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Введение. Рак молочной железы (РМЖ) является од-
ной из ведущих причин смертности среди женщин во всем 
мире.

Цель. Изучить действие нового индольного алкалоида, 
выделенного из белокопытника, на культуры постоянных 
клеточных линий РМЖ.

Материалы и методы. Изучение антипролиферативных 
свойств нового соединения растительного происхождения, 
ранее выделенного нами из белокопытника гибридного и 
идентифицированного как индольный алкалоид (P1), про-
ведено in vitro на постоянных культурах клеток рака молоч-
ной железы MDA-MB-453 (HER2+), BT-474 (люминальный 
с экспрессией HER2+) и BT-20 (трижды негативный), а 
также фибробластов кожи. Клетки культур инкубировали 
48 ч с (P1), доксорубицином или их сочетаниями. Через 
48 ч экспозиции ставили МТТ-тест, строили кривую доза-
ответ и определяли значение IC50. Для изучения взаимо-
действия между доксорубицином и (P1) использовали ПО 
SynergyFinderPlus с применением Zero interaction potency 
(ZIP).

Результаты. У соединения (P1) установлена выражен-
ная антипролиферативная активность в отношении клеточ-
ных культур MDA-MB-453, BT-474 и BT-20, при отсутствии 
значительных различий между культурами: IC50 соединения 
(Р1) составила 39,7 ± 2,4 мкмоль/л для культуры BT-20, 
49,23 ± 5,2 мкмоль/л для BT-474 и 31,74 ± 3,8 мкмоль/л 
для MDA-MB-453. При этом жизнеспособность всех трех 
культур под действием тестируемого алкалоида была ста-
тистически значимо ниже, чем в культуре нормальных 
фибробластов. Наблюдался незначительный синергизм 
алкалоида (Р1) и доксорубицина в культуре ВТ-20, в то 
время как в двух других культурах взаимодействие двух 
соединений носило, скорее, антагонистический характер, 
что наиболее ярко проявлялось при концентрациях (Р1) 
выше 22 мкмоль/л. Среднее значение жизнеспособности в 
культурах РМЖ было статистически значимо ниже, чем в 

Introduction. Breast cancer (BC) is one of the leading 
causes of death among women worldwide. 

Aim. To study the effects of a new indole alkaloid isolated 
from butterbur on cultures of permanent BC cell lines.

Materials and Methods. We studied the antiproliferative 
properties of a new plant-based compound isolated from but-
terbur and identified as an indole alkaloid (P1) in vitro on per-
manent cultures of BC cells: MDA-MB-453 (HER2+), BT-474 
(luminal with HER2+ expression) and BT-20 (triple negative), 
as well as skin fibroblasts. The cell cultures were incubated 
with (P1), doxorubicin, or a combination of the two for 48 
hours. 48 hours after exposure, we performed the MTT test, 
plotted the dose-response curve, and calculated the IC₅₀ value. 
The interaction between doxorubicin and (P1) was studied us-
ing SynergyFinderPlus software with Zero Interaction Potency 
(ZIP).

Results. Compound P1 demonstrated pronounced antipro-
liferative activity against MDA-MB-453, BT-474 and BT-20 
cell cultures, with no significant differences observed between 
them. The IC50 values for compound (P1) were 39.7 ± 2.4 
μmol/L for BT-20, 49.23 ± 5.2 μmol/L for BT-474 and 31.74 
± 3.8 μmol/L for MDA-MB-453. At the same time, the vi-
ability of all three cultures was statistically significantly lower 
under the action of the tested alkaloid than in normal fibro-
blast cultures. Slight synergism between the alkaloid (P1) and 
doxorubicin was observed in the BT-20 culture. In the other 
two cultures, however, the interaction between the two com-
pounds was antagonistic, particularly at (P1) concentrations 
above 22 μmol/L. Even taking into account the correction 
for multiple comparisons, the average viability value in BC 
cultures was statistically significantly lower than in fibroblast 
cultures at compound (P1) concentrations of 22 μmol/L and 
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культуре фибробластов при концентрациях соединения (P1) 
22 мкмоль/л и 44 мкмоль/л, а для культуры MDA-MB453 
и при концентрации 11 мкмоль/л даже с учётом поправки 
на множественное сравнение.

Выводы. Новый индольный алкалоид, выделенный из 
белокопытника, проявляет цитостатическое действие на 
различные культуры клеток рака молочной железы при 
концентрациях выше 22 мкмоль/л и экспозиции 48 ч. Не-
значительный синергизм алкалоида (Р1) с доксорубицином, 
обнаруженный на культуре клеток трижды негативного 
РМЖ ВТ-20, и антагонистическое действие с ним, полу-
ченное на остальных культурах, следует учитывать при 
проведении дальнейших исследований. Исследуемый алка-
лоид можно рассматривать как перспективное соединение 
с потенциальным угнетающим действием на клетки РМЖ.

Ключевые слова: вторичные метаболиты растений; ал-
калоиды; рак молочной железы; Petasites hybridus (L.) G. 
Gaertn., B. Mey. & Scherb
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44 μmol/L, and in MDA-MB453 cultures at a concentration 
of 11 μmol/L.

Conclusion. A new indole alkaloid, isolated from butter-
bur, exhibits a cytostatic effect on various breast cancer cell 
cultures when exposed to concentrations above 22 μmol/L for 
48 hours. Further studies could focus on the slight synergistic 
effect of the alkaloid (P1) with doxorubicin, which was ob-
served in triple-negative BT-20 BC cell cultures, as well as 
the antagonistic effect obtained in other cultures. The alkaloid 
under study can be considered a promising compound with the 
potential to inhibit BC cells.

Keywords: plant secondary metabolites; alkaloids; breast 
cancer; Petasites hybridus (L.) G. Gaertn., B. Mey. & Scherb
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Введение

Рак молочной железы (РМЖ) является наибо-
лее часто диагностируемым раком среди женщин 
и занимает второе место по распространенности 
в глобальном масштабе. Этот тип рака пред-
ставляет собой серьезную проблему для обще-
ственного здравоохранения, так как он диагно-
стируется у миллионов женщин по всему миру. 
Согласно мировой статистике, в 2022 году 31 % 
женщин столкнулись с диагнозом РМЖ, а уро-
вень смертности достиг 21 % [1]. В настоящее 
время стандартные методы терапии РМЖ вклю-
чают хирургическое вмешательство, радиотера-
пию и химиотерапию [2]. Химиотерапия играет 
важную роль в лечении этого заболевания, и од-
ним из наиболее часто используемых препаратов 
является доксорубицин. Этот препарат с проти-
воопухолевой активностью входит в схемы лече-
ния РМЖ [3]. Однако его применение сопряже-
но с определенными рисками. Среди серьезных 
побочных эффектов выделяют кардиотоксич-
ность, которая может привести к повреждению 
сердечной мышцы, и развитие лекарственной 
резистентности, что затрудняет дальнейшее ле-
чение. В связи с этим продолжаются исследова-
ния, направленные на поиск более безопасных и 
эффективных альтернативных методов терапии, 
которые могли бы минимизировать побочные 
эффекты и улучшить прогноз для пациенток 
с РМЖ [4]. Исследования демонстрируют, что 
использование комбинации природных соедине-
ний в качестве химиосенсибилизаторов вместе 
с традиционной химиотерапией может снизить 

токсичность и повысить эффективность терапии 
РМЖ [5]. Химиосенсибилизатор — это соедине-
ние, которое увеличивает чувствительность опу-
холевых клеток к химиотерапии, позволяя при-
менять более низкие дозы препаратов и снижая 
риск побочных эффектов [6]. Одним из типов 
химиосенсибилизаторов могут быть вторичные 
метаболиты растений (ВМР), включая флавоно-
иды, алкалоиды, терпены и фенольные соеди-
нения [7, 8]. ВМР представляют собой важный 
объект исследования в области онкологии. Их 
многообразие и различные механизмы действия 
открывают новые возможности для разработки 
эффективных методов лечения РМЖ. Тем не ме-
нее, необходимы дальнейшие исследования для 
подтверждения их клинической эффективности 
и безопасности [4].

Соединение (Р1), которое мы тестировали в 
нашем исследовании, относится к индольным 
алкалоидам и родственно по структуре алкало-
идам, выделяемым из растений рода Corynanthe 
sp., которые обладают анальгезирующим и про-
тивовоспалительным свойствами [7] (рис. 1). 

Рис. 1. Структурная формула соединения (P1) из Petasites 
hybridus (L.) G. Gaertn., B. Mey. & Scherb

Fig. 1. Structural formula of the compound (P1) obtained from 
Petasites hybridus (L.) G. Gaertn., B. Mey. & Scherb
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Нами описано повреждающее действие 
данного соединения на культуры клеток рака 
поджелудочной железы и немелкоклеточной 
аденокарциномы лёгкого [9]. Предыдущие ис-
следования продемонстрировали способность 
других индольных алкалоидов также ингиби-
ровать пролиферацию опухолевых клеток и 
вызывать апоптоз, что делает соединение (Р1) 
перспективным кандидатом для дальнейшего из-
учения в контексте противоопухолевой терапии 
[10, 11]. В исследовании Woo et al., (2016) было 
показано, что при сочетании доксорубицина с 
соединениями ряда ВМР достигается синергети-
ческий эффект в виде повышения цитотоксиче-
ского действия по сравнению с использованием 
каждого из них по отдельности [12].

Синергизм в противоопухолевой терапии 
имеет несколько ключевых аспектов. Во-первых, 
комбинирование препаратов с различными ме-
ханизмами действия может значительно повы-
сить эффективность лечения, усиливая ингиби-
рование опухолевого роста и метастазирования. 
Во-вторых, использование меньших доз каждо-
го препарата в комбинации позволяет снизить 
токсичность и уменьшить побочные эффекты, 
что важно для поддержания качества жизни 
пациентов. Наконец, синергетические комбина-
ции могут помочь преодолеть лекарственную 
резистентность, часто возникающую при моно-
терапии [13]. В литературе есть данные о воз-
можности индукции синергизма при совместном 
применении цитостатиков и ВМР: например, в 
исследовании Sarkar et al. (2023) показано, что 
комбинация куркумина и доксорубицина при-
водит к значительному увеличению индукции 
апоптоза по сравнению с использованием только 
доксорубицина [14, 15]. Цель исследования — 
изучить действие нового индольного алкалоида, 
выделенного из белокопытника, на культуры по-
стоянных линий РМЖ.

Материалы и методы 

Исследуемое соединение было выделено из 
Petasites hybridus (L.) G. Gaertn., B. Mey. & 
Scherb. с использованием тетрахлорэтилена и 
идентифицировано как индольный алкалоид с 
рабочим названием Р1 с помощью высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии и ядерного 
магнитного резонанса, аналогично методике, 
опубликованной нами ранее [5]. После очистки 
алкалоид растворяли в ДМСО (Биолот, Россия) 
для получения стокового раствора с концентра-
цией 8,8 ммоль/л. В исследованиях с доксоруби-
цином в качестве стокового раствора применяли 
препарат Доксорубицин-ЛЭНС® (50 мг/25 мл).

Клеточные линии РМЖ человека MDA-MB453 
(ER−, PR−, HER2+), BT-474 (ER+, PR+, HER2+) 

и BT-20 (ER-, PR-, HER2-) были получены из 
коллекции культур клеток позвоночных ФГБУН 
Институт цитологии РАН (г. Санкт-Петербург). 
Культуры поддерживали в среде полной пита-
тельной среде (ППС) на основе среды DMEM 
(глюкоза 25 ммоль/л) (Servicebio, Китай) с до-
бавлением 10 % фетальной телячьей сыворотки 
(FBS) (Hyclone, США), 1 % пенициллина-стреп-
томицина (Биолот, Россия) и 1 % глутамина 
(Биолот, Россия) и инкубировали при 37°C и 
содержании CO2 5,0 %.

Нормальные фибробласты, взятые в качестве 
неопухолевой (контрольной) культуры, были 
получены из кожи, удаленной при мастэктомии, 
проведенной по поводу лечения РМЖ в отде-
лении опухолей костей, кожи и мягких тканей 
ФГБУ «НМИЦ онкологии» г. Ростова-на-Дону. 
После получения из операционной образец под-
вергали ферментации в растворе коллагеназы I 
типа (300 ед/мл) (ПанЭко, Россия) в течение 1 
часа при 37 °C. Полученную клеточную суспен-
зию дважды отмывали в среде DMEM (глюкоза 
25 ммоль/л) (Servicebio, Китай) и высаживали 
на культуральный флакон. Далее культуру фи-
бробластов выращивали в среде DMEM (глюко-
за 25 ммоль/л) (Servicebio, Китай) с добавлени-
ем 20 % фетальной телячьей сыворотки (FBS) 
(Hyclone, США), 1 % гентамицина (Биолот, Рос-
сия) и 1 % глутамина (Биолот, Россия) и инку-
бировали при 37 °C и содержании CO2 5,0 %.

Для оценки влияния исследуемого индольно-
го алкалоидного соединения (P1) на состояние 
культур клеток использовали MTT-тест. Клетки 
высаживали в 96-луночные планшеты (5 × 10^3 
клеток на лунку) в 100 мкл ППС. После адгезии 
клеток ко дну планшета среду заменяли на ППС 
с добавлением тестируемых соединений в серии 
двукратных разведений: Р1 от 44 мкмоль/л до 
0,17 мкмоль/л, доксорубицин от 15 мкмоль/л до 
0,06 мкмоль/л, а также их сочетаний. Каждый 
вариант опыта ставили в 8 повторах. Клетки 
инкубировали в течение 48 ч, после чего про-
водили МТТ тест по стандартной методике [16]. 
Жизнеспособность клеток определяли, как от-
ношение оптической плотности при 540 нм в 
опытных лунках к значению этого показателя в 
контрольных лунках, выраженное в процентах. 
Каждый эксперимент ставили 3 раза. Статисти-
ческую обработку результатов проводили в ПО 
MS Excel. Результаты приведены, как среднее 
значение ± SD. Достоверность разницы между 
средними значениями жизнеспособности опре-
деляли с помощью t критерия Стьюдента с учё-
том поправки Бонферрони.

Построение кривых доза-ответ и определе-
ние показателя половинной ингибирующей кон-
центрации IC50 производили с помощью онлайн 
инструмента IC50 Calculator («Quest Database™ 
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Common Enzymes/Proteins and Their Inhibitors.» 
AAT Bioquest, Inc., 14 Feb. 2025, https://www.
aatbio.com/data-sets/common-enzymes-proteins-
and-their-inhibitors).

Методы определения синергизма препаратов 
в онкологии являются многообразными и вклю-
чают как in vitro, так и in vivo подходы, а также 
клинические исследования [15]. В данной работе 
для изучения взаимодействия между доксоруби-
цином и (P1) мы использовали вычислительные 
методы, основанные на модели, предполагающей 
нулевую эффективность взаимодействия (Zero 
interaction potency, ZIP). Эта модель является 
дальнейшим развитием подхода, заложенного в 
моделях независимого взаимодействия Блисса и 
аддитивности Лоу. Оценка взаимодействия ле-
карств по модели ZIP происходит путем сравне-
ния изменений в силе кривых доза-ответ между 
отдельными и комбинированными лекарствами. 
Предполагается, что лекарства независимы и не 
взаимодействуют друг с другом при комбиниро-
вании, что приводит к минимальным изменени-
ям в их кривых доза-ответ при комбинировании 
[17]. Определение уровня синергии между ис-
следуемым соединением (P1) и доксорубицином 
с использованием модели ZIP проводили с по-
мощью онлайн инструмента SynergyFinderPlus 
(https://synergyfinderplus.org/). 

Результаты 

Результаты представлены на рис. 2-4. Как 
видно из рис. 2, алкалоид (Р1) проявляет специ-
фическое дозо-зависимое антипролиферативное 
действие в отношении всех трех исследованных 
культур злокачественных клеток. Среднее значе-

ние жизнеспособности в культурах РМЖ было 
статистически значимо ниже, чем в культуре 
фибробластов при концентрациях соединения 
(P1) 22 мкмоль/л и 44 мкмоль/л, а для культуры 
MDA-MB453 и при концентрации 11 мкмоль/л 
даже с учётом поправки на множественное 
сравнение (рис. 2). Кроме того, выявлены до-
стоверные различия в жизнеспособности под 
действием (Р1) культур РМЖ между собой. Так, 
наиболее подверженной действию (Р1) при его 
концентрациях 22 и 44 мкмоль/л оказалась куль-
тура MDA-MB453.

Результаты исследования соединения (P1) в 
МТТ-тесте продемонстрировали его выражен-
ную антипролиферативную активность в от-
ношении всех трех клеточных культур РМЖ, 
которые, однако, не показали значительных 
различий чувствительности к тестируемому 
алкалоиду: половинная ингибирующая концен-
трация (Р1) составила 39,7 ± 2,4 мкмоль/л для 
культуры BT-20, 49,23 ± 5,2 мкмоль/л для BT-
474 и 31,74 ± 3,8 мкмоль/л для MDA-MB-453 
(рис. 3). Вместе с тем, цитостатическая актив-
ность соединения (P1) была значительно ниже, 
чем у доксорубицина, чувствительность к кото-
рому разных линий варьировала в более широ-
ких пределах (IC50BT-20=0,51 ± 0,04 мкмоль/л, 
IC50BT-474=10,4 ± 1,8 мкмоль/л и IC50MDA-
MB-453=0,94 ± 0,1 мкмоль/л).

Исследование характера взаимодействия двух 
препаратов осуществлялось путём определения 
показателя оценки синергии (synergy score, SS), 
рассчитываемого в ПО SynergyFinderPlus [18]. 
Положительные значения SS выше 10 свиде-
тельствуют о значительной синергии между 
тестируемыми соединениями, отрицательные 

Рис. 2. Антипролиферативное действие алкалоида P1 в отношении культур РМЖ MDA-MB453, BT-474 и BT-20 и фибробластов 
подкожной клетчатки. *  Различия между средними значениями достоверны, p < 0.05 

Fig. 2. The antiproliferative effect of alkaloid P1 on BC cell lines (MDA-MB-453, BT-474, and BT-20) and subcutaneous tissue fibroblasts. * 
Differences between mean values are significant (p < 0.05)
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значения меньше -10, напротив, говорят о вы-
раженном антагонизме между ними, значения от 
-10 до 10 Zheng и соавт. рекомендуют интер-
претировать, как свидетельство об аддитивном 
взаимодействии двух соединений [18].

Исследование совместного действия соедине-
ния (P1) и доксорубицина показало, что данный 
алкалоид обладает, скорее, потенциалом антаго-
нистического действия при его одновременном 
применении с доксорубицином. Показатель SS 
лежал в области отрицательных значений для 
всех трёх исследованных культур (рис. 4). При 
этом на культуре ВТ-20 картина сочетания двух 
соединений свидетельствовала скорее об адди-

тивном взаимодействии, так как средний пока-
затель SS был слабо отрицательным и равнялся 
-2,66 (p=4,57*10-7). В том же диапазоне концен-
траций на культуре MDA-MB-453 антагонизм 
(Р1) и доксорубицина усиливается (средний 
SSMDA-MB-453= -8,23, p=3,65*10-18), что особенно 
заметно при высоких концентрациях алкалоида, 
где значения SS опускаются ниже -17. Наконец, 
на культуре ВТ-474 был продемонстрирован 
наиболее высокий антагонизм двух соединений, 
особенно выраженный, начиная от концентрации 
исследуемого алкалоида равной 22 мкмоль/л, где 
SS опускаются ниже -20 при среднем SSВТ-474= 
-14,98 (p=7,87*10-7) (рис. 4).

Рис. 3. Цитостатическая активность соединения P1 в отношении клеточных культур РМЖ MDA-MB453, BT-474 и BT-20 
в сравнении с доксорубицином 

Fig. 3. Cytostatic activity of compound P1 against breast cancer cell cultures MDA-MB453, BT-474 and BT-20 in comparison  
with doxorubicin
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Обсуждение

В ходе проведенного исследования было оце-
нено действие индольного алкалоида (P1), вы-
деленного из белокопытника, на культуры зло-
качественных клеток РМЖ различных линий и 
фибробластов кожи и показано, что при концен-

трациях 22 мкмоль/л и 44 мкмоль/л цитотоксич-
ность P1 в отношении злокачественных клеток 
всех трех линий РМЖ была выше, чем в от-
ношении фибробластов. Это свидетельствует о 
селективном действии соединения (P1), что мо-
жет минимизировать повреждение нормальных 
клеток при применении данного алкалоида.

Рис. 4. Цитостатическое действие доксорубицина и алкалоида Р1 на клетки культур рака молочной железы при совместном 
применении и показатель оценки синергии для сочетания двух тестируемых соединений

Fig. 4. The cytostatic effect of doxorubicin and alkaloid P1 on BC cell cultures when used together, and the synergy assessment index for 
the combination of the two compounds tested
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Возможные механизмы, объясняющие бо-
лее высокую цитотоксическую активность (P1) 
в отношении злокачественных клеток, могут 
включать различия в метаболизме, экспрессии 
целевых молекул или молекулярных путей, 
вовлеченных в апоптоз [19]. Например, злока-
чественные клетки могут иметь повышенные 
уровни определенных рецепторов CD95, EGFR 
и HER2 или ферментов, таких как циклоокси-
геназа-2 (COX-2), глутатион-S-трансфераза, ко-
торые активируют P1, делая опухолевые клетки 
более чувствительными к индукции апоптоза 
под действием этого соединения [20]. Сравнение 
соединения (P1) с другими ВМР показывает, что 
(P1) также может действовать через различные 
механизмы, включая индукцию окислительного 
стресса и активацию путей, связанных с кле-
точной смертью [4]. Например, Luo et al. (2022) 
показали, что экстракты растений, содержащие 
алкалоиды, полифенолы, терпеноиды, способны 
ингибировать пролиферацию и вызывать апоп-
тоз клеток РМЖ через активацию каспаз и по-
давление сигнальных путей, связанных с выжи-
ванием клеток [21]. 

Исследованное нами взаимодействие алка-
лоида (P1) и доксорубицина оказалось разно-
направленным при использовании различных 
клеточных культур РМЖ. Только в культуре 
BT20 наблюдалось аддитивное взаимодей-
ствие, в то время как в культурах MDA-
MB-453 и BT474 фиксировалось явное анта-
гонистическое взаимодействие, максимальное 
в последнем случае. Такие различия могут 
быть связаны с особенностями клеточной ли-
нии и изменениями в сигнальных путях. В ли-
тературе отмечено, что линия MDA-MB-453, 
в отличие от ряда других, чувствительна к 
индольному алкалоиду гирсутеин, и ее чув-
ствительность соответствует установленной 
нами для алкалоида (Р1) [22]. Интересно, что 
в нашем исследовании линия BT474 проявила 
наименьшую по сравнению с остальными чув-
ствительность к доксорубицину, и именно на 
ней было показано наиболее выраженное анта-
гонистическое действие доксорубицина и рас-
тительного алкалоида. В исследовании Ghosh 
et al., (2020), где также оценивалось влияние 
комбинации доксорубицина и растительного 
алкалоида (винкристина), на клеточные линии 
рака молочной железы, было показано, что 
при определенных концентрациях винкристин 
синергетически усиливал эффект доксоруби-
цина, но при высоких концентрациях наблюда-
лось антагонистическое взаимодействие [23]. 
Взаимодействие между препаратами может за-
висеть от множества факторов, включая дозу, 
время введения и молекулярные характеристи-
ки опухоли [15]. 

Таким образом, несмотря на обнадеживаю-
щие результаты, для более глубокого понима-
ния механизмов действия соединения (P1), его 
фармакокинетики и потенциальных взаимодей-
ствий с другими препаратами необходимы даль-
нейшие исследования. Тем не менее, его можно 
рассматривать как перспективное соединение с 
потенциальным угнетающим действием на клет-
ки РМЖ.

Выводы

Новый индольный алкалоид, выделенный из 
белокопытника, проявляет цитостатическое дей-
ствие на различные культуры клеток РМЖ, про-
исходящие из люминальных, HER2+ и трижды 
негативных опухолей при концентрациях выше 
22 мкмоль/л и экспозиции 48 ч.

Незначительный синергизм алкалоида (Р1) с 
доксорубицином был обнаружен только на куль-
туре клеток трижды негативного РМЖ ВТ-20, 
на остальных культурах отмечено антагонисти-
ческое действие с ним, что следует учитывать 
при проведении дальнейших исследований. 
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