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Введение. Вещества, именуемые митотическими ядами и влияющие на динамическое состояние микротрубочек 
веретена деления, являются хорошо известными и эффективными химиотерапевтическими препаратами. эти веще-
ства связываются с микротрубочками, влияя тем самым на процессы полимеризации или деполимеризации тубули-
на, что в конечном счете приводит к остановке клеточного цикла в M-фазе (митотическая катастрофа) и последу ющей 
гибели клеток по механизму апоптоза. В предыдущих исследованиях мы показали высокую цитотоксическую 
и противоопухолевую активность пиррол-карбоксамидов (пк) (пк-61 и пк-84) в отношении широкого спектра 
опухолевых клеточных линий эпителиального происхождения, включая трижды негативный рак молочной железы, 
рак легких и предстательной железы.
Цель исследования – изучить цитотоксическую активность пк-61 и пк-84 в отношении опухолевых клеточных 
линий с множественной лекарственной устойчивостью.
Материалы и методы. Исследования проводили на клеточных линиях трижды негативного рака молочной железы, 
резистентного к паклитакселу (HCC1806 Tx-R), и остеосаркомы, резистентной к доксорубицину (SaOS-2 Dox-R). Со-
гласно ранее проведенным исследованиям обе опухолевые клеточные сублинии имели фенотип множественной 
лекарственной устойчивости.
Результаты. противоопухолевая активность пк обусловлена их способностью ингибировать процессы полимери-
зации тубулина. Данные иммунофлуоресцентной микроскопии показали способность пк нарушать процессы сбор-
ки тубулина в опухолевых клетках. В результате ингибирования полимеризации тубулина в этих клетках происходит 
остановка клеточного цикла в М-фазе, что приводит к накоплению митотических клеток и индуцирует апоптоз.
Заключение. Результаты исследований показывают высокую цитотоксическую активность соединений пк-61 и пк-84 
в отношении опухолевых клеточных линий с множественной лекарственной устойчивостью, что открывает перспек-
тивы для создания новых эффективных противоопухолевых средств на основе пк.

Ключевые слова: микротрубочки, деполимеризация тубулина, клеточный цикл, апоптоз, множественная лекарст-
венная устойчивость, трижды негативный рак молочной железы, остеосаркома, пиррол-карбоксамиды, паклитаксел, 
винбластин, доксорубицин
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Introduction. Mitotic poisoning agents (MPAs) affecting the dynamic state of the microtubules, are the well-known and 
effective chemotherapeutic agents. Mitotic poisoning agents are binding to the microtubules, and thereby interfere with 
tubulin polymerization or depolymerization dynamic state, resulting in the cell cycle arrest in M-phase (mitotic catastro-
phe) and subsequent apoptotic cell death. We reported previously about potent cytotoxic activities against the 
pyrrole-carboxamides (PCs) (PC-61 and PC-84) against broad spectrum of cancer cell lines, including triple negative 
breast cancer, lung and prostate cancer.
Aim. To examine the cytotoxic activities of PC-61 and PC-84 against multidrug-resistant cancer cell lines indicated above.
Materials and methods. Studу was performed on the triple-negative paclitaxel-resistant breast cancer cell line HCC1806 
Tx-R and doxorubicin-resistant osteosarcoma SaOS-2 Dox-R cell line.
Results. The cytotoxic activity of PCs was due to the inhibition of tubulin polymerization. Immunofluorescence staining data 
revealed PC’s ability to interfere with tubulin’s assembly in multidrug-resistant cancer cell lines. As an outcome of inhibition 
of tubulin polymerization, PCs induced cell cycle arrest in M-phase, and further led to apoptotic cell death of cancer cells.
Conclusion. Collectively, we demonstrated potent cytotoxic activity of PCs against cancer cell lines with multidrug-re-
sistant phenotype, which arising the possibilities to develop novel and effective anti-tumor agents that belongs to mi-
totic poisoning agents.

Keywords: microtubules, tubulin depolymerization, cell cycle, apoptosis, multidrug resistance, triple negative breast 
cancer, osteosarcoma, pyrrole-carboxamides, paclitaxel, vinblastine, doxorubicin.
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ВВЕдЕНИЕ
Микротрубочки являются важными регуляторами 

широкого спектра физиологических процессов, вклю-
чая пролиферацию и миграцию клеток, транспорт вези-
кул в процессе эндоцитоза и хромосомную сегрегацию 
во время митоза. Последний процесс рассматривается 
как привлекательная молекулярная мишень для дейст-
вия противоопухолевых препаратов, что подтвержда-
ется наличием довольно большого количества 
как природных, так и синтетических низкомолекуляр-
ных соединений, эффективно влияющих на динами-
ческое состояние микротрубочек и вызывающих по-
следующую гибель опухолевых клеток по механизму 
апоптоза вследствие незавершенности клеточного 
цикла и так называемой катастрофы в митозе [1, 2]. 
Молекулярный механизм действия химиотерапевти-
ческих препаратов, мишенью которых являются микро-
трубочки, обусловлен их способностью вмешиваться 
в динамическое состояние микротрубочек посредст-

вом ингибирования или усиления полимеризации ту-
булина. К веществам, которые ингибируют процессы 
полимеризации тубулина, относятся алкалоиды бар-
винка, колхицин и его аналоги, майтанзин и пироне-
тин [3–6], а к химиопрепаратам (ХП), способствующим 
полимеризации тубулина, – таксаны (паклитаксел, 
доцетаксел) [7, 8]. Помимо таксанов, продукты мор-
ских губок (например, лаулималид [9] и пелорузид А 
[10]) также усиливают полимеризацию тубулина и ста-
билизируют микротрубочки, приводя к аналогичным 
для клетки фатальным последствиям [11].

Было обнаружено, что помимо «классических» 
ХП, избирательно влияющих на динамическое состо-
яние микротрубочек, способностью оказывать влия-
ние на процессы полимеризации тубулина обладают 
также некоторые таргетные препараты, относящиеся 
к группе ингибиторов рецепторных и нерецепторных 
киназ. Например, тивантиниб изначально разрабаты-
вался как ингибитор тирозинкиназы c-Мet и довольно 
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успешно прошел клинические испытания именно 
в качестве таргетного препарата [12]. Однако резуль-
таты последующих исследований продемонстрирова-
ли, что терапевтический эффект данного лекарствен-
ного средства может быть обусловлен не только 
ингибированием соответствующего сигнального пути 
в опухолевых клетках [13], но и его способностью вли-
ять на процессы полимеризации тубулина [14]. Ана-
логичным образом ригосертиб, ингибирующий ак-
тивность полоподобной киназы типа 1 (Plk1) [15], 
в дальнейшем также показал способность эффективно 
препятствовать процессу полимеризации тубулина 
[16]. Для некоторых химических соединений была об-
наружена обратная закономерность. Например, 
для нокодазола – известного митотического яда (МЯ), 
нарушающего процессы деполимеризации тубулина, 
впоследствии была обнаружена высокая активность 
в отношении ряда киназ, включая ABL, c-KIT, BRAF 
и MEK [17, 18]. Некоторые ингибиторы киназ, кото-
рые клинически одобрены или в настоящее время про-
ходят клинические испытания II или III фазы (напри-
мер, селонсертиб, маситиниб, нинтеданиб, PF0477736, 
мезилат SNS-314, MPI0479605 и понатиниб), прояви-
ли стабилизирующий эффект на микротрубочки 
без прямого взаимодействия с тубулином [19, 20].

Митотические яды (в первую очередь таксаны 
и алкалоиды барвинка) обычно используются в тера-
пии пациентов с солидными злокачественными ново-
образованиями, а также гемобластозами преимущест-
венно в составе комбинированной химиотерапии. 
Однако их длительное применение ограничено, в том 
числе вследствие образования резистентности опухо-
лей. Вторичная резистентность злокачественных но-
вообразований к данным химиотерапевтическим пре-
паратам может быть следствием развития в опухолевых 
клетках различных адаптационных механизмов, среди 
которых выделяют повышение экспрессии в опухолевых 
клетках ABC-транспортеров [21, 22], изменение уров-
ня экспрессии специфических изотипов β-тубулина 
[23], мутации β-тубулина, остановку клеточного цикла 
вследствие активации соответствующих чек-поинтов 
и др. [24]. Кроме того, использование МЯ сопряжено 
с развитием серьезных побочных эффектов, включа-
ющих периферическую нейропатию, миело- и имму-
носупрессию и другие, что существенным образом 
ограничивает их продолжительное использование 
и является стимулом для разработки новых эффектив-
ных и менее токсичных химиотерапевтических препа-
ратов с аналогичным механизмом действия.

Результаты ранее проведенных нами исследований 
показали высокую цитотоксическую и противоопу-
холевую активность этил-2-аминопиррол-3-карбок-
силатов (пиррол-карбоксамидов, ПК) в отношении 
довольно широкого спектра опухолевых клеточных 
линий и ксенографтных опухолей [25–27]. Молекуляр-
ный механизм их действия обусловлен способностью 
влиять на динамическое состояние микротрубочек 

путем ингибирования полимеризации тубулина, что 
приводит к остановке клеточного цикла в М-фазе 
и гибели опухолевых клеток по механизму апоптоза. 
Эти данные, свидетельствующие о противоопухолевой 
активности пиррол-содержащих химических соедине-
ний, согласуются с результатами других исследований. 
Например, в зарубежной научной литературе имеются 
данные о цитотоксической и проапоптотической ак-
тивности некоторых пиррол-содержащих соединений, 
осуществляемой за счет их способности оказывать 
влияние на процессы полимеризации тубулина [28, 29]. 
В 2020–2021 гг. наша научная группа синтезировала 
пиррол-содержащие химические соединения, основ-
ной молекулярной мишенью для которых явился кол-
хициновый сайт связывания в молекуле тубулина, что 
обусловливало их способность эффективно нарушать 
процессы полимеризации данного белка [30]. В ре-
зультате комплексного анализа их активности, осно-
ванного как на методах компьютерного моделирова-
ния, так и на биологических методах, мы выявили 
2 лидерных соединения (ПК-61 и ПК-84), обладаю-
щих наибольшей аффинностью к колхицин-связыва-
ющему домену тубулина и максимальной биологиче-
ской активностью в отношении данной клеточной 
мишени. Ожидаемыми результатами данного взаимо-
действия на клеточном уровне были накопление 
 опухолевых клеток эпителиального происхождения 
в M-фазе клеточного цикла и их последующая гибель 
по механизму апоптоза. Следует отметить, что про-
апоптотическая активность данных соединений под-
тверждена in vivo на ксенографтных моделях злокаче-
ственных опухолей молочной железы [30].

Результаты настоящего исследования иллюстри-
руют высокую активность вышеуказанных лидерных 
соединений в отношении опухолевых клеточных 
сублиний с признаками множественной лекарствен-
ной устойчивости (МЛУ), что имеет, на наш взгляд, 
большое научно-практическое значение и создает 
предпосылки для разработки новых противоопухоле-
вых препаратов, эффективных в отношении широко-
го спектра злокачественных новообразований, в том 
числе с признаками вторичной резистентности к ХП, 
используемым в настоящее время в практической он-
кологии.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Химические соединения. Пиррол-карбоксамиды 61 

и 84 были синтезированы в наших лабораториях в со-
ответствии со стандартными протоколами, как пока-
зано в предыдущих исследованиях [30–32]. Структуры 
и спектры ядерного магнитного резонанса ПК-61 
и ПК-84 приведены в опубликованной ранее статье 
[30]. Паклитаксел, винбластин (SigmaAldrich, США), 
ПК-61 и ПК-84 были растворены в 100 % диметил-
сульфоксиде (ДМСО) (SigmaAldrich, США). В качест-
ве контроля клетки инкубировали в культуральной 
среде с соответствующей концентрацией ДМСО 
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(конечная концентрация 0,1 %). Пиррол-карбоксами-
ды 61 и 84 использовались в концентрации, близкой 
к IC50 (10 мкМ), паклитаксел (1 мкМ) и винбластин 
(0,01 мкМ) были использованы в данных концентра-
циях, подобранных ранее [30].

Клеточные линии и условия их культивирования. 
В настоящем исследовании использовали 2 опухолевые 
клеточные сублинии – клеточную линию трижды не-
гативного рака молочной железы, резистентную к пакли-
такселу (HCC1806 Тх-R), и клеточную линию остеосар-
комы, резистентную к доксорубицину (SaOS-2 Dox-R), 
ранее полученные в нашей лаборатории путем после-
довательного культивирования материнских опухолевых 
линий с постепенно увеличивающимися концентра-
циями ХП [33]. Линии HCC1806 и SaOS-2 получены 
из Американской коллекции клеточных культур (Ame-
rican Type Culture Collection, ATCC). Все клеточные 
линии культивировали во влажной атмосфере с 5 % CO

2
 

при 37 °С (LamSystems, Россия) в среде RPMI-1640 
(OOO «ПанЭко», Россия) с добавлением 15 % эмбрио-
нальной бычьей сыворотки (HyClone, США), 1 % L-глю-
тамина, 50 ед. / мл пенициллина и 50 мкг / мл стрепто-
мицина (OOO «ПанЭко», Россия).

Анализ жизнеспособности клеточных линий. Опухо-
левые клетки засевали в 96-луночные плоскодонные 
планшеты (Corning Inc., США). Спустя 24 ч инкуби-
ровали в присутствии ПК-61 и ПК-84 или раствори-
теля (ДМСО) в течение 48 ч. Затем к клеткам добавляли 
реагент MTS (Promega, США) на 1 ч. Жизнеспособ-
ность клеток оценивали на спектрофотометре 
MultiScan FC (Thermo Fisher Scientific, США) при дли-
не волны 492 нм. Половинную ингибирующую кон-
центрацию (IC 50) исследуемых соединений определяли 
с использованием электронного ресурса http://ic50.tk / 
(по состоянию на 25.04.2023). Все данные нормализо-
ваны относительно контрольных клеток. Были прове-
дены 3 повтора для каждого экспериментального ус-
ловия.

Вестерн-блоттинг. Для приготовления клеточных 
экстрактов клетки лизировали буфером для радиоим-
мунопреципитации – RIPA (25 мМ Tris-HCl (pH 7,6); 
150 мМ NaCl; 5 мМ ЭДТА; 1 % NP-40; 1 % дезоксихо-
лат натрия; 0,1 % SDS) с добавлением ингибиторов 
протеаз и фосфатаз. Лизаты клеточных культур инкуби-
ровали в RIPA буфере течение 20 мин при 4 °С, а затем 
центрифугировали в течение 30 мин при 13 000 об. / мин 
при 4 °С. Концентрацию белка в образцах определя-
ли с помощью BCA (Thermo Fisher Scientific, США) 
по методу Брэдфорда. Образцы, содержащие 30 мкг 
белка, вносили в кассеты с 4–12 % Bis-Tris NuPAGE 
гелем (Invitrogen, США). Электрофорез проводили 
при 4 °C в течение 3 ч с использованием постоянного 
напряжения (80 В) в NuPAGE MOPS SDS буфере 
(Invitrogen, США).

Перенос белков на нитроцеллюлозную мембрану 
осуществляли в соответствующем буфере (25 мМ Трис, 
метанол (рН 8,3)) при 350 мА в течение 1,5 ч при 4 °С.  

Для блокирования неспецифических взаимодействий 
и разведения антител использовали 5 % обезжиренное 
сухое молоко. Нитроцеллюлозную мембрану инкуби-
ровали с первичными антителами (АТ) в течение 16 ч 
при 4 °С, а затем со вторичными АТ, конъюгирован-
ными с HRP (Santa Cruz Biotechnology, США), в тече-
ние 1 ч. Экспрессию белков определяли в системе ви-
зуализации хемилюминесценции Fusion Solo S (Vilber 
Lourmat, Франция). Эксперименты проводили в трех 
повторностях.

Иммунофлуоресцентная микроскопия. Для про-
ведения иммунофлюоресцентного окрашивания ис-
следуемых образцов опухолевые клетки засевали 
на покровные стекла, предварительно покрытые поли-
L-лизином (Sigma-Aldrich, США), и культивировали 
в 6-луночных плоскодонных планшетах (Corning Inc., 
США) в течение 48 ч, а затем в исследуемую культуру 
клеток вносили вышеуказанные химические соедине-
ния и культивировали в течение 8 ч. После инкубации 
покровные стекла с клетками фиксировали 4 % рас-
твором формальдегида в течение 15 мин при ком-
натной температуре. После трехкратного отмыва фос-
фатно-солевым буфером клетки инкубировали 
в блокирующем растворе (фосфатно-солевой буфер 
с 5 % козьей сывороткой и 0,3 % Triton X-100) в тече-
ние 60 мин при комнатной температуре. Далее к клет-
кам добавляли АТ к p-H3 (Ser10), конъюгированные 
со вторичными АТ Alexa Fluor 488 (Cell Signaling, 
США) и разведенные в соотношении 1: 200 в фосфат-
но-солевом буфере, содержащем 1 % бычий сыворо-
точный альбумин и 0,3 % Triton X-100 (инкубация 
в течение 16 ч при 4 °С). После трехкратного отмыва 
фосфатно-солевым буфером к клеткам добавляли 
ядерный краситель DAPI (Sigma-Aldrich, США).

Для исследования тубулиновых микротрубочек 
покровные стекла с клетками фиксировали смесью 
метанола и ацетона (соотношение 1: 1) в течение 20 мин 
при –20 °С. После блокирования неспецифических 
сайтов связывания клеточные образцы инкубировали 
с первичными моноклональными АТ к α-тубулину 
(Sigma-Aldrich, США) в течение 16 ч при 4 °С. После 
отмыва фосфатно-солевым буфером клетки инкуби-
ровали со вторичными АТ, конъюгированными с те-
хасским красным (Invitrogen, США), в течение 60 мин 
при комнатной температуре. В дальнейшем проводи-
ли окрашивание ядер красителем DAPI (Sigma-Aldrich, 
США).

Для индукции деполимеризации микротрубочек 
клетки предварительно подвергали холодовому шоку 
(планшеты с клетками находились на льду в течение 
1 ч) и далее культивировали в предварительно подо-
гретой до 37 °С культуральной среде в присутствии 
исследуемых соединений в течение 2 ч для стимуляции 
полимеризации тубулина. Далее проводили описан-
ную выше окраску на α-тубулин. Клетки визуализиро-
вали на флуоресцентном микроскопе Olympus BX63 
(Olym pus, Япония).

http://ic50.tk/


УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  /
  A

D
VA

N
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
3

, 
2

0
2

3

63ТОМ 10 / VOL. 10  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ СТАТЬЯ | EXPERIMENTAL REPORT

Для каждого экспериментального условия были 
проведены 2 повтора.

Проточная цитофлуориметрия. Анализ клеточного 
цикла в опухолевых клетках выполняли на проточном 
цитофлуориметре Guava Muse (Luminex, США) с ис-
пользованием набора CellCycleKit (Luminex, США) 
в соответствии с протоколом производителя. Были 
проведены 5 повторов для каждого эксперименталь-
ного условия.

Статистическую обработку данных проводили 
с помощью теста Краскела–Уоллиса с последующим 
тестом Манна–Уитни–Уилкоксона с корректировкой 
Бенджамини–Хохберга в программном обеспечении 
R (R Foundation for Statistical Computing, Австрия; до-
ступно онлайн: https://www.R-project.org / , по состоянию 
на 25.04.2023).

РЕзУЛьТаТы
На начальном этапе исследования было обнару-

жено, что инкубация опухолевых клеток с фенотипом 
МЛУ с соединениями ПК-61 и ПК-84 приводит к на-
коплению клеток округлой формы (рис. 1). Аналогич-
ные результаты получены при культивировании опу-
холевых клеток с винбластином.

С учетом результатов проведенного нами ранее 
компьютерного моделирования, показавших, что кол-
хициновый домен тубулина является наиболее ве-
роятным сайтом связывания ПК с тубулином [30], 
следующим этапом исследований стало изучение спо-
собности данных соединений влиять на процессы по-
лимеризации тубулина на клеточном уровне. С этой 
целью клетки сублинии НCC1806 Тх-R культивировали 
с вышеуказанными ПК, а также ХП винбластином 

и паклитакселом в течение 8 ч, после чего проводили 
иммунофлуоресцентное окрашивание для выявления 
структурных изменений в α-тубулине. Было обнару-
жено, что в результате культивирования опухолевых 
клеток с ПК наблюдается диффузное окрашивание 
α-тубулина (рис. 2). Аналогичная картина наблюда-
лась при культивировании опухолевых клеток с вин-
бластином, что свидетельствует о нарушении процес-
сов полимеризации микротрубочек тубулина. В то же 
время инкубация опухолевых клеток с паклитакселом 
приводила к образованию характерных тяжей и пучков 
тубулина, что говорит о нарушении процессов дина-
мического равновесия белков цитоскелета в сторону 
их стабилизации (см. рис. 2).

Аналогичные результаты были получены в экспе-
риментах на клетках, предварительно подвергнутых 
«холодовому шоку», что позволило оценить динамику 
полимеризации микротрубочек после их разрушения 
в результате часовой инкубации клеток при 4 °C и по-
следующего культивирования клеток в физиологиче-
ских условиях (37 °C в течение 2 ч) для последующей 
инициации процессов полимеризации тубулина. Как 
и ожидалось, после «разрушения» сети тубулина в ре-
зультате воздействия на клетки «холодового шока» 
нормализация условий их культивирования приводи-
ла к восстановлению сетчатой структуры данного бел-
ка, что являлось отражением процессов активной 
сборки микротрубочек (рис. 3). В то же время в клет-
ках, культивированных после «холодового шока» 
в присутствии винбластина, а также ПК, аналогичных 
изменений не наблюдалось, что подтверждало их спо-
собность ингибировать процессы сборки микротрубо-
чек и полимеризации тубулина (см. рис. 3).

Рис. 1. Морфологические изменения в клетках сублиний HCC1806 Tx-R (а) и SaOS-2 Dox-R (б), культивированных в течение 24 ч в присутствии 
растворителя (диметилсульфоксида) (отрицательный контроль), винбластина (0,01 мкМ) (положительный контроль), пиррол-карбоксамидов 
61 (ПК-61) и 84 (ПК-84) (10 мкМ). ×10
Fig. 1. Changes in morphology of HCC1806 Tx-R (а) and SaOS-2 Dox-R (б) cancer cells treated by pyrrole-carboxamides 61 (PC-61) and 84 (PC-84) (10 
μM), vinblastine (0,01 μM) (positive control), dimethyl sulfoxide (negative control) for 24 h. ×10

Контроль / Control                                   Винбластин / Vinblastine                                     ПК-61 / PC-61                                               ПК-84 / PC-84

а

б

https://www.r-project.org/
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Рис. 2. Ингибирование сборки микротрубочек в опухолевых клетках линии НCC1806 Тх-R под влиянием пиррол-карбоксамидов (ПК). Клетки 
НCC1806 Тх-R инкубировали с диметилсульфоксидом (контроль), паклитакселом (10 мкМ), винбластином (0,01 мкМ), ПК-61 и ПК-84 (10 мкМ) 
в течение 8 ч, а затем фиксировали смесью метанола и ацетона и окрашивали моноклональными антителами к α-тубулину (красный цвет) 
и ядерным красителем DAPI (синий цвет). ×100
Fig. 2. Pyrrole-carboxamides (PCs) disrupt the microtubules network in cancer cells. HCC1806 Тх-R breast cancer cells were treated with dimethyl sulfoxide 
(control), Paclitaxel (10 μM), Vinblastine (0,01 μM), PC-61 and PC-84 (10 μM) for 8 h, fixed with a mixture of methanol and acetone, and stained with 
monoclonal antibodies targeting α-tubulin (red). DAPI nuclear staining (blue) was used to outline the nuclei. ×100

Рис. 3. Ингибирование сборки микротрубочек в опухолевых клетках линии НCC1806 Тх-R под влиянием пиррол-карбоксамидов (ПК), предвари-
тельно подвергшихся «холодовому шоку». Клетки сублинии НCC1806 Тх-R инкубировали на льду в течение 1 ч, затем при 37 °С в течение 2 ч 
в присутствии диметилсульфоксида (контроль), паклитаксела (10 мкМ), винбластина (0,01 мкМ), ПК-61 и ПК-84 (10 мкМ). Клетки фиксиро-
вали смесью метанола и ацетона и окрашивали моноклональными антителами к α-тубулину (красный цвет) и ядерным красителем DAPI (синий 
цвет). ×100
Fig. 3. Pyrrole-carboxamides (PCs) inhibit the microtubules assembly in cancer cells. HCC1806 were incubated in ice-cold culture medium (“cold shock”) 
within 1 h in presence of dimethyl sulfoxide (control), Paclitaxel (10 μM), Vinblastine (0,01 μM), PC-61 and PC-84 (10 μM). After 1 h, the media were replaced 
with pre-warmed medium (37 °C) and cells were further cultured for 2 h to initiate tubulin polymerization. Cells were fixed with a mixture of methanol and 
acetone, and stained with monoclonal antibodies targeting α-tubulin (red). DAPI nuclear staining (blue) was used to outline the nuclei. ×100
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Таблица 1. Распределение фаз клеточного цикла в клетках сублинии остеосаркомы SaOS-2 Dox-R после воздействия пиррол-карбоксамида 61 
(ПК-61) и ПК-84 (10 мкМ) (n = 5)

Table 1. Cell cycle distribution in SaOS-2 Dox-R cancer subline treated with pyrrole-carboxamide 61 (PC-61) and PC-84 (10 μM) (n = 5)

Группа 
Group

G0 / G1 S G2 / М

Контроль 
Control

75,8 ± 2,7 5,80 (5,5–5,9) 9,4 ± 3,4

ПК-61 67,9 ± 2,3* 9,6 ± 2,1* 15,1 ± 2,5*

ПК-84 48,0 (48–48,5) ** 11,1 ± 0,9 * 28,30 (27,6–29) *

*р <0,05. **р <0,01.
Примечание. Нормально распределенные данные представлены как среднее ± стандартное отклонение; ненормально распре-
деленные данные – как медиана (межквартильный интервал). S – синтетическая фаза клеточного цикла; G0 – фаза покоя 
клеточного цикла; G1 – пресинтетическая фаза клеточного цикла; G2 – постсинтетическая фаза клеточного цикла; M – 
фаза митоза клеточного цикла. 
Note. Normally, distributed data are presented as mean ± standard deviation, non-normally distributed data – as median (interquartile range).  
S – the synthetic phase of the cell cycle; G0 – the resting phase of the cell cycle; G1 – the presynthetic phase of the cell cycle; G2 – the post-synthetic phase 
of the cell cycle; M – the mitosis phase of the cell cycle.

Рис. 4. Накопление опухолевых клеток линии SaOS-2 Dox-R в G2 / М-фазе клеточного цикла под влиянием пиррол-карбоксамидов (ПК). Репрезен-
тативные изображения распределения фаз клеточного цикла в клетках сублинии остеосаркомы SaOS-2 Dox-R, культивированных в присутст-
вии диметилсульфоксида (контроль), ПК-61 и ПК-84 (10 мкМ) в течение 12 ч. S – синтетическая фаза клеточного цикла; G0 – фаза покоя 
клеточного цикла; G1 – пресинтетическая фаза клеточного цикла; G2 – постсинтетическая фаза клеточного цикла; M – фаза митоза клеточ-
ного цикла
Fig. 4. Accumulation of SaOS-2 Dox-R cancer cells in the G2 / M phases after treatment with pyrrole-carboxamides (PCs). Representative histograms illustrating 
the changes in cell cycle profile of SaOS-2 Dox-R cells treated with dimethyl sulfoxide (negative control), PC-61, and PC-84 (10 μM) for 12 h. S – the synthetic 
phase of the cell cycle; G0 – the resting phase of the cell cycle; G1 – the presynthetic phase of the cell cycle; G2 – the post-synthetic phase of the cell cycle; 
M – the mitosis phase of the cell cycle
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Таким образом, снижение уровня конфлюентно-
сти опухолевых клеточных культур и повышение ко-
личества клеток округлой формы при их инкубации 
с ПК (см. рис. 1) могли быть результатом нарушения 
процессов полимеризации белка тубулина в опухоле-
вых клетках, что приводило к остановке клеточного 
цикла в одной из точек рестрикции. Для подтвержде-
ния правомочности данной гипотезы проведен анализ 
фаз клеточного цикла в опухолевых клетках. Резуль-
таты проточной цитофлуориметрии показывают уве-
личение количества клеток сублинии SaOS-2 Dox-R 
в фазах G2 / M после их инкубации с ПК (рис. 4).

Анализ распределения клеток по фазам клето ч-
ного цикла представлен в табл. 1. Аналогичные дан-
ные были получены в отношении клеток сублинии 
НCC1806 Тх-R.

С учетом накопления клеток округлой формы после 
воздействия на опухолевые клетки ПК (рис. 1) и накоп-
ления клеток в G2 / M-фазах клеточного цикла (рис. 4) 
в дальнейшем было проведено изучение уровня экспрес-
сии маркеров М-фазы в клетках, культивированных 
с ПК. Результаты иммунофлюоресцентной микроско-
пии, представленные на рис. 5, показывают, что после 
воздействия ПК на опухолевые клетки сублинии 
НCC1806 Тх-R происходит значительное увеличение 
числа клеток, экспрессирующих гистон 3, фосфорили-
рованный по остаткам серина в положении 10 (p-H3 
(Ser10)), являющийся, как известно, общепринятым 
маркером митоза. Аналогичные данные были получены 
в отношении винбластина, но не паклитаксела, что яв-
лялось косвенным свидетельством наличия резистент-
ности к паклитакселу у данной опухолевой сублинии.
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Рис. 5. Накопление опухолевых клеток линии НCC1806 Тх-R в М-фазе под влиянием пиррол-карбоксамидов (ПК). Репрезентативные изображе-
ния клеток сублинии НCC1806 Тх-R, инкубированных в присутствии диметилсульфоксида (отрицательный контроль), паклитаксела (1 мкМ), 
винбластина (0,01 мкМ, положительный контроль), ПК-61 (10 мкМ) и ПК-84 (10 мкМ) в течение 8 ч. Клетки фиксировали 4 % параформаль-
дегидом и окрашивали антителами к р-Н3 (Ser10), конъюгированными с флюорохромом Alexa 488 (зеленый цвет) и ядерным красителем DAPI 
(синий цвет). ×10
Fig. 5. Pyrrole-carboxamides (PCs) induce accumulation of НCC1806 Тх-R breast cancer cells in M-phase. The representative images of cancer cells treated 
with dimethyl sulfoxide (negative control), paclitaxel (1 μM), and vinblastine (0.01 μM) (positive control), PC-61 and 84 (10 μM) for 8 h. The cells were fixed 
with 4 % paraformaldehyde and immunostained by using Alexa 488-conjugated anti-p-Н3 (Ser10) antibody (green color). Cell nuclei were outlined by staining 
with DAPI (blue color). ×10
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Рис. 6. Нарушения регуляции клеточного цикла в опухолевых клетках субли-
ний HCC1806 Tx-R и SaOS-2 Dox-R под влиянием пиррол-карбоксамидов 61 
(П-61) и 84 (ПК-84). Уровень экспрессии p-NuMA (Ser395), р-H3 (Ser10), 
Mdm2, циклинов A2 и B1, р-Cdk2 (Tyr15) в клетках сублиний HCC1806 Tx-R 
(a) и SaOS-2 Dox-R (б) после их культивирования с диметилсульфокси-
дом (отрицательный контроль), ПК-61, 84 (10 мкМ) и винбластином 
(0,01 мкМ) в течение 48 ч. Уровень экспрессии актина использовали в каче-
стве контроля белковой нагрузки в исследуемых образцах
Fig. 6. Pyrrole-carboxamides 61 (PC-61) and 84 (PC-84) induce abnorma-
lities of cell cycle regulation in HCC1806 Tx-R и SaOS-2 Dox-R cancer sublines. 
Immunoblot analysis for the expression of p-NuMA (Ser395), p-H3 (Ser10), 
Mdm2, cyclins A2 and B1, and р-Cdk2 (Tyr15) in HCC1806 Tx-R (a) и SaOS-2 
Dox-R (б) cells treated with dimethyl sulfoxide (negative control), PC-61 and 
84 (both 10 μM), and Vinblastine (0,01 μM) for 48 h. Actin stain was used as 
a loading control
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а бПовышение экспрессии p-H3 (Ser10) в опухолевых 
клетках после воздействия на них ПК и винбластина 
было также подтверждено методом иммуноблоттинга 
(рис. 6). Помимо этого, было обнаружено значитель-
ное усиление экспрессии фосфорилированной формы 
белка NUMA (p-NuMa (Ser395)), также являющегося 
маркером М-фазы клеточного цикла (см. рис. 6). На-
против, после воздействия на опухолевые клетки ПК 
экспрессия р-Cdk2 (Tyr15), циклина A2, B1 и Mdm2 
снижалась. Следует отметить, что в опухолевых клет-
ках, культивированных с винбластином, изменения 
в экспрессии большинства вышеуказанных белков 
были менее выраженными по сравнению с ПК, 
что свидетельствует о большей (по сравнению с ХП) 
способности синтезированных нами химических со-
единений вызывать нарушения регуляции клеточного 
цикла в опухолевых клетках с фенотипом МЛУ.

Следствием выраженных нарушений в регуляции 
клеточного цикла опухолевых сублиний рака молоч-
ной железы и остеосаркомы с фенотипом МЛУ яви-
лась их последующая гибель, о чем свидетельствовали 
данные колориметрического MTS-теста. Значения 
половинных концентраций соединений, ингибиру-
ющие жизнеспособность опухолевых клеток (IC50), 
представлены в табл. 2.

Чтобы выяснить, явилась ли цитотоксическая ак-
тивность ПК in vitro следствием активации апоптоза 
в опухолевых клетках, проведен анализ экспрессии 
маркеров апоптоза (расщепленные формы каспазы-3 
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и поли(АДФ-рибоза)-полимеразы) до и после воздей-
ствия на них ПК. Действительно, мы обнаружили зна-
чительное увеличение экспрессии маркеров апоптоза 
в клеточных сублиниях HCC1806 Tx-R и SaOS-2 Dox-R 
после воздействия на них ПК (рис. 7). Следует отме-
тить, что ПК проявляли большую проапоптоти ческую 
активность для обеих клеточных сублиний по сравне-
нию с винбластином.

ОБСУждЕНИЕ
Несмотря на довольно успешные результаты кли-

нического применения ХП, основной мишенью 
для которых являются микротрубочки, длительное 
использование данных лекарственных средств в соста-
ве моно- и комбинированной терапии многих злока-
чественных новообразований имеет ряд серьезных 
ограничений, включающих в себя низкую биодоступ-
ность большинства ХП данной группы, а также тяже-
лые побочные системные эффекты (например, пери-
ферическая нейропатия, миелосупрессия и др.). 
Кроме того, быстрое развитие вторичной резистент-
ности опухолей к данным ХП является одним из серь-
езных и клинически значимых факторов, снижающих 
их эффективность при длительном использовании. 
Вторичная резистентность к ХП данной группы может 
являться следствием различных механизмов, включа-
ющих в себя активацию АВС-транспортеров, обеспе-
чивающих усиленную экскрецию ХП из опухолевых 
клеток [35], мутации TUB, изменения изотипов тубу-
лина и его посттрансляционные модификации [23] 
и т. д. Вышеизложенное является мощным драйвером 
для разработки и последующего внедрения в практи-
ческую онкологию новых ХП с аналогичным механиз-
мом действия, способных эффективно обходить вы-
шеуказанные адаптационные механизмы в опухолевых 
клетках, в том числе с признаками МЛУ.

Известно, что производные химических соеди-
нений на основе пиррола и пиразола широко ис-
пользуются для поиска потенциальных кандидатов 
при разработке новых лекарственных соединений, 
обладающих противоопухолевой активностью. Ре-
зультаты исследований последних лет, в том числе 
нашей научной группы, иллюстрируют их выражен-
ные антипролиферативные и цитотоксические 

Таблица 2. Значения IC50 (мкМ) для пиррол-карбоксамидов 61 (ПК-61) и 84 (ПК-84), доксорубицина (Dox), паклитаксела (Tx) и индекс резис-
тентности в сублиниях HCC1806 Tx-R и SaOS-2 Dox-R (n = 3)

Table 2. IC50 values (in the micromolar range) for pyrrole-carboxamides 61 (PC-61) and 84 (PC-84), doxorubicin (Dox), paclitaxel (Tx) and resistance 
index in HCC1806 Tx-R and SaOS-2 Dox-R cancer sublines (n=3)

Клеточная линия 
Cell line

ПК-61 
PC-61

ПК-84 
PC-84

Dox Tx

HCC1806 Tx-R 13,5 ± 0,9 7,2 ± 0,3 1,8 ± 0,5 [34] 5,4 ± 1 [34] 

HCC1806 8,4 ± 0,3 [30] 7,2 ± 0,6 [30] 0,22 ± 0,004 [34] 0,22 ± 0,01 [34] 

Индекс резистентности сублинии HCC1806 
Tx-R 
Resistance index of HCC1806 Tx-R subline

1,6 1 81,8 [34] 24,5 [34] 

SaOS-2 Dox-R 5,3 ± 0,1 9,1 ± 0,4 0,97±0,12 0,0000000039 ± 
0,0000000008

SaOS-2 2,3 ± 0,07 5,1 ± 0,03 0,16±0,02 0,0000001196 ± 
0,0000000209

Индекс резистентности сублинии SaOS-2 
Dox-R 
Resistance index of SaOS-2 Dox-R subline

2,3 1,8 6,1 30,7

Рис. 7. Индукция апоптоза в опухолевых клетках сублиний HCC1806 
Tx-R и SaOS-2 Dox-R под влиянием пиррол-карбоксамидов 61 (ПК-61) 
и 84 (ПК-84). Уровень экспрессии расщепленных форм поли(АДФ-рибоза)-
полимеразы и каспазы-3 (cl. PARP, cl. caspase-3) в клетках сублиний 
HCC1806 Tx-R (a) и SaOS-2 Dox-R (б) после их культивирования с диме-
тилсульфоксидом (отрицательный контроль), ПК-61, ПК-84 (10 мкМ) 
и винбластином (0,01 мкМ) в течение 48 ч. Актин использовался в ка-
честве контроля белковой нагрузки в исследуемых образцах
Fig. 7. Pyrrole-carboxamides 61 (PC-61) and 84 (PC-84) induce apoptosis 
of HCC1806 Tx-R и SaOS-2 Dox-R cancer sublines. Immunoblot analysis 
for apoptosis markers (e. g., cleaved forms of poly(ADP-ribose)-polymerases 
and caspase-3) in HCC1806Tx-R breast cancer (A) and SaOS-2 Dox-R 
osteosarcoma (B) after treatment with dimethyl sulfoxide (negative control), 
PC-61 and PC-84 (10 μM), and vinblastine (0,01 μM) for 48 h. Actin stain 
is used as a loading control
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эффекты в отношении опухолевых клеток различного 
происхождения как in vitro, так и in vivo. Например, 
было показано, что  химическое соединение 
N-(2-хлорпиридин-4-ил)-5- (4-метилфенил)-
1-(хинолин-2-ил)-1H-пиразол-3-карбоксамид обла-
дает выраженным антипролифера тивным и цитоток-
сическим эффектами в отношении различных 
опухолевых клеточных линий in vitro, включая гепато-
целлюлярную карциному человека, рак молочной же-
лезы и толстой кишки, посредством нару шения регу-
ляции клеточного цикла и накопления опухолевых 
клеток в G1-фазе клеточного цикла [36]. Производные 
4,5-дигидро-1H-тиено[2’,3’:2,3]ти эпино[4,5-c]пира-
зол-3-карбоксамида эффективны в отношении опухо-
левой клеточной линии аденокарциномы легкого 
A549, у которой была обнаружена гиперэкспрессия 
рецептора эпидермального фактора роста (epidermal 
growth factor receptor, EGFR). Результаты молекулярно-
го докинга показали высокий уровень гомологии меж-
ду данным химическим соединением и ингибитором 
EGFR-сигнального пути гефитинибом в отношении 
их связывания как с EGFR, так и с конформационно 
измененной формой данного рецептора, обусловлен-
ной его активацией, т. е. фосфорилированием [37]. 
Согласно данным недавно проведенных исследова-
ний, производные 4-бензоиламино-1H-пиразол-
3-карбоксамида являются мощными ингибиторами 
CDK2-киназы и проявляют высокую антипролифера-
тивную активность в отношении опухолевых клеточ-
ных линий различного происхождения по сравнению 
с нетрансформированными клетками [38]. О производ-
ных 1-этилпиразол-3-карбоксамида также сообщалось, 
что они являются эффективными ин гибиторами факто-
ра, индуцируемого гипоксией 1 (hypoxia-inducible factor 
1, HIF-1), что подавляет HIF-1- опосредованный ответ 
на гипоксию посредством влияния на уровень экспрес-
сии карбоангидразы IX [39]. Проведенный анализ взаи-
мосвязи между структурой и функцией данных соедине-
ний показал, что наибольшей цитотоксической 
активностью, коррелировавшей со способностью инги-
бировать активность изоферментов карбоангидразы, 
обладали бензолсульфонамиды [40–43].

Результаты других исследований, в том числе на-
ших, иллюстрируют взаимосвязь противоопухолевой 
активности пиррол-содержащих соединений и их спо-
собности влиять на динамическое состояние тубулина, 
что индуцирует апоптоз опухолевых клеток в резуль-
тате остановки клеточного цикла в М-фазе (митоти-
ческая катастрофа). Одно из первых сообщений об 
эффективности соединений на основе пиррола, при-
водящих к дестабилизации микротрубочек, было опуб-
ликовано еще в 2007 г. и показало высокую активность 
тетразамещенного бромированного пиррола JG03–14 
в отношении микротрубочек, что, в свою очередь, 
приводило к образованию аберрантных митотических 
волокон, накоплению опухолевых клеток в G2 / M-фа-
зах клеточного цикла и последующей активации вну-

треннего (митохондриально-опосредованного) пути 
апоптоза [44]. Известно, что JG03–14 является анало-
гом комбретастатина А-4 – природного продукта, по-
лученного из южноафриканского дерева Combretum 
caffrum и являющегося хорошо известным агентом 
природного происхождения, дестабилизирующим 
микротрубочки. Несмотря на высокую биологическую 
активность комбретастатина А-4 в отношении микро-
трубочек, основным препятствием для клинического 
применения этого вещества является его цис-изофор-
ма олефинового мостика, которая довольно быстро 
трансформируется в менее активную транс-изоформу. 
Для предотвращения перехода из цис- в транс-изо-
форму и стабилизации структуры олефиновый мостик 
комбретастатина А-4 был заменен пиррольным коль-
цом, что привело к созданию целого ряда аналогов 
JG03–14 с мощной противоопухолевой активностью 
[45]. Другие исследователи обнаружили, что цис-ре-
стриктированные аналоги комбретастатина А-4, ко-
торые содержат пиррольное кольцо, расположенное 
между двумя арильными кольцами, также проявляют 
высокую антипролиферативную активность в отноше-
нии опухолевых клеточных линий различного проис-
хождения из-за их способности ингибировать поли-
меризацию тубулина, блокировать клеточный цикл 
в метафазе и активировать митохондриально-опосре-
дованный путь апоптоза [46].

Следует отметить, что во всех сообщениях, пред-
ставленных выше, подчеркивалось, что активность 
соединений на основе пиррола в отношении деполи-
меризации тубулина обусловлена их связыванием 
с колхициновым доменом в молекуле тубулина. Эти 
данные согласуются с результатами исследований на-
шей научной группы, изучающей противоопухолевую 
активность пиррол-3-карбоксилатов на моделях как 
in vitro, так и in vivo. Например, мы обнаружили, что 
цитотоксическая и антипролиферативная активность 
этих соединений также обусловлена их способностью 
вмешиваться в динамическое состояние микротрубо-
чек путем ингибирования полимеризации тубулина 
[25–27]. Это, в свою очередь, приводило к остановке 
клеточного цикла опухолевых клеток в М-фазе и ин-
дуцировало их апоптоз в результате незавершенности 
клеточного цикла.

На основании полученных нами ранее данных бы-
ли синтезированы новые химические соединения, 
относящиеся к ПК, для их последующего изучения 
в качестве эффективных ингибиторов полимеризации 
тубулина, обладающих высокой активностью в отно-
шении опухолевых клеток эпителиального происхож-
дения (рак молочной железы, легких, простаты и др.). 
В частности, в результате комплексного анализа био-
логической активности и компьютерного моделиро-
вания 38 новых химических соединений обнаружены 
2 лидерных соединения (ПК-61 и ПК-84), облада-
ющих наименьшей энергией связывания с колхици-
новым доменом в молекуле тубулина и максимальной 
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биологической активностью в отношении широкого 
спектра опухолевых клеток эпителиального происхож-
дения как in vitro, так и in vivo [30].

Было также показано, что данные химические со-
единения способны нарушать процессы полимериза-
ции тубулина [30]. В рамках настоящего исследования 
мы показали высокую цитотоксическую и проапо п-
тотическую активность данных соединений в отноше-
нии опухолевых клеток с признаками МЛУ. Воздействие 
ПК на опухолевые клетки приводило к выраженным 
изменениям в их морфологии, схожим с изменения-
ми, происходящими под влиянием тубулин-деполи-
меризующего ХП винбластина. Способность ПК-61 
и ПК-84 нарушать динамическое состояние белков 
цитоскелета также подтверждена результатами имму-
нофлуоресцентной микроскопии, показавшими диф-
фузное распределение α-тубулина в клетках, культи-
вированных с ПК, а также с винбластином (см. рис. 2, 3). 
В результате нарушения формирования сети микро-
трубочек после воздействия ПК в опухолевых клетках 
наблюдались дезрегуляция клеточного цикла и их 
 селективное накопление в М-фазе, о чем свидетельст-
вовало значительное увеличение числа р-H3-Ser10-по-
ложительных клеток (см. рис. 5), также сопровождае-
мое увеличением уровня экспрессии данного белка 
в опухолевых клетках (см. рис. 6). Нарушения регуля-
ции клеточного цикла после воздействия на опухоле-
вые клетки ПК подтверждались изменениями в экс-
прессии других белков-регуляторов клеточного цикла, 
а именно Mdm2, р-Cdk-Tyr15 и циклинов B1 и A2 
(см. рис. 6). Это согласуется с изменениями в мор-
фологии клеток, культивированных с ПК (см. рис. 1), 
и данными проточной цитофлуориметрии, показавши-
ми существенное увеличение числа клеток в G2 / M-фа-
зах клеточного цикла (см. рис. 4). Результатом нару-
шений регуляции клеточного цикла опухолевых 
клеток явилась их гибель по механизму апоптоза, 
о чем свидетельствовали повышенные уровни экс-
прессии расщепленных форм поли(АДФ-рибоза)-по-
лимеразы и каспазы-3 (см. рис. 7).

Таким образом, соединения 2-амино-1-бензами-
до-5-(2-(нафтилен-2-ил)-2-оксоэтилиден)-4-оксо- 
4,5-дигидро-1-Н-пиррол-3-карбоксамид (ПК-61) 

и 22-амино-5-(3,3-диметил-2-оксобутилиден)-4-оксо-
1-[2-(фениламино)-бензамидо]-4,5-дигидро-1H-пир-
рол-карбоксамид (ПК-84) обладают выраженной ци-
тотоксической и проапоптотической активностью 
в отношении опухолевых клеточных сублиний различ-
ного происхождения с ранее доказанными фенотипи-
ческими признаками резистентности к ХП. Данная 
активность ПК явилась следствием способности вы-
шеуказанных химических соединений нарушать про-
цессы динамического равновесия белков цитоскелета, 
в частности тубулина, препятствуя его полимериза-
ции. Это, в свою очередь, приводит к нарушениям 
в регуляции клеточного цикла, селективному накопле-
нию клеток в М-фазе и последующей их гибели по ме-
ханизму апоптоза.

заКЛючЕНИЕ
Было показано, что 2 соединения, относящихся 

к группе пиррол-карбоксамидов (ПК-61 и ПК-84), 
проявляют высокую цитотоксическую активность 
в отношении опухолевых клеток с признаками МЛУ 
как эпителиального, так и мезенхимального проис-
хождения in vitro. Противоопухолевая активность этих 
соединений обусловлена их способностью к деполиме-
ризации тубулина, что приводит к нарушению форми-
рования сети микротрубочек в опухолевых клетках, 
вызывая тем самым остановку клеточного цикла в М-фа-
зе и запуская гибель клеток по механизму апоптоза. Это 
показывает, что ПК, имеющие высокое сродство к кол-
хициновому сайту связывания в тубулине, должны рас-
сматриваться как перспективный класс противоопухоле-
вых соединений и, следовательно, могут использоваться 
в качестве основы для разработки нового класса ХП 
с описанным выше механизмом действия. Изучение 
стабильности ПК в плазме, их способностей всасывать-
ся в желудочно-кишечном тракте и проникать через 
гематоэнцефалический барьер в настоящее время яв-
ляется предметом наших исследований, результаты 
которых будут важными для последующей оценки пер-
спективности разработки и внедрения ПК в качестве 
лекарственных препаратов для  терапии пациентов 
с солидными злокачественными новообразованиями, 
в том числе с фенотипом МЛУ.
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