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ВЛИЯНИЕ ФНО-α НА АКТИВНОСТЬ КИНАЗЫ 1, РЕГУЛИРУЮЩЕЙ АПОПТОТИЧЕСКИЙ СИГНАЛ (ASK-1), ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ КАРРАГИНАН-ИНДУЦИРОВАННОМ ВОСПАЛЕНИИ
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Введение. Каррагинан представляет собой полисахарид, который выделяется из Ирландского мха (Chondrus crispus) – вида красных морских водорослей, распространенного в прибрежных водах Великобритании. Ирландский мох начал применяться в Ирландии в качестве загустителя еще в пятом веке н.э. (1(. Таким образом, гелеобразующие свойства Chondrus crispus, обусловленные присутствием каррагинанов, известны уже на протяжении полутора тысячелетий. В настоящее время каррагинан популярен среди производителей кондитерской, мясной и, в особенности, молочной продукции благодаря способности улучшать текстуру продуктов, выступать в роли загустителя и гелеобразователя (пищевая добавка Е407). Особой популярностью данная пищевая добавка пользуется в сообществе вегетарианцев, поскольку служит отличной растительной альтернативой животному желатину. 
Стоит отметить, что содержание каррагинанов в продуктах питания не нормируется, несмотря на результаты многочисленных научных исследований, убедительно демонстрирующих негативное влияние каррагинана на здоровье лабораторных животных (1(. Начиная с 60-х годов прошлого столетия, в научной литературе появляются данные о потенциальной роли каррагинана в этиологии воспалительных и онкозаболеваний (1, 2(. Патофизиологи и фармакологи активно используют модели каррагинан-индуцированного перитонита и артрита для изучения механизмов развития воспаления и исследования эффективности противовоспалительных препаратов. Учитывая распространенность каррагинана в продуктах питания, особый интерес представляет изучение влияния данного полисахарида на желудочно-кишечный тракт. Доказано, что длительное пероральное введение каррагинанов способно приводить к развитию хронического гастроэнтероколита (ГЭК) (1-3(. Однако, особенности патогенеза данного заболевания изучены недостаточно.
Целью исследования явилось изучение содержания провоспалительного цитокина ФНО-α в сыворотке крови и активности киназы 1, регулирующей апоптотический сигнал (ASK-1 - apoptosis signal-regulating kinase 1), в гомогенате кишечника крыс с хроническим каррагинан-индуцированном ГЭК, а также взаимосвязи вышеупомянутых показателей.
Объект и методы исследования. Двадцать половозрелых крыс-самок линии Вистар, содержащихся в стандартных условиях вивария, были использованы при проведении эксперимента. Было сформировано две группы животных по десять особей в каждой: животные опытной группы получали 1% раствор каррагинана в питьевой воде ежедневно в течение одного месяца; контрольная группа включала интактных животных. Употребление каррагинана приводило к развитию хронического ГЭК, подтвержденного морфологически и биохимически (Патент на изобретение № 97322 от 25.01.12 «Спосіб моделювання хронічного гастроентероколіту»).
В ходе эксперимента с животными обращались в соответствии с положениями Европейской конвенции «О защите позвоночных животных, которые используются для экспериментальных и других научных целей» (Страсбург, 1986) и VIII Директивы 2010/63/EU Европейского парламента и Совета Европейского Союза от 22.09.2010 г. по охране животных, используемых в  научных целях.
Содержание ФНО-α в сыворотке крови определяли иммуноферментным методом. Активность ASK-1 в гомогенате кишечника определяли по методу, который был описан  В.В. Сумбаевым (4(. Гомогенат тонкого кишечника готовили в 0,25 М трис-НСl буфере, содержащем 0,32 М сахарозы. Его центрифугировали и использовали образовавшийся супернатант для исследования.

Полученные данные статистически обрабатывались с помощью программы GraphPad Prism 5. Для оценки корреляционной зависимости между уровнем ФНО-α и активностью ASK-1 рассчитывали коэффициент Спирмена. 
Результаты и обсуждение. В ходе проведенного исследования было обнаружено значительное достоверное увеличение концентрации провоспалительного цитокина ФНО-α в крови животных опытной группы (29,47±5,26 пг/мл по сравнению с 4,14±0,70 пг/мл у животных контрольной группы, p<0,001). Подобное увеличение уровня ФНО-α указывает на развитие выраженного воспалительного процесса при месячном пероральном приеме каррагинана. 
Проведенный эксперимент также продемонстрировал достоверную активацию ASK-1 при каррагинан-индуцированном ГЭК. Установлено, что активность фермента, вовлеченного в ответ клеток на различные виды стрессорных воздействий, в гомогенате тонкого кишечника увеличивается в более чем 2,5 раза у животных опытной группы по сравнению с контролем (4,43±0,19 и 1,77±0,09 ед/мин мг белка соответственно, p<0,0001).
Известно, что ФНО-α является индуктором ASK-1 (5(. Однако, возможная взаимосвязь между данными показателями при каррагинан-индуцированном ГЭК не изучена. Для оценки возможного влияния ФНО-α на экспрессию ASK-1 нами был проведен корреляционный анализ, который показал наличие сильной положительной корреляционной связи (r=+0,92) между уровнем ФНО-α в сыворотке крови и активностью ASK-1 в гомогенате тонкого кишечника животных, страдающих хроническим каррагинановым ГЭК.
Какие же возможные механизмы влияния ФНО-α на ASK-1 при каррагинан-индуцированном воспалении? Мы предположили, что ФНО-α стимулирует ASK-1 опосредованно через ASK-1-взаимодействующий белок (AIP-1). Его ФНО-зависимая активация облегчает отщепление белка-ингибитора 14-3-3 от неактивного комплекса ASK-1-14-3-3 (5(. Таким образом, освободившись от ингибитора 14-3-3, ASK-1 становится активной. Косвенным подтверждением данной гипотезы являются описанные ниже наблюдения. Известно, что ASK-1 стимулирует экспрессию JNK киназы (c-Jun N-terminal kinase) (5(, которая вовлечена в регуляцию многочисленных клеточных функций как в норме, так и при патологии. Например, JNK активирует процессы апоптоза, пролиферации и неоангиогенеза. Как показывают наши предыдущие исследования, развитие хронического каррагинан-индуцированного ГЭК сопровождается активацией апоптоза клеток эпителиальной выстилки желудочно-кишечного тракта (активация каспазы-3, поли-(АДФ-рибоза)-полимеразы, увеличение концентрации растворимого FAS-лиганда и других маркеров апоптоза), пролиферации энтероцитов (иммуногистохимически выявленное увеличение экспрессии ядерного антигена Ki-67 в энтероцитах тонкого кишечника) и неоангиогенеза (повышение содержания фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) в сыворотке крови больных животных). 
Таким образом, мы предполагаем, что ФНО-опосредованная активация ASK-1 у животных с хроническим каррагинан-индуцированном ГЭК играет определенную роль в прогрессировании таких звеньев патогенеза данного заболевания как апоптоз, пролиферация эпителия желудочно-кишечного тракта и появление новых сосудов, действуя опосредованно через JNK. В целях уточнения описанного выше механизма необходимы дальнейшие исследования, направленные на изучение уровня экспрессии и активности JNK при экспериментальном каррагинановом воспалении. 
Выводы:

1. Хронический каррагинан-индуцированный гастроэнтероколит сопровождается повышением провоспалительного цитокина ФНО-α, который, в свою очередь, индуцирует ASK-1.
2. Возможным механизмом индукции ASK-1 при хроническом экспериментальном каррагинановом гастроэнтероколите является AIP-1-зависимое отщепление белка-ингибитора 14-3-3 с последующей ASK-1-опосредованной активацией JNK, стимулирующей апоптоз и пролиферацию клеток желудочно-кишечного тракта, а также неоангиогенез.
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