dysfunction in sepsis.

To study the possible angioprotective effect of
Dalargin within the framework of the proposed model,
we used the following concentrations of the active sub-
stance: 1 μg/ml, 10 μg/ml, 50 μg/ml and 100 μg/ml.

A quantitative analysis of the immunofluores-
cence microscopy data is presented in Table. As shown
in Table, incubation with Dalargin at low concentra-
tions (1 μg/ml and 10 μg/ml) insignificantly pre-
vented the disassembly of actin and VE-cadherin
within the area of intercellular junctions. Pre-incuba-
tion with Dalargin at higher concentrations (50 μg/ml

Рис. 2. Влияние Даларгина  на повреждение монослоя эндотелиальных клеток под действием 5%-х сывороток пациентов с сеп-
сисом. 
Fig. 2. Effect of Dalargin on a serum-induced damage to the monolayer of endothelial cells.
Note. a — formation of intercellular spaces, immunofluorescence microscopy; b — splitting of the VE-cadherin-mediated  adhesion contacts,
immunoblot-analysis; c — cleavage of the dense contact protein Claudine, immunoblot analysis; d — relative level of apoptosis,  propidium
iodide staining. The results are presented as the mean (%) ± standard deviation, n=5; * — P<0.05 compared to effect of serum of patients
with sepsis.  C — control serum (FBS); HV — healthy volunteer serum; S — serum of a septic patient.
Примечание. a – образование межклеточных промежутков, данные иммунофлуоресцентной микроскопии; b — расщепление белка
адгезивных контактов VE-кадгерина, данные иммуноблот-анализа; c – расщепление белка плотных контактов клаудина, данные
иммуноблот-анализа; d – относительный уровень апоптоза, данные по окраске йодистым пропидием. Результаты представлены в
виде среднего значения (%) ± стандартное отклонение, n=5; * — p<0,05 относительно сыворотки пациентов с сепсисом; C – конт-
рольная сыворотка FBS; HV – сыворотка здорового добровольца; S – сыворотка септического больного; GAFD — ГАФД.
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ному увеличению количества апоптотических кле-
ток (рис. 2, d). Даларгин в концентрации 1 мкг/мл
незначительно уменьшал количество апоптотиче-
ских клеток, а при концентрациях 10, 50 и 100
мкг/мл наблюдали значимое снижение количества
апоптотичесих клеток (табл.). 

Клетки линии Ea.hy 926 обладают основны-
ми фенотипическими и функциональными харак-
теристиками эндотелиальных клеток сосудов
человека [13], поэтому они были выбраны нами в
качестве модели для исследования эндотелиаль-
ной дисфункции. 

Ранее было установлено, что различные про-
воспалительные цитокины, например, TNF-α
(Tumour Necrosis Factor α) вызывают расщепление
VE-кадгерина — эндотелиального белка адгезион-
ных контактов [14]. Также, при действии подобных
провоспалительных агентов, происходит деграда-
ция белков плотных контактов, в том числе, клау-
дина. Эндотелиальные межклеточные контакты
выполняют важнейшую роль в поддержании
целостности сосудов. Повышение проницаемости
эндотелия под действием провоспалительных
цитокинов (TNF-α, интерлейкины-1, -8, -12.) про-
исходит за счет реакций фосфорилирования и
убиквитинирования основных белковых компонен-
тов адгезивных межклеточных контактов (VE-кад-
герина, окклудина, клаудина) [15].

Протеолиз этих важнейших белков межкле-
точных контактов вызывает образование проме-
жутков между клетками, что приводит к увеличе-
нию проницаемости и нарушению барьерной
функции эндотелия. В крайних случаях может раз-
виться эндотелиальная дисфункция, которая в
настоящее время считается одним из основных
факторов развития полиорганной недостаточности
при сепсисе и септическом шоке [16]. 

Также в рамках выбранной модели изучали
влияние сывороток пациентов с септическим шоком

and 100 μg/ml) almost completely protected the en-
dothelial monolayer from the destruction of intercel-
lular junctions induced by sera from patients with
sepsis (Fig. 2, a). 

Western blotting was used to quantify the pro-
tein content of intercellular junctions proteins,
claudin and VE-cadherin. Incubation with a 5% serum
of a septic patient resulted in a 50% reduction of VE-
cadherin content in the cell lysates (Fig. 2, b). Incu-
bation with Dalargin protected this protein from
disintegration under the effect of the septic serum in
a dose-dependent manner (Fig. 2, c).

Incubation with 5% serum of a septic shock pa-
tient resulted in a significant increase in the number
of apoptotic cells (Fig. 2, d). Dalargin at a concen-
tration of 1 μg/ml slightly reduced the number of
apoptotic cells. Statistically significant decrease in
the number of apoptotic cells was observed at
Dalargin concentrations of 10 μg/ml, 50 μg/ml and
100 μg/ml (Table). 

Cells of the Ea.hy926 line possess main phenotypic
and functional features of human endothelial vascular
cells [13], therefore they were chosen as an endothelium
model to study endothelial dysfunction in sepsis.

It was established earlier that various pro-in-
flammatory cytokines, e.g. TNF-α (Tumour Necro-
sis Factor α), induce the disintegration of the
VE-cadherin, the protein of vascular endothelial ad-
herens junction [14]. Besides, the action of such
pro-inflammatory agents caused the degradation of
proteins of tight junctions including claudine. En-
dothelial intercellular junctions significantly con-
tribute to maintaining the vascular integrity.
Enchanced permeability of the endothelium caused
by pro-inflammatory cytokines (TNF-α, Inter-
leukins-1, -8, -12) is due to increased phosphoryla-
tion and ubiquitination of the essential protein
components of intercellular adherens junctions
(VE-cadherin, occludin, claudin) [15]. 

Протективное действие Даларгина при воздействии сыворотки пациентов с септическим шоком на культуру эн-
дотелия Ea.hy926. 
Protective effect of Dalargin on endothelial cells Ea.hy926 treated with serum of septic shock patients.

Note. For tabl., fig. 1: Control — sera from healthy volunteers donated blood; Sept — serum of septic shock patients.
Примечание. Group — группа; Reference — контроль. Для табл. 1, рис. 1: Control — сыворотка здоровых волонтеров; Sept. —
сыворотка пациентов с септическим шоком; Dalargin — Даларгин. Для табл. и рис. 2: Area of intercellular gaps in endothelium,
(% to total area) — площадь межклеточных промежутков эндотелия, % от общей площади; Content of VE-cadherin —
cодержание VE-кадгерина; — количество апоптотических клеток, % от общего количества эндотелиальных клеток. P value
vs.  «Sept» group — значимость разницы по отношению к группе «Септ».

Group Area of intercellular P value Content P value Apoptosis level P value
gaps in endothelium. vs. «Sept» of VE-cadherin. vs. «Sept» (% of a total count vs. «Sept»
(% to total area) group % group of endothelial cells) group 

Reference group 4.11 [3.52—4.40] 100 [99.1—100] 5.29
Control 4.3 [3.82—4.78] 97.1 [95.88—100] 4.48
Sept. 17.03 [14.83—19.11] 49 [42.25—61.25] 12.96
Sept + Dalargin 1 μg/ml 11.72 [11.03—13.45] 0.016 61 [54.78—73.03] 0.15 10.42 0.0952
Sept + Dalargin 10 μg/ml 10.27 [9.02—11.60] 0.008 77 [70.98—85.78] 0.008 8.66 0.0079
Sept + Dalargin 50 μg/ml 6.59 [5.96—7.80] 0.008 90.2 [80.05—94.23] 0.008 7.13 0.0079
Sept+Dalargin 100 μg/ ml 6.17 [5.27—7.16] 0.008 96 [86.33—97.23] 0.008 6.35 0.0079
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на апоптоз эндотелиальных клеток. Известно, что в
норме in vivo эндотелий практически не подвергает-
ся апоптозу. Однако есть данные, что при сепсисе
увеличивается количество апоптотических эндоте-
лиальных клеток [17]. В моделях in vitro многие про-
воспалительные агенты, такие, как LPS (Lipopolysac-
charide), TNF-α, IL-1, увеличивают апоптоз
различных линий эндотелиальных клеток [18, 19].

Ранее считали, что опиоидные рецепторы
находятся исключительно в нервной ткани, и толь-
ко совсем недавно они были обнаружены и в дру-
гих тканях, в том числе на поверхности эндотели-
альных клеток [20, 21]. Было доказано, что морфин
действует на μ-опиоидные рецепторы эндотели-
альных клеток, что приводит к активации синтеза
NO и вазодилатации [22]. Даларгин является несе-
лективным агонистом μ- и δ-опиоидных рецепто-
ров, причем, преимущественно периферического
действия [23]. В настоящей работе удалось пока-
зать, что Даларгин способен предотвращать апоп-
тоз, а также деградацию актина и VE-кадгерина в
межклеточных контактах эндотелиоцитов линии
Ea.hy 926, вызванную действием сывороток септи-
ческих больных. Эти данные полностью согла-
суются с ранее полученными результатами о про-
тективном антиапоптотическом действии
Даларгина на эндотелиальные клетки, обработан-
ные антиэндотелиальными антителами и сенсиби-
лизированными лимфоцитами [24]. Косвенно пер-
спективность использования Даларгина с целью
предотвращения эндотелиальной дисфункции
подтверждает недавняя работа А. Донцова [25], в
которой было показано, что включение в терапию
Даларгина у больных ишемической болезнью серд-
ца сопровождалось достоверным снижением
активности параметров оксидативного стресса и
повышением антиоксидантных свойств крови.
Возможно Даларгин также индуцирует защитные
антиоксидантные механизмы в эндотелии при раз-
личных патологических состояниях. Известно, что
антиоксиданты способны предотвращать апоптоз
эндотелиальных клеток [26] и препятствовать раз-
витию эндотелиальной дисфункции.

На сегодняшний день механизмы действия
Даларгина на эндотелиальные клетки остаются
неизученными. В этой связи, нам представляется
важным продолжить исследования молекулярных
механизмов его защитных свойств на эндотелий.
Изучение биологических процессов, связанных с
действием отдельных веществ на эндотелий требу-
ет использования методов и in vitro, и in vivo. Полу-
ченные в настоящей работе данные требуют также
проверки в моделях с использованием животных.
При этом не исключено, что концентрации Далар-
гина, используемые в настоящей работы, могут
значительно отличаться от действующих концент-
раций in vivo. 

Ограничения исследования. Относительно
небольшое количество образцов сывороток,

The proteolysis of these critical proteins of the
cellular junctions leads to the intercellular gaps for-
mation, leading to increased permeability and im-
paired barrier function of the endothelium. In
extreme cases an endothelial dysfunction may de-
velop, which is currently considered one of the main
factors in the development of multiple organ failure
in sepsis including septic shock [16]. 

In addition, within the frames of our model, we
studied the effect of serum samples of patients with
septic shock on apoptosis of endothelial cells. It is
known that in vivo normal endothelium does not
undergo apoptosis. However, there is evidence that
sepsis increases the quantity of apoptotic endothe-
lial cells [17]. In in vitro many proinflammatory
agents such as LPS (bacterial lipopolysaccharide),
TNF-α, IL-1 enhance apoptosis in various lines of
endothelial cells [18, 19].

Earlier,  opioid receptors were considered as
those as found exclusively in nervous tissue. Only
recently they were discovered in other tissues, in-
cluding the endothelial cells in which the opioid re-
ceptors are exposed on the cell surface [20, 21]. It
has been proven that morphine affects μ-opioid re-
ceptors of endothelial cells that leads to activation
of NO synthesis and vasodilation [22]. Dalargin is a
non-selective agonist of μ- and δ-opioid receptors,
with a mainly peripheral action [23]. In the present
study, we were able to show that Dalargin could pre-
vent apoptosis and degradation of actin and VE-cad-
herin in intercellular junctions of line Ea.hy 926
endothelial cell induced by the serum of septic pa-
tients. These data are fully consistent with previ-
ously obtained findings demonstrating the
protective antiapoptotic action of Dalargin on en-
dothelial cells treated with anti-endothelial antibod-
ies and sensitized lymphocytes [24]. Indirectly, the
perspectives for the use of Dalargin to prevent en-
dothelial dysfunction have been supported by a re-
cent study by A. Dontsov [25], in which the
inclusion of Dalargin in the treatment of patients
with coronary artery disease has been accompanied
by a significant decrease in the activity of oxidative
stress parameters and increase of antioxidant blood
properties. Dalargin may also induce the endothelial
protective antioxidant mechanisms in various patho-
logical conditions. It is known that antioxidants can
prevent apoptosis in endothelial cells [26] and pre-
vent the development of endothelial dysfunction.

The mechanisms of action of Dalargin on en-
dothelial cells have not been studied to date. In this
context, it seems important to continue the study
of the molecular mechanisms of its protective prop-
erties on the endothelium. It is important to note
that the study of the biological processes associated
with the effect of certain substances on the endothe-
lium requires the use of in vitro methods. Therefore,
the data obtained in the present study also require
the validation in animal models. We can also assume
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использованных в работе, не позволяет сделать
вывод о том, что все пациенты с сепсисом подвер-
жены эндотелиальной дисфункции. В работе
отсутствуют данные о содержании цитокинов в
сыворотоках пациентов с септическим шоком.

Заключение

Прекондиционирование Даларгином дозо-
зависимо частично предотвращает гибель эндоте-
лиоцитов, вызванную воздействием сыворотки
септических больных, in vitro на клетки эндоте-
лия человека. Даларгин также дозозависимо
предотвращает деградацию актина и VE-кадгери-
на в межклеточных контактах эндотелиальных
клеток линии Ea.hy 926 под действием сыворотки
пациентов с септическим шоком, что свидетель-
ствует о протекторном эффекте препарата на
эндотелий, но не выявляет, посредством какого
механизма он осуществляется. Такое защитное
действие может обеспечивать сохранение функ-
ционального сосудистого барьера при опасных
для жизни критических состояниях. Подтвержде-
ние вышеизложенного в моделях in vivo и рас-
крытие молекулярных механизмов защиты эндо-
телия, позволит инициировать клиническое
испытание Даларгина (IV фаза) для доказатель-
ства его органопротекторных свойств.

that the concentration of Dalargin used in this
study may significantly differ from the actual in vivo
concentrations. 

Study limitations. Limited number of serum
samples used in the study restricts the probability
that all septic patients are exposed to endothelial dys-
function. There was also no cytokine concentration
determined of the septic shock patients’ serum in ac-
cordance with the cytokines content.

Conclusion 

The preconditioning with Dalargin partially
prevented the destruction of endothelial cells
caused by exposure of the septic patients serum in
vitro in a dose-dependent manner. Dalargin also
prevented the degradation of actin and VE-cad-
herin in intercellular junction of endothelial cells
of Ea.hy 926 line in a dose-dependent manner
caused by sera from septic shock patients. Data
suggest that the protective activity of Dalargin can
preserve the functional vascular barrier in life-
threatening critical conditions and ensure the val-
idation in vivo studies. Continuation of studies and
clarification of molecular mechanisms of endothe-
lial protection by Dalargin might ensure the clini-
cal trial of Dalargin (phase IV) to confirm the
organ protection by the drug.
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