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Интоксикация оксидом углерода приводит к развитию отдалённых нарушений функций цен-
тральной нервной системы. Эти нарушения не могут быть связаны только с развитием гемиче-
ской гипоксии. В ряде исследовательских работ были описаны неспецифические нейротоксиче-

ские механизмы действия оксида углерода, одним из которых является активация программируемой 
клеточной гибели, развивающейся по типу апоптоза. Одним из препаратов, обладающих нейропро-
тективным механизмом действия, является синтетический аналог последовательность адренокорти-
котропного гормона – пептид КК1. В данном исследовании лабораторные животные подвергались 
острой тяжёлой интоксикации оксидом углерода в дозе 0,8 LC50 в течение 30 мин. Пептид КК1 вводи-
ли интраназально в дозе 40 мкг/кг/сут в течение 5 дней. В гомогенатах головного мозга крыс исследо-
вали содержание активных форм маркерных белков, ассоциированных с ранними стадиями апоптоза 
в различные сроки после интоксикации оксидом углерода. В результате проведённого исследования 
было установлено, что применение пептида КК1 приводит к снижению содержания активных форм 
белка р53 и протеинкиназы Akt1 на 7 и 14 сут после тяжёлого отравления оксидом углерода. Резуль-
таты проведённого эксперимента позволяют сделать предположение, что потенциальный механизм 
нейропротективного действия синтетического тетрапептида КК1 при данном виде патологии связан 
с ограничением развития апоптоза в головном мозге.

Ключевые слова: оксид углерода, нейротоксичность, апоптоз, протеинкиназа Akt1, белок р53, 
пептид КК1.

Введение. Интоксикация оксидом углеро-
да (СО, угарный газ) является одной из ведущих 
причин летальных исходов от острых отравлений 
в России и мире [1,2]. Клинические проявления 
интоксикации СО могут варьировать от голов-
ной боли, тошноты и головокружения до угнете-
ния сознания и летального исхода [3]. У половины 
пострадавших, подвергшихся тяжёлой интокси-
кации СО, после асимптоматического периода, 
могут развиваться отдалённые нарушения функ-

ций центральной нервной системы  (ЦНС), ва-
рьирующие от лёгкого когнитивного дефицита 
до тяжёлой деменции, психозов, симптомов пар-
кинсонизма и др. [4,5]. 

Основной механизм токсического действия 
СО заключается в развитии гемической гипок-
сии, вследствие образования карбоксигемогло-
бина  (HbCO) [6]. Однако развитие гемической 
гипоксии не может в полной мере объяснить от-
далённые нарушения, развивающиеся после от-
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равления этим ядом [7]. В ряде исследовательских 
работ были описаны неспецифические нейро-
токсические механизмы действия СО, в  число 
которых входят развитие оксидативного стрес-
са [8], нарушение межклеточной сигнализации 
[9] и др. Ещё одним механизмом нейротоксиче-
ского действия СО, ответственным за развитие 
отдалённых нарушений, может быть активация 
программируемой клеточной гибели, развиваю-
щейся по типу апоптоза [10]. 

Белки-регуляторы апоптоза, подразделяют-
ся на проапоптотические и антиапоптотические 
[11]. Белок p53 обладает апоптотическими свой-
ствами, является фактором транскрипции, ре-
гулирующим активность ряда антионкогенов, 
кодирующих проапоптотические белки [11]. Про-
теинкиназа Akt1 (серин-треониновая протеинки-
наза) обладает антиапоптотическим действием, 
являясь ингибитором целой группы проапопто-
тических белков, опосредующих митохондриаль-
ный и FAS-лиганд-зависимый механизмы апоп-
тоза [12]. Исследование содержания этих белков 
в структурах ЦНС в различные периоды после 
интоксикации СО может быть использовано для 
исследования механизмов нейротоксического 
действия данного токсиканта, а также скринин-
га препаратов, обладающих антиапоптотической 
активностью.

Синтетический тетрапептид КК1, являющий-
ся структурным аналогом последовательно-
сти фрагмента адренокортикотропного гормо-
на (Acetyl-(D-Lys)-Lys-Arg-Arg-amide), обладает 
нейропротективными механизмами действия, 
продемонстрированными на различных моделях 
поражения ЦНС у лабораторных животных [13]. 
В  литературе отсутствуют данные о  влиянии 
этого препарата на процессы апоптоза, развива-
ющиеся после тяжёлой интоксикации СО.

Целью данного исследования явилось изуче-
ние влияния пептида КК1 на содержание мар-
керов апоптоза в головном мозге лабораторных 
животных в отдалённом периоде тяжёлой инток-
сикации оксидом углерода.

Материалы и методы исследования. Моделиро-
вание острого тяжёлого отравления лаборатор-
ных животных (белых крыс) оксидом углерода 
осуществляли статическим методом с использо-
ванием герметичной затравочной камеры объё-
мом 0,1 м3. Концентрация СО составила 0,8 LC50, 
что при экспозиции 30  мин соответствова ло 
4500±350 ppm. Содержание СО в ингаляционной 
камере контролировали при помощи газоанали-
затора ДАХ-М-03 («Аналит-Прибор», Россия).

Лабораторные животные были подразделены 
на три группы. Первая группа – интактные жи-
вотные, которые находились в течение 30 мин 
в ингаляционной камере содержащей атмосфер-

ный воздух. Вторая группа  (СО)  – животные, 
которые повергались интоксикации оксидом 
углерода. Третья группа (СО+КК1) – животные, 
которые подвергались интоксикации оксидом 
углерода и получали пептид КК1. 

Синтетический тетрапептид КК1 вводили ин-
траназально в дозе 40 мкг/кг/сут в течение 5 дней, 
первое введение осуществлялось непосредствен-
но после окончания интоксикации СО.

Содержание HbCO в крови лабораторных жи-
вотных определяли спектрофотометрическим 
методом после окончания интоксикации [14].

Оценку содержания активных форм белка 
p53  и  протеинкиназы Akt1  производили в  го-
могенатах цельного головного мозга крыс на 1, 
7 и 14 сут после острой тяжёлой интоксикации 
СО. Так как пептид КК1 вводился в течение 5 дней 
после окончания воздействия СО, то определе-
ние маркеров апоптоза в этой группе животных 
проводили на 7 и 14 сут после интоксикации. Го-
ловной мозг крыс выделяли после декапитации, 
промывали раствором Хенкса («Биолот», Россия) 
и замораживали в жидком азоте. Ткань гомоге-
низировали растиранием в ступке с жидким азо-
том и хранили при – 70 0С до проведения анализа. 
Для получения экстракта головного мозга, наве-
ску ткани перерастворяли в лизирующем буфе-
ре (кат. № 43-040 Merk/Millipore) с добавлением 
набора ингибиторов протеаз (кат. № 11836153001, 
Complete, Roche) и ингибиторов фосфатаз (кат. № 
P5726 Sigma, Phosphatase Inhibitor Cocktail 2, США). 
Экстракт гомогенизировали с помощью ротор-
ного гомогенизатора («SilentCrusher M, Heidolph», 
США), затем центрифугировали при 20000 g при 
40С в течение 20 мин. В супернатанте определяли 
концентрацию белка по методу Лоури с исполь-
зованием микропланшетного спектрофотометра 
Epoch («Biotek», США). Для дальнейшего анали-
за, концентрацию белка в экстракте выравнива-
ли до концентрации 0,8 мг/мл. Анализ активиро-
ванных фосфорилированных белков – маркеров 
апоптоза проводили с помощью имуннофлуорес-
центного метода по технологии Luminex xMAP. 
Для анализа использовали наборы реактивов для 
определения ранних маркеров апоптоза (7-Plex 
MILLIPLEX MAP Early Apoptosis Magnetic Bead 
Kit, Кат. № 48-669MAG Merk/Millipore, США), ко-
торые позволяют определять активированные 
фосфорирированные формы следующих бел-
ков: Akt1 (Ser473) и p53 (Ser46), BAD (Ser112), Bcl-
2 (Ser70), JNK (Thr183/Tyr185), а также активных 
форм каспазы 8  (гидролизованной по  Asp384) 
и каспазы 9 (гидролизованной по Asp315). Под-
готовку образцов для иммуннофлуоресцентно-
го анализа и анализ на иммунофлуоресцентном 
анализаторе Bio-Plex 200 (Bio-Rad) по протоко-
лам фирм-производителей наборов реактивов 
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и  оборудования выполнялись в  ФГУП «НИИ 
ГПЭЧ» ФМБА России.

Данные, полученные в ходе эксперименталь-
ных исследований, были обработаны в програм-
ме «Statistica 6.0». Оценку различий средних зна-
чений проводили с  использованием критерия 
Вилксона-Манна-Уитни.

Эксперименты проводились в  соответствии 
с Приказом Минздравсоцразвития РФ от 23 авгу-
ста 2010 года № 708н «Об утверждении Правил 
лабораторной практики»

Результаты и обсуждение. У животных (СО) 
группы во время нахождения в камере с окси-
дом углерода в концентрации 0,8 LC50 возникали 
признаки интоксикации. Так, после короткого 
периода возбуждения, наблюдалась гипокине-
зия, атаксия и уже через 3,82±0,31 мин после на-
чала интоксикации положение тела животных 
в пространстве расценивалось как «на животе». 
Через 9,87±1,07 мин фиксировалось боковое по-
ложение тела животных, развивался гипертонус 
мышц, локальные миофасцикуляции и тониче-
ские судороги. Боковое положение тела и гипер-
тонус мышц сохранялись до момента извлечения 
животных из камеры. Непосредственно после 
извлечения животных из камеры у них наблю-
далась анальгезия и терманестезия. Восстановле-
ние положения тела в пространстве происходило 
через 9,74±2,19 мин, а восстановление мышечно-
го тонуса отмечено на 18,03±1,96 мин после извле-
чения из камеры. Гибель животных происходила 
только во время нахождения их в ингаляционной 
камере с СО, летальность составила 22,5±9,2%. 
К концу 1 сут после интоксикации поведение, по-
требление пищи и воды у животных групп (СО) 
и (СО+КК1) не отличалось от интактной группы. 

Содержание HbCO в крови лабораторных жи-
вотных непосредственно после окончания ин-
токсикации составляло 69,7±2,3%. Такой уровень 
карбоксигемоглобина и описанные клинические 
проявления свидетельствуют о развитии у крыс 
тяжёлой степени отравления оксидом углерода 
[15].

Для оценки содержания маркеров апоптоза 
в гомогенатах головного мозга крыс после тяжё-
лой интоксикации СО исследовали содержание 
основных ключевых активированных внутри-
клеточных маркеров развития раннего апоптоза. 
В результате проведённого исследования уста-
новлено, что содержание активной формы про-
теинкиназы Akt1 в группе (СО) значимо (p≤0,05) 
увеличивалось на 7 и 14 сут после интоксикации 
в сравнении с интактной группой. В группах жи-
вотных, получавших в качестве лечения пептид 
КК1 содержание активной формы протеинкина-
зы Akt1 на 7 и 14 сут после воздействия СО, было 
значимо (p≤0,05) ниже, чем в (СО) группе и не от-
личалось от интактной группы (табл. 1).

Аналогичная динамика наблюдалась при ис-
следовании содержания активной формы белка 
p53. Так, выявлено его увеличение на 7 и 14 сут 
после интоксикации в (СО) группе по сравнению 
с интактными животными. Применение пептида 
КК1 приводило к значимому (p≤0,05) снижению 
содержания белка p53 по сравнению с (СО) груп-
пой на 7 и 14 сут после интоксикации (табл. 2).

Таким образом, выявлено, что интоксикация 
СО приводила к увеличению содержания актив-
ных форм проапоптотического белка p53 и ан-
тиапоптотической протеинкиназы Akt1  в  от-
далённом периоде интоксикации, а  лечебное 
применение пептида КК1 способствовало сниже-
нию содержания этих маркеров апоптоза.

Роль опосредованного нейротоксического дей-
ствия СО  в  развитии когнитивных нарушений 
была доказана в экспериментах, моделирующих 
гипоксическую гипоксию. Так были продемон-
стрированы существенные различия по биохи-
мическим и гистологическим признакам повреж-
дения ЦНС в сравнении с экспериментальными 
моделями интоксикации угарным газом [6].

Одним из опосредованных механизмов разви-
тия нарушений когнитивных функций при дан-
ном виде патологии является активация про-
граммируемой клеточной гибели в нейроцитах 
по  типу апоптоза [10,16]. Так, в  исследованиях 
различных авторов было показано, что процессы 
апоптоза в структурах ЦНС лабораторных жи-
вотных после тяжёлой интоксикации СО начи-
нают развиваться уже на 1 сут после окончания 
интоксикации, достигают максимума на  7  сут 
и сохраняются до 21 сут [10,17]. Таким образом, 
эти процессы могут обуславливать развитие на-
рушений функций ЦНС как в раннем, так и в от-
далённом периоде интоксикации оксидом угле-
рода и  могут быть ответственны за развитие 
токсической энцефалопатии у пострадавших.

Одним из ключевых белков-регуляторов апоп-
тоза является белок р53. Активация р53-сигналь-
ного внутриклеточного пути приводит к акти-
вации проапоптотических белков Bax, Bad и др. 
Активированные проапоптотические белки Bax 
и Bad способствуют формированию пор во внеш-
ней митохондриальной мембране, что приводит 
к выходу цитохрома С и активации внутренне-
го (митохондриального) пути развития апопто-
за [18]. Одним из возможных путей активации 
р53-сигнального пути может быть увеличение 
содержания фактора, индуцируемого гипокси-
ей (HIF-1a) [20].

Протеинкиназа Akt1 является антиапоптоти-
ческим белком. В  активированном состоянии 
она фосфорилирует белки Bad и Bax, что при-
водит к ингибированию их проапоптотической 
функции, блокирует выход цитохрома С из мито-
хондрий, тем самым предотвращает активацию 
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митохондриального пути развития апоп-
тоза [11]. Активация Akt1/mTOR сигналь-
ного пути также может, запускается фак-
тором HIF-1а [21].

В нашем исследовании лабораторные 
животные были подвергнуты острой тя-
жёлой интоксикации СО в дозе 0,8 LC50, 
в течение 30 мин. Cтепень тяжести инток-
сикации подтверждалась клиническими 
проявлениями и уровнем HbCO в крови 
лабораторных животных [15]. При оцен-
ке содержания маркеров апоптоза было 
выявлено, что интоксикация СО не при-
водила к увеличению содержания актив-
ных форм белка р53  и  протеинкиназы 
Akt1 в головном мозге крыс на 1 сут по-
сле интоксикации. Достоверное увеличе-
ние содержания этих маркеров апоптоза 
в (СО) группе наблюдалось на 7 и 14 сут по-
сле интоксикации в сравнении с интактной 
группой (табл. 1, 2). 

Активация про- и антиапоптотических 
систем, как правило, происходит одновре-
менно и, в зависимости от интенсивности 
стимула, может приводить к противопо-
ложным результатам  – к  гибели клетки 
при интенсивном стрессовом стимуле или 
к выживанию клетки при восстановлении 
нормальных условий жизнедеятельности. 
В исследовании B. Wegiel (2008) продемон-
стрировано, что одной из мишеней СО-
опосредованной регуляции апоптоза яв-
ляется транскрипционный фактор HIF-1a, 
экспрессия которого увеличивается под 
влиянием СО [22]. Таким образом, одновре-
менная активация белка p53 и Akt1 в го-
ловном мозге крыс в  отдалённом 
периоде интоксикации может быть объ-
яснена увеличением содержания фактора  
HIF-1a, вследствие усиления его экспрес-
сии оксидом углерода. 

Для коррекции апоптоза в  головном 
мозге крыс после тяжёлой интоксикации 
СО  использовали синтетический тетра-
пептид КК1. На модели реперфузионного 
повреждения головного мозга применение 
пептида КК1 приводило к выраженному 
снижению уровня фрагментированной ДНК, что 
может свидетельствовать о наличии антиапопто-
тического механизма действия у этого препарата 
[19].

В нашем исследовании было установлено, 
что лечебное применение пептида КК1 приво-
дило к снижению содержания активных форм, 
как протеинкиназы Akt1, так и белка p53 в го-
ловном мозге крыс на 7 и 14 сут после воздей-
ствия СО. Вероятно, пептид КК1  через вли-
яние на  HIF-1a блокирует активацию белка 

р53 и протеинкиназы Akt1 на фоне интоксика-
ции СО, что приводит к ограничению апоптоза 
в головном мозге крыс при данном виде пато-
логии. 

Заключение. Результаты проведённых экспе-
риментов позволяют сделать предположение, что 
потенциальный механизм нейропротективного 
действия синтетического тетрапептида КК1 при 
острой тяжёлой интоксикации СО может быть 
связан с ограничением развития апоптоза в го-
ловном мозге. 

Таблица 1 
Влияние КК1 (40 мкг/кг/сут, 5 сут) на содержание 

активной формы протеинкиназы Akt1 в гомогенатах 
головного мозга крыс при тяжёлом отравлении 

СО (0,8 LC50, 30 мин), интенсивность флуоресценции, 
отн. ед. (М±mх)

Группы 
животных

Сроки после воздействия СО, сут

1 7 14

Интактные 12,25±5,31

СО 11,25±4,25 28,17±3,07* 21,83±1,83

СО+КК1 - 9,32±4,14# 9,51±0,29#

Примечание: * – различия (по U-критерию Манна-Уитни) значимы 
по сравнению с интактной группой (p≤0,05)
# – различия (по U-критерию Манна-Уитни) значимы по сравнению 
с группой СО (p≤0,05); в каждой группе n = 6

Таблица 2
Влияние КК1 (40 мкг/кг/сут, 5 сут) на содержание 

активной формы белка p53 в гомогенатах головного 
мозга крыс при тяжёлом отравлении СО (0,8 LC50, 

30 мин), интенсивность флуоресценции отн. 
ед. (М±mх)

Группы 
животных

Сроки после воздействия СО, сут

1 7 14

Контроль 4,63±1,91 4,63±1,91 4,63±1,91

СО 6,25±3,75 30,83±7,16* 10,51±3,42

СО+КК1 - 7,51±3,75# 2,33±1,45#

Примечание: * – различия (по U-критерию Манна-Уитни) значимы 
по сравнению с интактной группой (p≤0,05)
# – различия (по U-критерию Манна-Уитни) значимы по сравнению 
с группой СО (p≤0,05); в каждой группе n = 6
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EFFECT OF KK1 PEPTIDE ON MAINTENANCE OF APOPTOSIS MARKERS IN RATS BRAIN 
CAUSED BY SEVERE CARBON OXIDE POISONING
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Carbon oxide poisoning leads to the development of delayed CNS functions disturbances. These disturbances 
may be not only linked to the development of hemic hypoxia. In a number of research works, nonspecific neurotoxic 
carbon oxide mechanisms of action were described, one of which is activation of programmed cell death developing 
as apoptosis. One of the preparations having neuroprotective action mode is a synthetic analog sequence of 
adrenokortikotropic hormone – KK1 peptide. In this research, laboratory animals were exposed to acute heavy 
carbon oxide poisoning in a dose of 0.8 LC50 within 30 min. KK1 peptide was administrated intranasally in a dose of 
40 mkg/kg/day within 5 days. In rats brain gomogenates, the maintenance of active forms of marker proteins associated 
with apoptosis early stages was investigated at different time after intoxication with carbon oxide. As a result of the 
conducted research, it was established that the use of KK1 peptide leads to the decrease of the maintenance of 
r53 protein active forms and Akt1 protein kinase on 7th and 14th days after a heavy poisoning with carbon oxide. 
Results of the experiment performed allow to suggest that at that type of pathology the potential mechanism of 
neuroprotective effect of synthetic KK1 tetrapeptide is connected with restricted development of apoptosis in brain.
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