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Целью исследования было показать способность ионов фтора (F-) активировать ключевые компонен-
ты рецептор-зависимого пути апоптоза – мембранные рецепторы Fas, каспазы-8 и каспазы-3 – в эрит-
роцитах крысы in vitro. Клетки инкубировали в присутствии увеличивающихся концентраций NaF
(0.1–10 мМ) в течение 1, 5 и 24 ч. Активность каспазы-8 и каспазы-3 оценивали с помощью проточной
цитометрии, экспрессию Fas рецепторов – методом иммуноблоттинга. Результаты работы показали,
что кинетика стимуляции Fas рецепторов, каспаз-8 и каспаз-3 в эритроцитах крысы ионами фтора раз-
личается и зависит как от его дозы, так и от времени экспозиции. Так, активация каспаз наблюдалась
уже после 1 ч инкубации клеток с фтором, а обработка эритроцитов 5 мМ NaF в течение суток увели-
чивала популяцию эритроцитов с активными каспазами-8 и каспазами-3 до ~15–16%. Однако экспрес-
сия Fas рецепторов дозо-зависимо увеличивалась только после 24-ч инкубации с NaF. Таким образом,
одним из механизмов, лежащих в основе преждевременной гибели эритроцитов крысы под действием
фтора in vitro, является его способность стимулировать посредники рецептор-зависимого пути апопто-
за, но возможно, что активация каспазы-8 и каспазы-3 происходит, по крайней мере частично, незави-
симо от мембранного механизма активации Fas рецепторов.
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ВВЕДЕНИЕ
В течение долгого времени фтор считался одним

из микроэлементов, необходимых для нормально-
го развития человека. Соединения фтора использу-
ются для профилактики заболеваний зубов и для
лечения остеопороза благодаря его способности
ингибировать потребление глюкозы микрофлорой
полости рта и стимулировать рекальцификацию
костной ткани. Во многих странах соединения
фтора добавляются в питьевую воду, молоко, соль,
пищевые добавки [1]. Однако в последнее время
широкое применение фтора, особенно фторирова-
ние питьевой воды, вызывает бурные научные де-
баты и массовые протесты населения [2, 3]. Ника-
ких заболеваний при дефиците фтора не описано, а
достоверных доказательств о его биохимической
роли в организме нет. Наоборот, негативные эф-
фекты фтора на здоровье человека известны с пер-
вой половины XX века, когда клинические обсле-
дования населения в регионах с его высоким со-
держанием в окружающей среде выявили трудно
поддающееся лечению заболевание – эндемиче-
ский флюороз, характеризующийся патологиче-
скими изменениями костной и зубной тканей, а
также увеличением риска развития диабета, невро-

логических и эндокринных расстройств [3–7].
Кроме того, в последнее время из-за неконтроли-
руемого потребления фторированной воды и фтор-
содержащих продуктов, часто превышающего те-
рапевтический эффект, все больше случаев флюо-
роза регистрируется в странах, где содержание
фтора в окружающей среде низко.

Молекулярные механизмы, лежащие в основе
фтор-индуцированных токсических эффектов,
разнообразны по природе и включают снижение
внутриклеточной концентрации АТФ, окисли-
тельный стресс, изменение экспрессии генов и ин-
гибирование синтеза белка, нарушение клеточного
цикла, роста и дифференциации клеток, повре-
ждение ДНК [8, 9]. Накапливающиеся поврежде-
ния приводят к гибели клеток, в том числе к апо-
птозу – регулируемому процессу программируе-
мой клеточной гибели [10].

Апоптотические процессы реализуются через
два основных пути передачи сигнала – рецептор-
зависимый сигнальный (внешний) путь с участием
рецепторов гибели клетки и митохондриальный
(собственный) путь. В зрелых эритроцитах млеко-
питающих, лишенных ядер и митохондрий, может
быть активирован только рецептор-зависимый
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путь апоптоза. В ответ на апоптотические стимулы
трансмембранные рецепторы клеточной гибели
взаимодействуют с их специфическими внеклеточ-
ными лигандами, что приводит к формированию
сигнального комплекса DISC (Death Inducing Sig-
nalling Complex), включающего адаптерный белок
FADD и инициаторную каспазу-8. Активация кас-
пазы-8 из этого комплекса инициирует каскад кас-
паз, приводящий к стимуляции эффекторной кас-
пазы-3 и последующему протеолизу клеточных
белков. В эритроцитах человека были идентифи-
цированы рецепторы гибели Fas и неактивные зи-
могены каспаз-8 и каспаз-3 [11–15], а активные
каспазы-8 и каспазы-3 были выявлены в старых
эритроцитах человека, имеющих фосфатидилсе-
рин на мембране и представляющих собой смесь
дискоцитов и сжатых клеток [16]. Таким образом,
стимуляция рецепторного пути апоптоза может
иметь важное физиологическое значение для про-
цессов гибели эритроцитов (эриптоза), по крайней
мере в некоторых условиях.

Ранее мы показали, что ионный фтор (из NaF)
индуцирует преждевременную апоптоз-подобную
гибель эритроцитов крысы как в условиях in vitro
[17], так и после длительного потребления крысами
избыточных доз фторида in vivo [18]. Целью пред-
ставленной работы было выяснить, способны ли
ионы фтора активировать каспазы и мембранные
рецепторы клеточной гибели Fas в эритроцитах
крысы.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Экспериментальные животные. Эксперименты

проводили на эритроцитах, выделенных из крови
аутбредных крыс линии Wistar возрастом 8–12 нед
и весом 150–200 г. Животные содержались в усло-
виях вивария при температуре 20–23°C и освеще-
нии 12 ч свет/12 ч темнота, имели свободный до-
ступ к стандартной диете и воде с низким содержа-
нием фтора (0.4 ppm). Все экспериментальные
процедуры соответствовали международным нор-
мам по содержанию и использованию животных в
научных целях (Guide for the Care and Use of Labo-
ratory Animals 2011).

Приготовление суспензии эритроцитов. Крыс
анестезировали диэтиловым эфиром, после чего
рассекали брюшную аорту и собирали кровь в про-
бирки с гепарином. Кровь немедленно центрифу-
гировали в течение 5 мин при 3000 g и 4°C, плазму
и верхний слой белых клеток удаляли, а эритроци-
ты отмывали три раза холодным стандартным рас-
твором (137 мМ NaCl, 4 мМ KCl, 1 мМ MgSO4,
1 мМ CaCl2, 5 мМ NaHCO3, 0.3 мМ Na2HPO4,
0.4 мМ KH2PO4, pH 7.4 при 4°C). Отмытые клетки
ресуспендировали в этом же растворе до гемато-
крита 10%. Для экспериментов аликвоты суспен-
зии эритроцитов добавляли в 500 мкл инкубацион-

ной среды, содержащей 137 мМ NaCl, 4 мМ KCl,
1 мМ MgSO4, 1 мМ CaCl2, 5 мМ NaHCO3, 0.3 мМ
Na2HPO4, 0.4 мМ KH2PO4, 5 мМ глюкозы и 1%
(w/v) пенициллина-стрептомицина (pH 7.4 при
37°C), до гематокрита 1%. Клетки инкубировали в
присутствии увеличивающихся концентраций NaF
(0.1–10 мМ) в течение 1, 5 и 24 ч при 37°С в атмо-
сфере 5% CO2/95% O2.

Изучение активности каспаз 8 и 3. Активности
каспазы-8 и каспазы-3 оценивали с помощью
соответствующих наборов CaspGLOWTM, в кото-
рых используются ингибиторы каспазы-8 и каспа-
зы-3 IETD-FMK и DEVD-FMK, соответственно,
конъюгированные с флуоресцентной меткой
FITC. Эти соединения нетоксичны и хорошо про-
никают в клетки, где необратимо связываются с
каспазами после их стимуляции. Флуоресцентная
метка FITC позволяет напрямую регистрировать
активные каспазы в апоптотических клетках. Про-
цедура мечения проводилась в соответствии с ре-
комендациями производителя. После 1, 5- и 24-ч
обработки NaF из каждой пробы брали аликвоты
(100 мкл), к которым добавляли флуорогенные суб-
страты FITC-IETD-FMK и FITC-DEVD-FMK, и
клетки инкубировали в течение 1 ч при тех же усло-
виях. Затем эритроциты осаждали центрифугиро-
ванием при 3000 g в течение 3 мин, отмывали еще
2 раза холодным стандартным раствором, ресус-
пендировали в этом же растворе до гематокрита
0.1% и помещали на лед. Флуоресценцию клеток
анализировали методом проточной цитометрии в
канале FL-1 цитометра EPICS XL (Beckman
Coulter Inc., Brea, CA, USA), используя программу
SYSTEM II (Version 3.0).

Экспрессия рецептора Fas. Возможные измене-
ния экспрессии Fas оценивали методом имму-
ноблоттинга. Для этих экспериментов эритроциты
инкубировали в течение 1, 5 и 24 ч с 0.1, 1 и 10 мМ
NaF. После окончания обработки клетки лизиро-
вали холодным гипотоническим раствором, содер-
жащим 10 мM Tris-HCl, 1% Triton X-100, 1 мМ ЭДТА
и ингибиторы клеточных протеаз (pH 7.4 при 4°C).
Общее содержание белка в лизатах определяли ме-
тодом Лоури. Клеточные белки (100 мкг из каждой
пробы) разделяли по молекулярной массе методом
электрофореза в 10% полиакриламидном геле в
присутствии додецилсульфата натрия (SDS-PAGE)
и переносили на нитроцеллюлозную мембрану.
Неспецифическое связывание мембран блокиро-
вали 5% раствором обезжиренного сухого молока в
буфере TBS (150 мM NaCl, 20 мМ Tris-HCl, pH 7.4
при 20°С). Мембраны последовательно инкубиро-
вали с первичными антителами, специфичными
для Fas (разведение 1:200), и с вторичными антите-
лами, конъюгированными с пероксидазой хрена.
Белки, связавшиеся с антителами, проявляли с по-
мощью хемилюминесцентного раствора. Для кон-
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троля количества белка в пробах мембраны отмы-
вали от Fas-специфичных антител и инкубировали с
антителами к ферменту GAPDH (разведение 1 : 1000).
Экспрессию белков оценивали с помощью денси-
тометрического анализа проявленных полос, ис-
пользуя программу Quantity One (BioRad, USA).
Показатели денситометрии полос Fas нормализо-
вали по отношению к показателям GAPDH.

Реактивы. Все реактивы для растворов и NaF
были куплены у компании Sigma Aldrich (USA),
смесь пенициллина-стрептомицина – у компании
“Росмедбио” (Россия). Наборы CaspGLOWTM и
мышиные Fas-специфичные антитела были при-
обретены у фирмы BioVision Research products
(USA), кроличьи антитела к GAPDH – у Santa Cruz
Biotechnology (USA), вторичные анти-мышиные и
анти-кроличьи антитела, конъюгированные с пе-
роксидазой хрена – у GE Healthcare (USA).

Статистическая обработка данных. Результа-
ты экспериментов анализировали в программе
SigmaPlot ver. 11.0 (Jandel Scientific). Статистиче-
ская достоверность различий между разными
группами данных рассчитывалась с помощью
дисперсионного анализа ANOVA в комбинации с
тестом Тьюки. Данные представлены как сред-
ние ± стандартные ошибки средних. Величина р
меньше 0.05 считалась статистически достовер-
ной.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Активность каспазы-8. Результаты, представлен-
ные на рис. 1, показали, что способность NaF сти-
мулировать инициаторную каспазу-8 в изолиро-
ванных эритроцитах крысы зависит как от его до-
зы, так и от времени инкубации. После 1-ч
инкубации достоверное увеличение числа клеток с
активными каспазами-8 наблюдалось для 0.5 мМ
NaF, а после 5-ч обработки – уже для 0.1 мМ NaF.
Наиболее значительная стимуляция каспазы-8 от-
мечалась после 24-ч инкубации с 2–10 мМ NaF.
Например, обработка эритроцитов 5 мМ NaF в те-
чение суток увеличивала популяцию эритроцитов с
активными каспазами-8 до ~16%. Интересно, что
после 5-ч экспозиции уровень стимуляции каспа-
зы-8 немного возрастал по сравнению с 1-ч инку-
бацией под влиянием низких концентраций NaF
(0.1–0.5 мм), но снижался примерно в 2 раза в тех
же самых пробах в присутствии относительно вы-
соких доз фторида (2–10 мМ), хотя этот эффект не
достиг статистической значимости. В контрольных
условиях число клеток с активными каспазами-8
было относительно стабильным и не превышало
1.38 ± 0.35%, 1.02 ± 0.19% и 1.69 ± 0.38% после 1-ч,
5-ч и 24-ч инкубации, соответственно (различия
статистически недостоверны).

Активность каспазы-3. Характер стимуляции
эффекторной каспазы-3 (рис. 2) в целом повторял
таковой для каспазы-8. Наибольшее число эритро-

Рис. 1. Зависимость стимуляции каспазы-8 в эритроцитах крысы от концентрации NaF и времени инкубации с ним.
Эритроциты инкубировали с 0.1–10 мМ NaF в течение 1, 5 и 24 ч, затем нагружали флуоресцентной меткой FITC-
IETD-FMK в течение 1 ч и измеряли активность каспазы-8 методом проточной цитометрии. * p < 0.01, ** p < 0.001 по сравне-
нию с соответствующим контролем.
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цитов с активными каспазами-3 (~15%) также на-
блюдалось после 24-ч обработки с 5 мМ NaF. Число
клеток с активной каспазой-3 после 5-ч обработки
NaF было статистически достоверно ниже, чем та-
ковое из тех же самых проб после 1-ч инкубации.
Следует отметить и другой факт. Так, после 1-ч
экспозиции низкие концентрации NaF (0.1–2 мМ)
продуцировали примерно в 2 раза больше клеток с
активной каспазой-3, чем с каспазой-8. В кон-
трольных пробах степень стимуляции каспазы-3
также оставалась постоянной в течение всего пери-
ода инкубации и составляла 1.2 ± 0.4%, 0.9 ± 0.2% и
1.5 ± 0.3% после 1, 5 и 24 ч соответственно.

Экспрессия Fas. После 1-ч и 5-ч инкубации
эритроцитов крысы с 0.1–10 мМ NaF достоверной
стимуляции Fas не наблюдалось (рис. 3). Экспрес-
сия Fas дозо-зависимо увеличивалась только после
24-ч обработки. В контрольных пробах активность
Fas не изменялась на протяжении всего периода
инкубации.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты работы показали, что ионы фтора
способны инициировать рецептор-зависимый
путь гибели эритроцитов крысы in vitro. Однако ки-
нетика стимуляции компонентов этого пути – ре-
цепторов Fas, каспаз-8 и каспаз-3 – сильно разли-
чается. Так, активация каспаз происходит уже по-
сле 1-ч инкубации клеток с NaF (рис. 1 и 2), а
заметные изменения экспрессии Fas наблюдаются

только после 24-ч обработки (рис. 3). Возможно,
стимуляция каспазы-8 и каспазы-3 происходит, по
крайней мере частично, независимо от мембран-
ного механизма активации Fas.

Другой интересный феномен, выявленный в на-
шей работе – сложная зависимость стимуляции
каспаз от времени инкубации и применяемых доз
NaF. Например, число клеток с активными каспа-
зами после 5-ч обработки NaF было ниже, чем та-
ковое из тех же самых проб после 1-ч инкубации.
Особенно наглядно эта зависимость проявилась
для каспазы-3. Это может означать, что стимуля-
ция каспаз является кратковременной. Скорее все-
го, этот феномен отражает различное физиологи-
ческое состояние клеток. Общая популяция эрит-
роцитов состоит из клеток разного возраста.
Возможно, что в течение первого часа инкубации
каспазы стимулируются только в старых клетках.
К пятому часу обработки эти эритроциты заканчи-
вают процесс апоптоза, поэтому число клеток с ак-
тивными каспазами уменьшается. После 24 ч инку-
бации каспазы стимулируются уже в тех зрелых
клетках, которые вначале были нормальными и за-
пустили процесс преждевременной гибели, инду-
цированной только NaF. Подтверждением этому
может служить и увеличение экспрессии Fas, на-
блюдаемое только после суточной обработки кле-
ток NaF.

Внутриклеточные механизмы, лежащие в осно-
ве активации рецепторов гибели и каспаз под вли-
янием фторида, в настоящее время не ясны. Ана-

Рис. 2. Влияние различных доз NaF и времени инкубации с ним на активность каспазы-3 в эритроцитах крысы. Клетки
обрабатывали 0.1–10 мМ NaF в течение 1, 5 и 24 ч, затем нагружали флуоресцентной меткой FITC-DEVD-FMK в течение
1 ч и измеряли активность каспазы-3 методом проточной цитометрии. * p < 0.01, ** p < 0.001 по сравнению с соответству-
ющим контролем.
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лиз литературных данных показывает, что стиму-
ляция каспаз в эритроцитах зависит от природы
стимула. Так, зимогены каспазы-3 не активиро-
вались в процессе преждевременной гибели
эритроцитов человека, индуцированной накоп-

лением Ca2+ и обработкой Ca2+ ионофором
A23187, хотя экстернализация фосфатидилсери-
на на мембранах предотвращалась ингибитором
каспаз Ac-DEVD-CHO [11]. Несколько других
широко применяемых индукторов клеточной гибе-
ли, в том числе стауроспорин и иономицин, также
не были способны стимулировать прокаспазы-8
и -3 [12]. Наоборот, каспазы-8 и -3 активировались
в эритроцитах человека в ответ на обработку про-
оксидантом терт-бутил-гидропероксидом (tBHP),
что сопровождалось ингибированием активности
фермента флиппазы (аминофосфолипид-трансло-
казы), перемещением фосфатидилсерина на внеш-
ний слой мембраны, протеолизом белка полосы 3 и
активацией эритрофагоцитоза [13–15]. Эти же ав-
торы продемонстрировали связывание Fas рецеп-

торов с его лигандами [15]. Кроме того, стимуляция
каспаз 8 и 3 была описана в эритроцитах человека,
в которых апоптоз был индуцирован пероксинит-
ритом [19], 9-О-ацетилированным ганглиозидом
GD3 [20], в физиологически старых эритроцитах,
имеющих фосфатидилсерин на мембранах [16] и
после длительного хранения в условиях банка кро-
ви [20].

Исходя из этого, мы полагаем, что в зрелых
эритроцитах каспазы могут быть стимулированы
как старением клеток, так и окислительным стрес-
сом, т.е. нарушением баланса между возрастающей
продукцией активных форм кислорода (ROS) и ак-
тивностью антиокислительных ферментов. Ранее
мы показали, что обработка эритроцитов крысы
NaF приводила к накоплению супероксида и пере-
киси водорода в условиях in vitro [22] и перекисей в
условиях in vivo [18]. Хотя ионы фтора не являются
ни донорами, ни акцепторами электронов из-за
полностью заполненной электронной оболочки,

Рис. 3. Изменение экспрессии рецепторов Fas в изолированных эритроцитах крысы под влиянием фтора. Эритроциты
инкубировали с 0.1–10 мМ NaF в течение 1, 5 и 24 ч, затем в лизатах клеток методом иммуноблоттинга оценивали экс-
прессию Fas. Оптическую плотность полос Fas нормализовали по оптической плотности GADPH.
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благодаря высокой электроотрицательности они
способны формировать сильные водородные свя-
зи, особенно с –OH и –NH группами в молекулах,
а также формировать комплексы с поливалентны-

ми металлами типа Al3+, Fe3+, и Mg2+. Таким обра-
зом, ионы фтора способны оказывать мощное вли-
яние на ферменты, контролирующие состояние
антиокислительных систем в клетках различных
типов [7, 8, 23]. В условиях кровеносного русла, в
котором эритроциты подвергаются многочислен-
ным повреждающим воздействиям (осмотическо-
му шоку в почках, окислительному стрессу в лег-
ких, механической деформации в процессе про-
хождения через узкие капилляры), активация
каспаз может быть необходима как один из меха-
низмов для запуска механизма элиминации старых
и дефектных клеток и эритрофагоцитоза.
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Activation of Fas Receptors, Caspase-8 and Caspase-3 by Fluoride Ions
in Rat Erythrocytes In vitro

N. A. Agalakovaa,#, T. I. Petrovaa, and G. P. Guseva

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
#e-mail: nagalak@mail.ru

The goal of the study was to demonstrate the ability of f luoride ions (F–) to activate key components of the re-
ceptor-dependent apoptotic pathway – membrane Fas receptors, caspase-8 and caspase-3 – in rat erythrocytes
in vitro. Cells were incubated in the presence of increasing NaF concentrations (0.1–10 mM) for 1, 5 and 24 h.
Caspase-8 and caspase-3 activities were assayed by f low cytometry, expression of Fas receptors – by immuno-
blotting. It was found that the kinetics of stimulation of Fas receptors, caspases-8 and caspases-3 in rat erythro-
cytes by f luoride ions differs depending both on the f luoride concentration and exposure time. For instance, ac-
tivation of caspases was observed as early as 1 h after incubation with f luoride, while treatment of erythrocytes
with 5 mM NaF for 24 h increased the cell population with active caspases-8 and caspases-3 up to ca 15–16%.
At the same time, expression of Fas receptors increased in a concentration-dependent manner only after 24 h of
incubation with NaF. Thus, one of the mechanisms underlying premature death of rat erythrocytes induced by
fluoride in vitro is the ability of the latter to stimulate messengers of the receptor-dependent apoptotic pathway.
However, it is possible that caspase-8 and caspase-3 activation is, at least in part, independent of the membrane-
associated mechanism of activation of Fas receptors.

Keywords: Rat erythrocytes, f luoride ions, caspases, Fas receptors
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