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Резюме
Цель. Изучить внутренний путь апопто-

за в первичных артериальных эндотелиаль-
ных клетках в результате их экспозиции каль-
ций-фосфатным бионам (КФБ).

Материалы и методы. Первичные эндо-
телиальные клетки коронарной артерии че-
ловека были экспонированы сферическим и 
игольчатым КФБ в течение 4 часов с последу-
ющим выделением общего белка и фракцио- 
нированием органелл с разделением мито-
хондриального и цитозольного белка. При по-
мощи иммуноблоттинга определяли уровень 
митохондриального маркера потенциал-за-
висимого анионоселективного канала 1, ци-
тозольного маркера глицеральдегид-3-фос-
фатдегидрогеназы и белков внутреннего пу-
ти апоптоза цитохрома с, HtrA2/Omi в мито-
хондриях и цитозоле, а также уровень общей 
и активной каспазы-9 и каспазы-3 в общем 
белке, собранном с вышеуказанных культур 
эндотелиальных клеток в трех независимых 
экспериментах.

Результаты. Воздействие КФБ не всегда 
сопровождалось транслокацией данных бел-
ков из митохондрий в цитозоль. В зависи-
мости от формы КФБ образцы выделенно-
го из первичных артериальных эндотелиаль-
ных клеток белка различались как по спектру, 
так и по содержанию специфических белков. 
Лишь один эксперимент из трех показал стой-
кое повышение уровня активной каспазы-9 и 
каспазы-3 в экспонированных КФБ клетках в 
сравнении с контрольной группой (ФСБ), в то 

время как в остальных каспазы либо детекти-
ровались нестабильно, либо уровень актив-
ных каспаз не различался между контрольной 
и опытными группами. Уровни общей и ак-
тивной каспазы-9 и каспазы-3 характеризова-
лись конкордантностью, что свидетельствует 
о прямой корреляции между данными апоп-
тотическими ферментами.

Заключение. Представленные результаты 
показали неоднозначность механизмов эн-
дотелиотоксического действия КФБ и необ-
ходимость дальнейшей расшифровки путей 
клеточной гибели под воздействием сфери-
ческих КФБ и игольчатых КФБ, а также не-
обходимость совершенствования методики 
оценки молекулярных путей клеточной гибе-
ли под воздействием КФБ.

Ключевые слова: кальций-фосфатные 
бионы, фосфат кальция, гидроксиапатит, эн-
дотелиальные клетки, апоптоз, каспазы.
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Abstract
Aim. To study intrinsic apoptosis in primary ar-

terial endothelial cells treated with calcium phos-
phate bions (CPB).

Materials and Methods. Primary human cor-
onary artery endothelial cells were exposed to 
spherical or needle-shaped CPB during 4 hours 
with the subsequent extraction of total protein and 
subcellular fractionation to separate mitochondrial 
and cytosolic protein. We then performed Western 
blotting to measure the relative levels of a mito-
chondrial marker porin, cytosolic marker glycer-
aldehyde 3-phosphate dehydrogenase and intrinsic 
apoptosis proteins cytochrome c and HtrA2/Omi 
in mitochondria and cytosol in addition to the lev-
els of total and cleaved caspases-9 and caspases-3 
in the total protein collected from three indepen-
dent experiments.

Results. Translocation of cytochrome c and 
HtrA2/Omi was not a mandatory consequence of 
CPB exposure. Relative levels of the measured pro-
teins differed according to the particle shape. Out 
of three experiments, only one showed a signifi-
cant increase in cleaved caspase-9 and caspase-3 
in CPB-treated as compared with the mock-treated 

cells. In other experiments, cleaved caspases did 
not show a consistent elevation. The levels of total 
and cleaved caspase-9 and caspases-3 were con-
cordant testifying to the direct correlation between 
them.

Conclusion. As mechanisms of CPB-induced 
endothelial toxicity are poorly defined, they re-
quire further investigation employing optimised 
methods.

Keywords: calcium phosphate bions, calcium 
phosphate, hydroxyapatite, endothelial cells, apop-
tosis, caspases.
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Введение
Кальций-фосфатные бионы (КФБ) являют-

ся минерало-органическими наночастицами, 
состоящими из гидроксиапатита, карбонат-ги-
дроксиапатита и кислых белков сыворотки кро-
ви, в том числе альбумина и фетуина-А [1]. 
Снижение уровня альбумина в крови приводит 
к увеличению концентрации ионизированного 
кальция (Ca2+), что, в свою очередь, стимули-
рует формирование КФБ в организме человека. 

Биологический смысл образования КФБ в кро-
ви заключается в поддержании фосфорно-каль-
циевого гомеостаза, поскольку данные частицы 
наряду с кальций-протеиновыми мономерами 
являются одним из основных депо избыточно-
го кальция и фосфора в системном кровотоке 
[2]. КФБ собственно абсорбируют ионы каль-
ция (Ca2+) и фосфат-анионы (PO4

3-), предотвра-
щая пассивную внескелетную кальцификацию, 
и далее выводят из кровотока после интернали-
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зации эндотелиальными клетками крупных ар-
терий и микроциркуляторного русла внутрен-
них органов, в особенности печени и селезен-
ки [3, 4]. В то же время, препятствуя развитию 
эктопической минерализации, КФБ вызывают 
дисфункцию эндотелия, стимулируя выделение 
провоспалительных цитокинов и экспрессию 
молекул клеточной адгезии на поверхности эн-
дотелиальных клеток [5, 6]. В конечном счете 
дисфункция эндотелия приводит к миграции 
моноцитов в интиму и их последующей диффе-
ренцировке в макрофаги, а также к нарушению 
паракринных взаимодействий между эндоте-
лиальными и сосудистыми гладкомышечными 
клетками [7]. 

При формировании КФБ претерпевают неко-
торые физико-химические изменения. Из изна-
чально аморфной структуры происходит пере-
ход в кристаллическую, таким образом, из сфе-
рических КФБ (СКФБ) образуются игольчатые 
КФБ (ИКФБ). Есть предположение, что уме-
ренное перенасыщение крови кальцием и фос-
фатами приводит к образованию СКФБ, в то 
время как тяжелое перенасыщение сопостави-
мо с появлением ИКФБ [8]. Форма КФБ, как и 
наночастиц гидроксиапатита, во многом опре-
деляет их токсичность – ИКФБ вызывают ги-
бель большей доли клеток в культуре в сравне-
нии с СКФБ [9–11]. На молекулярном уровне 
сферические и игольчатые КФБ имеют различ-
ное патогенное воздействие на эндотелиальные 
клетки. В частности, СКФБ усиливают выде-
ление клетками эндотелия интерлейкина-1β, а 
ИКФБ – фактора некроза опухоли-α, что может 
указывать на активацию СКФБ инфламмасом-
ного пути вследствие первичного повреждения 
лизосом [4].

Известно множество путей клеточной гибе-
ли. Лизосомально-опосредованный путь связан 
с повышением проницаемости мембран лизо-
сом и высвобождением нарушающих гомеостаз 
в цитозоле и на внешней мембране митохон-
дрий катепсинов (лизосомальных цистеино-
вых, аспартатных или сериновых протеаз); кро-
ме того, при растворении фосфата кальция это 
ведет к высвобождению Ca2+, что также при-
водит к повышению проницаемости внешней 
мембраны митохондрий вследствие массивного 
перехода Ca2+ из цитозоля в митохондрии [12-
15]. Внутренний путь апоптоза, в свою очередь, 
опосредован повышением проницаемости 
внешней мембраны митохондрий и запуском 
каскада реакций, в конечном итоге связанным с 
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активацией каспаз (цистеин-зависимые аспар-
тат-специфичные протеазы) [12]. Данный путь 
клеточной гибели связан с выделением в цито-
золь из межмембранного пространства мито-
хондрий про-апоптотических белков цитохро-
ма С, HtrA2/Omi и SMAC/DIABLO [12]. Свя-
зываясь с активирующим фактором апоптоти-
ческих протеаз (APAF-1), цитохром с запускает 
его гептамеризацию в результате гидролиза и 
замещения дАТФ [16-18]. Это приводит к фор-
мированию апоптосомного комплекса, который 
связывает и рассекает прокаспазу-9, таким об-
разом активируя ключевую каспазу внутренне-
го пути апоптоза [18-20]. Связываясь с прокас-
пазой-3, инициирующая каспаза-9 в конечном 
итоге, активирует эффекторную каспазу-3 [21-
23], что ведет к формированию молекулярной 
петли положительной обратной связи между 
каспазой-3 и каспазой-9, усиливающей актива-
цию обеих данных молекул [24]. Одновремен-
но с этим HtrA2/Omi и SMAC/DIABLO связы-
ваются с X-связанным ингибитором апопто-
за (XIAP), инактивируя его и высвобождая ка-
спазу-9 и каспазу-3 [25-30]. Каспаза-3 далее 
способствует фрагментации ДНК, инактиви-
руя альфа-субъединицу фактора фрагментации 
ДНК (DFFA) и таким образом высвобождая бе-
та-субъединицу данного белка (каспаза-активи-
руемую ДНКазу) [31–33]. Фрагментация ДНК, 
в свою очередь, ведет к p53-опосредованной 
клеточной гибели [33]. 

В то время как лизосомально-опосредован-
ный путь клеточной гибели эндотелиальных 
клеток при воздействии КФБ был изучен нами 
ранее, реализация внутреннего пути апопто-
за в этом патогенетическом сценарии остается 
неясной. В связи с этим целью данного иссле-
дования стало детальное изучение внутреннего 
пути апоптоза в первичных артериальных эн-
дотелиальных клетках в результате их экспози-
ции КФБ.

Цель исследования
Изучить внутренний путь апоптоза в пер-

вичных артериальных эндотелиальных клетках 
в результате их экспозиции кальций-фосфат-
ным бионам (КФБ).

Материалы и методы
Искусственный синтез бионов
СКФБ были синтезированы путем по-

следовательного добавления 9,9 мкл 0,5М 
CaCl2 (Sigma-Aldrich, 21115) и 21,5 мкл 0,2М 
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Na2HPO4 (Sigma-Aldrich, 94046) в 1320 мкл 
среды Игла, модифицированной по Дульбек-
ко (DMEM, Gibco, 41966029), содержащей 150 
мкл (10% от общего объема) фетальной те-
лячьей сыворотки (Gibco, 10500056). Игольча-
тые КФБ (ИКФБ) были синтезированы при по-
мощи последовательного добавления 16,5 мкл 
CaCl2 (0,5 моль/л, Sigma-Aldrich, 21115) и 37,5 
мкл Na2HPO4 (0,2 моль/л, Sigma-Aldrich, 94046) 
в 936 мкл среды DMEM, содержащей 10 мкл 
(1% от общего объема) фетальной телячьей сы-
воротки (Gibco, 10500056). Для синтеза СКФБ 
содержание солей в среде после их добавле-
ния составляло 3 ммоль/л, для синтеза ИКФБ 
– 7,5 ммоль/л. Контроль pH осуществлялся пу-
тем предварительного добавления 5 мл N-2-ги-
дроксиэтилпиперазин-N-2-этансульфокислоты 
(Gibco, 15630056) к 495 мл культуральной сре-
ды DMEM (финальная концентрация в среде – 
1%). В целом искусственный синтез бионов со-
ответствовал ранее разработанным оригиналь-
ным протоколам [34, 35].

После кратковременного перемешивания на 
вортексе пробирки объемом 1,5 мл (Eppendorf) 
с реагентами для синтеза бионов были инкуби-
рованы при +37°С, 5% CO2 и высокой влажно-
сти (MCO-18AIC, Sanyo) в течение 24 часов с 
дальнейшим центрифугированием при 200,000 
x g и +4°С в течение 1 часа (Optima MAX-XP, 
Beckman Coulter) для осаждения бионов всего 
спектра размерности. С целью получения рабо-
чего раствора осадок СКФБ растворялся в 1000 
мкл, а осадок ИКФБ – в 1500 мкл однократ-
ного фосфатно-солевого буфера (ФСБ, pH 7,4, 
Gibco, 10010023), что позволяло достичь мут-
ности суспензии в 0,5 стандарта МакФарлан-
да (МкФ), являющейся минимально измеримой 
величиной концентрации бионов в растворе.

Все вышеуказанные процедуры проводили в 
стерильных условиях. Измерение оптической 
плотности проводили на микропланшетном 
спектрофотометре «Униплан» (АИФР-01, Пи-
кон) на длине волны 650 нм (ОП650, мутность 
суспензии 0,5 МкФ соответствовала значениям 
ОП650 = 0,08 – 0,10).

Культивирование эндотелиальных клеток
Для экспериментов были использованы 

коммерческие культуры первичных эндотели-
альных клеток коронарной артерии человека 
(HCAEC, Cell Applications, 300K-05a). Согласно 
информации поставщика, первичные эндотели-
альные клетки человека были получены из здо-
ровых артерий доноров с криоконсервацией на 

2-м пассаже (500,000 клеток в базальной среде 
MesoEndo Cell Basal Medium (Cell Applications, 
212K-500), содержащей 10% фетальной телячь-
ей сыворотки и 10% диметилсульфоксида. Для 
проведения эксперимента клетки разморажива-
ли и культивировали в культуральных флаконах 
Т-75 (Techno Plastic Products, 90076) согласно 
рекомендациям производителя в среде для ро-
ста клеток MesoEndo Cell Growth Medium (Cell 
Applications, 212-500). Пересев производили 
по достижении 80% конфлюэнтности. На 6-м 
пассаже клетки рассевали в 96-луночные куль-
туральные планшеты (Techno Plastic Products, 
92696) для проведения дальнейших экспери-
ментов. Все эксперименты с клетками прово-
дили в стерильных условиях при 37°C, 5% CO2 

и высокой влажности.
Фракционирование органелл и выделение 

белка
Белки, регулирующие клеточную гибель, на-

ходятся в различных клеточных органеллах. В 
связи с этим было решено провести фракцио-
нирование органелл с целью выделения обога-
щенных фракций белков. После культивирова-
ния первичных эндотелиальных клеток коро-
нарной артерии до 85–90% они были собраны с 
культурального флакона путем обработки трип-
сином в течение 5 минут и центрифугирования 
в смеси трипсина с нейтрализующим раство-
ром (Cell Applications, 090K, соотношение 1:4) 
при 220 × g в течение 5 минут. Следующим эта-
пом было проведение собственно фракциони-
рования клеточных органелл (митохондрии, 
ядро, цитозоль) и выделение из них белка с по-
мощью специального набора компании Abcam 
(ab109719) в соответствии с инструкцией про-
изводителя.

Параллельно проводился эксперимент по 
выделению общей белковой фракции. После 
экспозиции культивированных до 85-90% кон-
флюэнтности первичных эндотелиальных кле-
ток коронарной и внутренней грудной артерии 
в течение 4 часов, было произведено выделение 
белка RIPA-буфером (Thermo Scientific, 89901) 
с ингибиторами протеаз и фосфатаз (Thermo 
Scientific, 78444) в соответствии с инструкцией 
производителя (500 мкл RIPA-буфера на фла-
кон, лизис клеток в течение 5 минут на льду, 
сбор лизата, центрифугирование при 14 000 × g  
в течение 15 минут при 4°С). Для первичных 
эндотелиальных клеток коронарной артерии 
эксперимент ставился дважды в целях повыше-
ния его воспроизводимости.
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Измерение белка во всех полученных об-
разцах проводилось при помощи набора Pierce 
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, 23225) 
в соответствии с инструкцией производителя 
на спектрофотометре (Multiskan Sky, Thermo 
Scientific) и длине волны 562 нм. Принцип дей-
ствия указанного набора основан на восстанов-
лении Cu2+ до Cu+ белками в щелочной среде 
с последующей колориметрической детекцией 
Cu+ бицинхониновой кислотой (BCA). Белок 
замораживали и хранили при -60°С. Далее бе-
лок замораживали и хранили при -60°С.

Иммуноблоттинг
Одинаковые количества белка (10 мкг для ми-

тохондриальной и цитозольной фракций и 21 мкг  
для общей белковой фракции) смешивали с бу-
фером для денатурации белка NuPAGE LDS 
Sample Buffer (Invitrogen, NP0007) в отношении 
4:1 и восстановителем NuPAGE Sample Reducing 
Agent (Invitrogen, NP0009) в отношении 10:1 и 
загружали на 10-луночный гель NuPAGE 4-12% 
Bis-Tris толщиной 1,5 мм (Invitrogen, NP0335). 
В качестве маркеров молекулярных масс загру-
жали смесь белковых стандартов Novex Sharp 
Pre-Stained Protein Standard (Invitrogen, LC5800) 
и MagicMark XP Western Protein Standard 
(Invitrogen, LC5602) в соотношении 1:1 (5:5 мкл).  
Разделение белков проводили электрофорезом 
в полиакриламидном геле в присутствии до-
децилсульфата натрия в буфере NuPAGE MES 
SDS Running Buffer (Invitrogen, NP000202) при 
150 В в течение 1 часа. Перенос белка осущест-
вляли при помощи наборов для сухого перено-
са, содержащих мембрану из поливинилиденф-
торида (Invitrogen, IB24001), и прибора для су-
хого переноса iBlot 2 (Invitrogen) в соответствии 
со стандартным протоколом производителя (P0, 
7 минут). Блокировку неспецифического связы-
вания осуществляли при помощи набора iBind 
Flex Solution Kit (Invitrogen, SLF2020) в течение 
1 часа. 

Иммуноблоттинг проводили с первичными 
антителами к цитохрому c (Abcam, ab133504, 
разведение 1:500), потенциал-зависимому ани-
оноселективному каналу 1 (VDAC1, Abcam, 
ab235143, разведение 1:500), глицеральде-
гид-3-фосфатдегидрогеназе (GAPDH, Abcam, 
ab139416, разведение 1:250), HtrA2/Omi 
(Abcam, ab75982, разведение 1:200), каспазе-9 
(Abcam, ab202068, разведение 1:500), каспазе-3 
(Abcam, ab208161, разведение 1:500) и вторич-
ными конъюгированными с пероксидазой хре-
на антителами (Cell Signaling Technology, 7074, 

разведение 1:200; Sigma-Aldrich, AP130P, раз-
ведение 1:1000). 

Инкубацию с антителами проводили с ис-
пользованием набора iBind Flex Solution Kit, 
карточек для инкубации мембран с антителами 
iBind Flex Cards (Invitrogen, SLF2010) и прибо-
ра для инкубации мембран с антителами iBind 
Flex Western Device (Invitrogen) в соответствии 
с инструкциями производителя. Хемилюминес-
центную детекцию осуществляли посредством 
инкубации мембраны в течение 30 секунд в хе-
милюминесцентном субстрате SuperSignal West 
Pico PLUS (Thermo Scientific, 34580) с после-
дующим 12-минутным сканированием на циф-
ровом сканере хемилюминесцентных блотов 
C-DiGit (LI-COR Biosciences). Денситометрию 
результатов иммуноблоттинга проводили в 
программе ImageJ (National Institutes of Health).

Результаты и обсуждение
В результате проведенного фракционирова-

ния органелл были успешно выделены мито-
хондриальная (образцы ФСБ-МХ, СКФБ-МХ, 
ИКФБ-МХ) и цитозольная (образцы ФСБ-ЦТ, 
СКФБ-ЦТ, ИКФБ-ЦТ) фракции белка, что бы-
ло подтверждено положительными результата-
ми иммуноблоттинга разделенных фракций на 
специфичный белок внешней мембраны мито-
хондрий потенциал-зависимый анионоселек-
тивный канал 1 (VDAC1, также называемый по-
рин) и специфичный фермент гликолиза (анаэ-
робного окисления в цитозоли) глицеральде-
гид-3-фосфатдегидрогеназу (GAPDH, рисунок 
1). В общей белковой фракции логично наблю-
дали наличие обоих этих белков (рисунок 1).

Результаты, полученные в эксперименте (ри-
сунок 1), продемонстрировали различное со-
держание изученных маркеров внутреннего пу-
ти апоптоза в исследованных образцах. В зави-
симости от формы КФБ образцы выделенного 
из первичных артериальных эндотелиальных 
клеток белка различались как по спектру, так и 
по содержанию специфических белков. Неза-
висимо от экспериментальной группы во всех 
образцах наблюдали присутствие цитохрома с 
и HtrA2/Omi в митохондриях, что соответству-
ет физиологической норме (рисунок 1). При 
этом воздействие СКФБ и ИКФБ не всегда со-
провождалось транслокацией данных белков из 
митохондрий в цитозоль (рисунок 1), что тре-
бует дальнейшего изучения данного вопроса.

С этой целью было проведено три незави-
симых эксперимента для анализа уровня ини-
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Рисунок 1. 

Определение уровня специфических белков в митохондри-
альной, цитозольной и общей фракциях белка, выделен-
ного из первичных эндотелиальных клеток коронарной ар-
терии после воздействия СКФБ и ИКФБ, при помощи имму-
ноблоттинга. ФСБ – фосфатно-солевой буфер (контрольная 
группа); СКФБ – сферические кальций-фосфатные бионы; 
ИКФБ – игольчатые кальций-фосфатные бионы, МХ – мито-
хондрии, ЦТ – цитозоль, VDAC1 – потенциал-зависимый ани-
оноселективный канал 1, GAPDH – глицеральдегид-3-фос-
фатдегидрогеназа. Слева указана молекулярная масса ис-
следованных белков (в кДа).

Figure 1. 

Western blotting measurements of the mitochondrial and 
cytosolic markers and intrinsic apoptosis proteins after the 
subcellular fractionation of mock- and CPB-treated cells. PBS 
– phosphate-buffered saline (control group), CPB-S – spherical 
calcium phosphate bions, CPB-N – needle-shaped calcium 
phosphate bions, MH – mitochondria, CT – cytosol, VDAC1 
– voltage-dependent anion-selective channel 1, GAPDH – 
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. Molecular weight 
of the mentioned proteins is indicated to the left. 

циирующей каспазы внутреннего пути апоп-
тоза (каспазы-9) и эффекторной апоптотиче-
ской каспазы (каспазы-3) в общей и активной 
формах. Лишь один эксперимент из трех (с 
первичными эндотелиальными клетками ко-
ронарной артерии) показал стойкое повыше-
ние уровня активной каспазы-9 и каспазы-3 
в экспонированных СКФБ клетках в сравне-
нии с контрольной группой (ФСБ), в то вре-

мя как в остальных каспазы либо детектиро-
вались нестабильно, либо уровень активных 
каспаз не различался между контрольной и 
опытными группами (рисунок 2). Стоит отме-
тить, что уровни общей и активной каспазы-9 
и каспазы-3 характеризовались конкордантно-
стью, что свидетельствует о прямой корреля-
ции между данными апоптотическими фер-
ментами.

Рисунок 2. 

Определение уровня инициирующей каспазы внутреннего 
пути апоптоза (каспазы-9) и регулируемой ей эффекторной 
каспазы (каспазы-3) в общей фракции белка, выделенного 
из первичных эндотелиальных клеток внутренней грудной 
или коронарной артерии после воздействия СКФБ и ИКФБ, 
при помощи иммуноблоттинга. ФСБ – фосфатно-солевой 
буфер (контрольная группа); СКФБ – сферические каль-
ций-фосфатные бионы; ИКФБ – игольчатые кальций-фос-
фатные бионы. Слева указана молекулярная масса исследо-
ванных белков (в кДа).

Figure 2. 

Western blotting measurements of the initiator caspase of 
intrinsic apoptosis (caspase-9) and its downstream effector 
caspase (caspase-3) in the total protein extracted from primary 
human coronary artery and internal thoracic artery endothelial 
cells optionally treated with CPB. PBS – phosphate-buffered 
saline (control group), CPB-S – spherical calcium phosphate 
bions, CPB-N – needle-shaped calcium phosphate bions. 
Molecular weight of the mentioned proteins is indicated to the 
left.
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Представленные результаты показали неод-
нозначность механизмов эндотелиотоксическо-
го действия КФБ и необходимость дальнейшей 
расшифровки путей клеточной гибели под воз-
действием СКФБ и ИКФБ. В частности, экспо-
зиция первичных артериальных эндотелиаль-
ных клеток КФБ, хотя и стабильно сопрово-
ждается гибелью значительной их части [1, 9, 
15] и выделением провоспалительных цитоки-
нов [6], не всегда сопровождается транслокаци-
ей цитохрома c и HtrA2/Omi из митохондрий в 
цитозоль, при этом также не происходит повы-
шения уровня активной каспазы-9 и каспазы-3. 

В то же время повышение количества активной 
каспазы-9 в обязательном порядке сопровожда-
лось увеличением уровня активной каспазы-3, 
что согласуется с данными литературы [21-23]. 
В целом эксперименты в этом отношении де-
монстрируют довольно разнонаправленные ре-
зультаты, что может свидетельствовать о необ-
ходимости совершенствования методики оцен-
ки молекулярных путей клеточной гибели под 
воздействием КФБ, к примеру, введения в про-
токол обязательного центрифугирования куль-
туральной жидкости для сбора открепившихся 
от пластика в результате гибели клеток.
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