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Резюме.  

Цель работы – изучение содержания активной каспазы-3 в гранулоцитах периферической крови крыс при кра-

ткосрочном воздействии высоких концентраций пищевой добавки Е407а для оценки интенсивности процессов 

апоптоза.

Материал и методы. В эксперименте использовали кровь 8 крыс-самок популяции WAG, которую инкубировали 

с раствором полуочищенного каррагинана (Е407а) с конечной концентрацией 8 г/л в течение 1 и 2 часов. Опре-

деляли уровень активной каспазы-3 в гранулоцитах методом проточной цитометрии с использованием антител 

к активной каспазе-3, меченных флуорохромом Alexa Fluor® 647. Оценивали количество клеток с активной ка-

спазой-3 и среднюю интенсивность флуоресценции (MFI) в каспаза-3+ гранулоцитах после гейтирования соот-

ветствующего региона. Статистическую обработку данных проводили с расчетом критерия Краскела-Уоллиса и 

post-hoc критерия Данна. 

Результаты. Установлено, что краткосрочная инкубация крови экспериментальных животных с пищевой добавкой 

Е407а не влияет на содержание активной каспазы-3 в гранулоцитах крови и MFI. Таким образом, полуочищенный 

каррагинан не индуцирует апоптоз гранулоцитов в эксперименте in vitro.

Заключение. Высокие концентрации пищевой добавки Е407а не активируют апоптоз гранулоцитов при непосред-

ственном воздействии.

Ключевые слова: пищевые добавки, каррагинан, Е407а, апоптоз, активная каспаза-3.

Abstract. 

Objectives. To analyze the content of active caspase-3 in peripheric blood granulocytes of rats exposed to  short-term high 

concentrations of E407a food additive  for  the  assessment of apoptosis intensity. 

Material and methods. The experiment was performed using 8 female WAG rats whose blood was incubated with semi-

refined carrageenan (E407a) solution at the final concentration of 8 g/L during 1 and 2 hours. The level of active caspase-3 

in granulocytes was determined by flow cytometry using antibodies to active caspase-3 labelled with Alexa Fluor® 

647 fluorochrome. The amount of cells with active caspase-3 and mean fluorescence intensity (MFI) in caspase-3+ 

granulocytes were evaluated after gating the corresponding region. The statistical data processing was performed by 

Kruskal-Wallis and post-hoc Dunn’s tests.

Results. It has been shown that the short-term incubation of experimental animals blood with E407a food additive affects 

neither the content of active caspase-3 in blood granulocytes nor MFI. Thus, semi-refined carrageenan is not capable of 

inducing granulocyte apoptosis in an experiment  in vitro.

Conclusions. Direct exposure of granulocytes to high concentrations of E407a food additive does not promote their 

apoptosis.

Key words: food additives, carrageenan, Е407а, apoptosis, active caspase-3.
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В современной пищевой промышленности 

каррагинаны являются наиболее распространен-

ными полисахаридами морских водорослей [1]. 

Уникальные реологические свойства и относи-

тельная дешевизна каррагинанов позволили им 

занять существенную нишу на рынке пищевых 

добавок, где они используются в качестве за-

густителей, гелеобразователей и эмульгаторов. 

Каррагинаны разрешены для применения в про-

дуктах питания наиболее авторитетными между-

народными регуляторами (в частности, Управ-

лением по санитарному надзору за качеством 

пищевых продуктов и медикаментов, а также 

Европейским агентством по безопасности про-

дуктов питания) и зарегистрированы в Евро-

пейском Союзе в качестве добавок E407 (очи-

щенный каррагинан) и E407a (полуочищенный 

каррагинан). По своей структуре каррагинаны 

представляют собой высокомолекулярные гете-

рополисахариды, состоящие из повторяющихся 

дисахаридных фрагментов сульфатированных 

производных D-галактозы. В зависимости от сте-

пени сульфатированности выделяют три формы 

каррагинанов: κ (каппа), ι (йота) и λ (лямбда). В 

отличие от добавки Е407, полуочищенный карра-

гинан (Е407а) содержит примеси, в частности до 

15% целлюлозы и следы формальдегида, однако 

основная масса сухого вещества представлена 

κ-каррагинаном [2].

Помимо пищевой промышленности, рас-

сматривается возможность применения карра-

гинанов в качестве лекарственных препаратов, 

поскольку они обладают противовирусным, 

противоопухолевым и иммуномодулирующим 

действием [3]. Однако в научном сообществе 

каррагинаны активно подвергаются критике. В 

последние годы в нескольких работах было пока-

зано, что каррагинаны стимулируют экспрессию 

провоспалительных цитокинов в эпителиальных 

клетках кишечника, индуцируют развитие энте-

рита и усиливают уже имеющееся бактериальное 

воспаление кишечника [4-7]. В то же время не-

которые авторы объясняют подобную неопреде-

ленность терминологической путаницей и ука-

зывают на тот факт, что индукторами воспаления 

являются низкомолекулярные производные кар-

рагинанов – полигинан (10-20 кДа) и дегради-

рованный каррагинан (20-40кДа), токсичность 

которых общепризнана. При этом высокомоле-

кулярный пищевой каррагинан (200-800 кДа) не 

является токсичным при пероральном употребле-

нии [8]. 

Противоречивы и данные о непосредствен-

ном воздействии каррагинанов на клетки. McKim 

JR et al. продемонстрировали, что пищевые кар-

рагинаны не обладают цитотоксичностью в отно-

шении эпителиоцитов кишечника и гепатоцитов. 

Помимо этого, они не усиливают свободнора-

дикальные процессы и экспрессию цитокинов 

[9]. Однако в других работах было показано, что 

каррагинаны индуцируют генерацию активных 

форм кислорода (АФК) различными типами кле-

ток, включая нейтрофилы [10]. При этом извест-

но, что накопление АФК в нейтрофилах индуци-

рует их апоптоз [11]. Данный факт обуславливает 

интерес к изучению влияние пищевого карраги-

нана на процесс апоптоза гранулоцитов – нейтро-

филов, эозинофилов, базофилов.

Цель работы – изучение содержания актив-

ной каспазы-3 в гранулоцитах периферической 

крови крыс при воздействии высоких концентра-

ций пищевой добавки Е407а в течение 1 и 2 часов 

для оценки интенсивности процессов апоптоза.

Материал и методы

Эксперимент проводили на 8 половозре-

лых крысах-самках популяции WAG, вес ко-

торых варьировался в пределах 160-190 г. Для 

акклиматизации животные содержались в стан-

дартных условиях вивария – по 4 крысы в клетке 

при температуре 24±2°C и относительной влаж-

ности 50-60% в течение 2 недель. После выведе-

ния животных из эксперимента кровь собиралась 

в стерильные вакутейнеры, содержащие дикали-

евую соль этилендиаминтетрауксусной кислоты 

(ЭДТА) для предотвращения ее сворачивания. 

Затем по 500 мкл крови каждого животного до-

бавляли в две полимерные полистереновые ла-

бораторные пробирки (контрольная и опытная 

группы). В образцы опытной группы добавляли 

раствор пищевой добавки Е407а в натрий-фос-

фатном буфере (PBS, Becton Dickinson) c конеч-

ной концентрацией полуочищенного каррагинана 

8 г/л в готовых пробах. В образцы контрольной 

группы добавляли аналогичное количество PBS, 

не содержащего пищевой добавки Е407а. После 

инкубации в течение 1 и 2 часов из всех проб про-

изводился отбор 100 мкл крови для проведения 

проточной цитометрии. 

Кровь в контрольных и опытных пробах 

лизировалась с помощью лизирующего раствора 

«FACSLyse» (Becton Dickinson, США) и дважды 

отмывалась в PBS буфере в соответствии с про-
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токолом компании «Becton Dickinson» (Becton 

Dickinson Technical Support Protocol, 2002) для 

удаления эритроцитов. После процедуры лизиро-

вания и отмывки лейкоциты ресуспендировали в 

0,5 мл раствора для фиксации и пермеабилизации 

«BD Cytofi x/Cytoperm™» (BD, США). Суспен-

зии инкубировали при 4°C в течение 20 минут. 

Затем клетки дважды отмывали в буфере «BD 

Perm/Wash™» (BD, США). После отмывки лей-

коциты ресуспендировали в 100 мкл «BD Perm/

Wash™» и инкубировали с 20 мкл антител к ак-

тивной каспазе-3, меченных флуорохромом Alexa 

Fluor® 647 (Alexa Fluor® 647 rabbit anti-active 

caspase-3, BD Pharmingen™, США) в течение 30 

минут. После инкубации производилась отмывка 

в 1 мл «BD Perm/Wash™» с последующим ресу-

спендированием лейкоцитов в 500 мкл «BD Perm/

Wash™». Полученные образцы анализировали 

на проточном цитометре «BD FACSCanto™ II» 

(Becton Dickinson, США). В каждой пробе про-

водилась регистрация 10000 событий. Приложе-

ние «BD FACSDiva™» использовали для оценки 

результатов. В контрольных и опытных пробах 

после гейтирования соответствующего региона 

гранулоцитов оценивали количество клеток с 

активной каспазой-3 и среднюю интенсивность 

флуоресценции (MFI) в каспаза-3+ клетках.

Расчет мощности выборки проводили с по-

мощью программы «G*Power 3». Значение пла-

нируемой мощности исследования равнялось 0,8, 

а ошибки I рода – 5%. 

Статистическую обработку данных прово-

дили с помощью программы «Graph Pad Prism 

5.0». Для сравнения параметров трех независи-

мых групп определяли непараметрический кри-

терий Краскела-Уоллиса с последующим расче-

том post-hoc критерия Данна. Разница считалась 

статистически достоверной при р<0,05.

Исследование одобрено Комиссией по био-

этике Харьковского национального медицинско-

го университета. При проведении эксперимента 

мы руководствовались положениями «Европей-

ской конвенции о защите позвоночных живот-

ных, используемых в экспериментальных и иных 

научных целях» (ETS 123).

Результаты

В данном исследовании анализировалось 

содержание активной каспазы-3 в гранулоцитах 

периферической крови после краткосрочной инку-

бации с пищевой добавкой Е407а методом проточ-

ной цитометрии. После одновременной регистра-

ции прямого и бокового рассеивания (FSC/SSC) в 

каждой пробе из трех групп проводилось гейтиро-

вание соответствующего региона гранулоцитов в 

зависимости от физических параметров клеток. 

Пример стратегии гейтирования представлен на 

Рисунок 1 – Показана стратегия гейтирования гранулоцитов по параметрам прямого 

и бокового светорассеивания (FSC / SSC). Регион гранулоцитов выделен красным цветом. 

Анализ содержания активной каспазы-3 проводили в клетках данного гейта.
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Рисунок 2 – Гистограммы по параметрам бокового светорассеивания и флуоресценции Alexa Fluor® 647 

(SSC/ Active Caspase-3 Alexa Fluor® 647) контрольных образцов, а также гейтированных гранулоцитов после 

инкубации с пищевой добавкой Е407а в течение 1 часа и 2 часов. Выделены два региона: активная каспаза-3- 

и активная каспаза-3+ клетки. На рисунке представлен процент гранулоцитов с активной каспазой-3  

и средняя интенсивность флуоресценции (MFI). Не обнаружено достоверной разницы в изучаемых параметрах 

между тремя группами, что указывает на неспособность Е407а индуцировать апоптоз гранулоцитов.
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рисунке 1. Затем анализировалась флуоресценция 

флуорохрома Alexa Fluor® 647 в вышеуказанном 

регионе с целью определения содержания актив-

ной формы каспазы-3 в гранулоцитах. 

Установлено, что у животных контрольной 

группы низкая интенсивность процессов апопто-

за гранцулоцитов, на что указывает небольшой 

процент клеток, содержащих активную каспа-

зу-3. Инкубация крови с полуочищенным карра-

гинаном с конечной концентрацией исследуемого 

вещества 8 г/л в течение 1 и 2 часов не приводила 

к статистически достоверным (р>0,05) изменени-

ям количества гранулоцитов с протеолитически 

активированной каспазой-3 (рис. 2). Таким об-

разом, полученные данные указывают на отсут-

ствие индукции апоптоза изучаемых клеток под 

действием данной добавки. 

Для количественной оценки содержания 

активной каспазы-3 были изучены значения MFI 

флуорохрома Alexa Fluor® 647 в гранулоцитах 

в исследуемых пробах. Уровень флуоресценции 

пропорционален содержанию фермента в клет-

ках. Как видно на рисунке 2, значения MFI в ис-

следуемых группах не отличались (р>0,05), что 

подтверждает вывод о неспособности полуочи-

щенного каррагинана непосредственно стимули-

ровать апоптоз гранулоцитов.  

Обсуждение

Известно, что каспазы играют ключевую 

роль в реализации апоптоза внутри клеток. При 

этом эффекторная каспаза-3 объединяет как вну-

тренний, так и внешний пути активации апоптоза, 

опосредуя протеолиз внутриклеточных структур, 

сопровождающихся гибелью клеток. Стимуляция 

апоптоза в клетках приводит к запуску каспазно-

го каскада, и активированные инициирующие 

каспазы-8 и -9 расщепляют прокаспазу-3, пре-

вращая ее в активную каспазу-3, которую можно 

определить, в том числе и с помощью проточной 

цитометрии [12]. Следует отметить, что повыше-

ние содержания активной каспазы-3 может на-

блюдаться уже через 30 минут после индукции 

апоптоза, что и обусловило выбор данного апоп-

тотического маркера для анализа краткосрочного 

влияния пищевой добавки, содержащей карраги-

нан, на гранулоциты [12].

Отсутствие статистически достоверных 

различий в количестве гранулоцитов с актив-

ной каспазой-3, а также числовыми значениями 

средней интенсивности флуоресценции, между 

контрольными и опытными пробами позволяют 

сделать вывод о том, что Е407а непосредствен-

но не влияет на апоптоз гранулоцитов. Выводы 

данной работы согласуются с результатами, по-

лученными McKim JR et al, и демонстрирующи-

ми отсутствие цитотоксичности у каррагинанов 

[9]. Однако в работе Kopanytsia et al показано, что 

при пероральном употреблении пищевого карра-

гинана (Е407) развивается энтероколит, сопрово-

ждающийся активацией апоптоза лейкоцитов пе-

риферической крови [13]. Таким образом, можно 

предположить, что индукция апоптоза при упо-

треблении каррагинана per os обусловлена не не-

посредственным воздействием пищевой добавки 

на лейкоциты, а происходит опосредовано, через 

развитие воспалительного ответа. В частности, 

Ogata et al продемонстрировали, что карраги-

нан может усиливать экспрессию провоспали-

тельного цитокина фактора некроза опухолей-α 

(ФНО-α), индуцированную бактериальными ли-

пополисахаридами (ЛПС), в нейтрофилах [14]. 

При этом каррагинан не способен активировать 

синтез ФНО-α и других провоспалительных ци-

токинов в отсутствии ЛПС [9, 14]. Помимо это-

го, Wu et al показали, что κ-каррагинан, который 

содержится в Е407а, усиливает секрецию интер-

лейкина-8, обусловленную действием ЛПС, и 

ухудшает течение энтерита бактериального ге-

неза, вызванного C. freundii, у мышей [15]. Та-

ким образом, одним из возможных механизмов 

индукции воспаления пищевым каррагинаном 

может являться его взаимодействие с люминаль-

ной микрофлорой, что приводит к усилению уже 

имеющегося воспаления кишечника. 

Многочисленные исследования, подтверж-

дающие способность каррагинанов вызывать 

воспаление в желудочно-кишечном тракте (ЖКТ) 

экспериментальных животных in vivo [4-7, 13], 

находятся в противоречии с результатами работ 

in vitro, в том числе и данного исследования, 

свидетельствующих о нетоксичности каррагина-

нов [9, 14, 15]. Данный факт указывает на ком-

плексность эффектов каррагинанов в организме 

и обуславливает интерес к дальнейшим исследо-

ваниям, направленным на изучение механизмов 

токсического действия каррагинанов и патогене-

за развития каррагинан-индуцированного воспа-

ления ЖКТ.

Заключение

Краткосрочное воздействие высоких кон-
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центраций полуочищенного каррагинана (пище-

вая добавка Е407а) на гранулоциты крови крыс 

не приводит к индукции апоптоза. 
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