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Відомо, що інсулін є головним анаболічним гор-
моном, який сприяє проліферації пухлинних клі-
тин. До мітогенних відносять довгострокові ефек-
ти гормону, які реалізуються на генетичному рів-
ні за рахунок індукції експресії ряду специфічних 
генів, стимуляції синтезу ДНК і білків, що при-
зводять до посилення клітинного росту [1]. Окрім 
того, інсулін здатний посилювати дію деяких фак-
торів росту. Мітогенна дія інсуліну реалізується че-
рез складний ланцюг сигнальних подій: активацію 
протеїнкінази, залежної від циклічного аденозин-
монофосфату (цАМФ), фосфорилювання і активу-
вання фактора транскрипції в ядрі, індукцію екс-

пресії цАМФ-залежних генів, що в підсумку при-
зводить до стимуляції клітинної проліферації [2].

Проліферативна активність злоякісно трансфор-
мованих клітин — одна з ключових характеристик 
біологічних властивостей пухлин, що зумовлює ак-
тивний пошук маркерів, які можуть бути викорис-
тані для об’єктивізації проліферативного потенціа-
лу клітин. Для цих цілей в онкології широко засто-
совуються моноклональні антитіла (МкАт) Ki-67 і 
MIB-1, які виявляють різні епітопи одного антиге-
ну — Ki-67. Ki-67 широко використовується як мар-
кер проліферації клітин і його експресію визнача-
ють у злоякісно трансформованих клітинах майже 
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ВПЛИВ ІНСУЛІНУ 
НА ПРОЛІФЕРАТИВНУ 
АКТИВНІСТЬ КЛІТИН РАКУ 
МОЛОЧНОЇ ТА ПЕРЕДМІХУРОВОЇ 
ЗАЛОЗИ ЛЮДИНИ РІЗНОГО 
СТУПЕНЯ ЗЛОЯКІСНОСТІ IN VITRO
Мета: з’ясувати вплив інсуліну на проліферативну активність клітин лі-
ній раку молочної залози (РМЗ) та раку передміхурової залози (РПЗ) лю-
дини різного ступеня злоякісності в експериментальній системі in vitro. 
Об’єкт і методи: у дослідженнях використані клітини ліній РМЗ (T47D, 
MDA-MB-231, ВСС/Р, BC/ML) та РПЗ людини (LNCap, Du-145, PC-3) 
різного ступеня злоякісності. Визначення показників експресії ядерних ан-
тигенів проліферуючих клітин ІРО-38 та Кі-67 проводили за допомогою 
непрямого варіанта імунофлуоресцентного метода на проточному цито
флуориметрі Beckman Coulter DxFLEX із наступною обробкою результа-
тів за допомогою програми CytExpert for DxFLEX. Вплив інсуліну на пролі-
феративну активність клітин ліній РМЗ та РПЗ оцінювали за показни-
ком рівня експресії ІРО-38 після 72 год культивування клітин із інсуліном 
у концентрації 0,02 мкг/мл, яка відповідає його фізіологічній концентра-
ції, та 0,5, 2 і 5 мкг/мл, за яких у середовищі культивування клітин ство-
рювали умови гіперінсулінемії. Результати: встановлено, що інсулін у кон-
центрації 0,02 мкг/мл підвищує проліферативну активність клітин ліній 
низького ступеня злоякісності T47D люмінального А підтипу РМЗ і чут-
ливої до дії андрогену лінії РПЗ LNCap у 1,5 та 2,6 разів відповідно. Не ви-
явлено достовірних змін проліферативного потенціалу клітин ліній висо-
кого ступеня злоякісності РМЗ (MDA-MB-231, ВСС/Р, BC/ML) і РПЗ 
(Du-145). За умов гіперінсулінемії у клітинах РПЗ ліній низького ступеня 
злоякісності LNCap достовірно зростає рівень експресії ІРО-38, тоді як 
у клітинах високого ступеня злоякісності Du-145 і PC-3 показники екс-
пресії ІРО-38 достовірно не відрізнялися від таких у групі контролю. Від-
мічено зниження проліферативної активності клітин РМЗ люмінального 
А підтипу T47D, тоді як клітини базального підтипу мали тенденцію до її 
зростання лише при культивуванні з інсуліном у концентрації 5 мкг/л. Ви-
сновок: проліферативна активність клітин РМЗ та РПЗ за умови дії ін-
суліну залежить від ступеня їх злоякісності та концентрації інсуліну в се-
редовищі культивування.
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всіх локалізацій та при деяких гематологічних зло-
якісних новоутвореннях [3, 4]. Оскільки Ki-67 екс-
пресований в  клітинах на  всіх стадіях клітинного 
циклу, окрім G0 та ранньої G1, позитивна реакція 
на цей антиген, як правило, корелює з агресивніс-
тю пухлин. Ki-67 розглядається як потенційний про-
гностичний маркер для пухлин молочної залози [5], 
раку передміхурової залози [6], нирки [7], сечового 
міхура [8], легені [9], а також для астроцитом [10], 
лімфом з  клітин мантійної зони [11], та багатьох 
інших злоякісних новоутворень. Ядерний антиген 
проліферуючих клітин ІРО-38 експресується в клі-
тинах, що перебувають на тих же стадіях клітинно-
го циклу, що і Кі-67 та, крім того, в ранній G1-фазі 
клітинного циклу [12]. Наразі доведено значимість 
цього маркера не тільки для оцінки відсотка пролі-
феруючих клітин, але і його прогностичну цінність 
при злоякісних лімфопроліферативних захворюван-
нях, злоякісних пухлинах молочної залози та раку 
шлунка [13–15].

Дослідження щодо залучення інсуліну до регу-
ляції проліферативної активності пухлинних клі-
тин були розпочаті у 70-х роках минулого століт-
тя на модельних системах in vivo. Ці дослідження 
показали, що фізіологічні концентрації інсуліну 
стимулюють проліферацію клітин раку молочної 
залози (РМЗ), а його депривація призводить до її 
інгібування [16]. У більш пізніх дослідженнях було 
доведено, що клітини лінії MCF-7 за умов дефіци-
ту інсуліну не індукують ріст пухлини in vivo [17]. 
Сучасний стан проблеми щодо вирішення участі 
інсуліну в регуляції проліферативного потенціалу 
злоякісних клітин включає обов’язкове розуміння 
їх біологічних характеристик. Тому метою роботи 
було з’ясування впливу інсуліну на проліферативну 
активність клітин ліній РМЗ та раку передміхурової 
залози (РПЗ) людини різного ступеня злоякісності 
в експериментальній системі in vitro.

ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
У  дослідженнях використані клітини ліній 

РПЗ  — LNCap, Du-145, PC-3  — та РМЗ людини 
(РМЗ)  — T47D, MDA-MB-231, які внесені у  ре-
єстр Міжнародного банку клітинних ліній АТСС 
(American Type Culture Collection). Також об’єктами 
дослідження були клітини нових ліній РМЗ люди-
ни — ВСС/Р і BC/ML, отримані і охарактеризова-
ні в Інституті експериментальної патології, онколо-
гії і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького Національної 
академії наук (НАН) України, а згодом паспортизо-
вані та депоновані в банку клітинних ліній з тканин 
людини та тварин Інституту експериментальної па-
тології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького 
НАН України. Загальна характеристика зазначених 
клітинних ліній представлена в табл. 1. Усі клітин-
ні лінії культивували у середовищі ІMDM (BioWest, 
France) з 20% ембріональної сироватки телят (FВS) 
(BioWest, France) та 100 мкг/мл суміші антибіотиків 

(пеніцилін/стрептоміцин) (BioWest, France) за 37 оС 
в атмосфері 5% СО2.

Для з’ясування можливого впливу інсуліну 
на  експресію ядерного антигена проліферуючих 
клітин ІРО-38 клітини ліній РПЗ та РМЗ, за ви-
нятком ВСС/Р і BC/ML, інкубували з інсуліном 
(Lilly, France) у концентрації 0,02 та 2,0 мкг/мл. 
Для клітин ВСС/Р і BC/ML використовували на-
ступні концентрації інсуліну — 0,02, 0,5 та 5,0 мкг/
мл. Попередньо клітини в концентрації 0,4•106/
лунку висаджували у лунки 6-лункового планшета 
в 5 мл поживного середовища, після 24 год куль-
тивування середовище заміщували на 5 мл ІMDM 
з 1% FВS та 100 мкг/мл суміші антибіотиків (пе-
ніцилін/стрептоміцин), до якого додавали необ-
хідну кількість інсуліну. Після 72 год культивуван-
ня проводили цитофлуориметричне дослідження 
експресії ІРО-38.

Таблиця 1
Характеристика клітинних ліній РМЗ та РПЗ

Назва
лінії Походження Гістологічний

тип

Молекулярно-
біологічна харак-

теристика
РМЗ
T49D Плевральний 

ексудат
Інфільтруюча про-
токова карцинома

Люмінальний А
молекулярний під-
тип

MDA-
MB-231

Плевральний 
ексудат

Аденокарцинома Базальний молеку-
лярний підтип

ВСС/Р Плевральний 
ексудат

Аденокарцинома Базальний молеку-
лярний підтип

BC/ML Плевральний 
ексудат

Аденокарцинома Базальний молеку-
лярний підтип

Рак передміхурової залози
LNCap Метастаз 

у лімфатичний 
вузол

Аденокарцинома Андроген-чутлива, 
неметастазуюча

Du 145 Метастаз у го-
ловний мозок

Аденокарцинома Андроген нечутли-
ва, метастазуюча

PC-3 Метастаз 
у кістки

Дрібноклітинна 
нейроендокринна 
карцинома

Андроген-нечутли-
ва, метастазуюча

Для визначення експресії ІРО-38, а також ядер-
ного антигену проліферуючих клітин Кі-67 клі-
тини попередньо фіксували 2% розчином пара-
формальдегіду з  наступною пермеабілізацією клі-
тин 0,2% Tween-20%. Експресію ІРО-38 визначали 
з  використанням первинних мишачих МкАт ан-
ти-ІРО-38 (Інституті експериментальної патоло-
гії, онкології і радіобіології ім. Р.Є.  Кавецького 
НАН України) та F(ab)2-фрагментів імуноглобулі-
нів кози проти імуноглобулінів миші, мічених FITC 
(DAKOCytomation, USA). Експресію Кі-67 — за до-
помогою первинних МкАт кроля анти-Кі-67 (клон 
SP-6, BioSystem, Spain) та імуноглобулінів віслюка, 
мічених Alexa Fluor 488, проти імуноглобулінів кро-
ля (TermoFisher, USA).

Рівень експресії та кількість клітин, що екс-
пресують IPO-38 та Кі-67, визначали на  проточ-
ному цитофлуориметрі Beckman Coulter DxFLEX 
з наступною обробкою результатів за  допомогою 
програми CytExpert for DxFLEX. Рівні експресії 
IPO-38 та Кі-67 оцінювали за показником індексу 
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GeoMFI  — співвідношення середньої геометрич-
ної інтенсивності флуоресценції клітин (GeoMean), 
що взаємодіяли з антитілами до антигену із GeoMean 
флуоресценції клітин ізотипового контролю. Досто-
вірність відмінностей оцінювали на підставі крите-
рію Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Враховуючи, що експресія ІРО-38, на  відміну 

від  Кі-67, виявляється в  клітинах, що знаходять-
ся в  ранній G1-фазі клітинного циклу, ми вважа-
ли за необхідне порівняти показники експресії цих 
маркерів в клітинах ліній РМЗ та РПЗ з урахуванням 
ступеня злоякісності досліджуваних клітин, який 
було визначено в попередніх дослідженнях [18–20].

Аналіз показників експресії ІРО-38 в  клітинах 
ліній РМЗ показав, що як рівень експресії, так і 
кількість ІРО-38+-клітин були достовірно вищи-
ми у  клітинах базального молекулярного підти-
пу  — ВСС/Р, BC/ML та MDA-MB-231 порівняно 
з таким у клітинах люмінального А підтипу — T49D 
(р <0,05) (табл. 2). Щодо Кі-67, то, подібно ІРО-38, 
така закономірність також відслідковувалася, тоб-
то у клітинах низького ступеня злоякісності рівень 
експресії та кількість Кі-67+-клітин були достовір-
но меншими, ніж у клітинах високого ступеня зло-
якісності (р <0,05).

Серед досліджуваних клітин РПЗ найвищі по-
казники експресії як ІРО-38, так і Кі-67 виявле-
но у клітинах Du-145. Найменший проліфератив-
ний потенціал за показниками ІРО-38 і Кі-67 вияв-
лено у клітинах РС-3. Загалом, як у клітинах ліній 
РМЗ, так і РПЗ кількість ІРО-38+-клітин та рівень 
експресії ІРО-38 були вищими за  показники Кі-
67. Слід зазначити, що у клітинах BCC/P, BC/ML 
та Du-145 досліджувані показники експресії ІРО-
38 вдвічі перевищували такі Кі-67, тоді як у інших 
клітинних лініях різниця була не на стільки вира-
женою (табл.  2). Таким чином, дослідження екс-
пресії ІРО-38 дозволяє більш об’єктивно визначити 
пул проліферуючих клітин і тому наші дослідження 
щодо впливу інсуліну на проліферативну активність 
клітин надалі були зосереджені на оцінці показни-
ків ІРО-38.

Таблиця 2
Рівень експресії та кількість клітин, що експресують ІРО-38 та 

Кі-67, в клітинах ліній РМЗ та РПЗ

Лінія клітин
Кількість позитивних 

клітин (%)
GeoMFI антигена 

(у.о.)
ІРО38 Кі-67 ІРО38 Кі-67

РМЗ
T49D 31,0 ± 2,2 21,0 ± 2,7 1,9 ± 0,2 1,4 ± 0,1
MDA-MB-231 54,1 ± 3,2 50,0 ± 3,3 2,5 ± 0,2 1,8 ± 0,1
BCC/P 83,1 ± 4,2 42,0 ± 4,3 6,2 ± 0,2 3,1 ± 0,1
BC/ML 88,4 ± 4,2 37,0 ± 4,3 4,7 ± 0,5 1,9 ± 0,3
РПЗ
LNCap 37,0 ± 3,2 31,0 ± 2,2 2,1 ± 0,4 1,5 ± 0,2
Du-145 85,0 ± 4,2 45,0 ± 3,2 4,4 ± 0,3 2,4 ± 0,4
PC-3 18,1 ± 1,2 15,0 ± 1,3 1,7 ± 0,1 1,3 ± 0,2

Згідно з отриманими результатами, клітини лі-
ній РПЗ відрізнялися за характером проліфератив-

ної відповіді як на фізіологічну концентрацію інсу-
ліну (0,02 мкг/мл), так і концентрацію, яка відпо-
відає стану гіперінсулінемії (2,0 мкг/мл). Найбільш 
чутливими до модуляції проліферативної активнос-
ті інсуліном виявилися клітини лінії LNCap низь-
кого ступеня злоякісності. Уже за концентрації ін-
суліну 0,02 мкг/мл рівень експресії ІРО-38 зростав 
у  2,6 разу (р<0,05) у  порівнянні з  контролем. За-
уважимо, що це значення експресії ІРО-38 є ви-
щим, ніж відповідне за умов гіперінсулінемії (4,9 та 
4,6 відповідно) (рис. 1).
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Рис. 1. Рівень експресії ІРО-38 в клітинах РПЗ після куль-
тивування з інсуліном. *р <0,05 порівняно з контролем

У клітинах РПЗ лінії РС-3 високого ступеня зло-
якісності нам вдалося відстежити подібну тенден-
цію в зміні показників проліферативної активнос-
ті, як і у клітинах LNCap, проте після культивування 
з інсуліном у концентрації 0,02 мкг/мл рівень екс-
пресії ІРО-38 в клітинах РС-3 зростав лише на 46%, 
відносно контролю, що у 5,7 разів менше за відпо-
відний показник клітин LNCap (див. рис.  1). Ви-
сокі концентрації інсуліну достовірно не  вплива-
ли на зміну показника проліферативної активності 
клітин РС-3 порівняно з таким за фізіологічної кон-
центрації інсуліну, проте прослідковувалася тенден-
ція до зниження рівня експресії ІРО-38 (р >0,05).

Культивування клітин лінії Du-145 високо-
го ступеня злоякісності з інсуліном у концентрації 
0,02 мкг/мл не змінювало їх проліферативної актив-
ності. Лише за умов гіперінсулінемії рівень експре-
сії ІРО-38 зростав на 12% у порівнянні з контролем.

У  серії відповідних експериментів з  клітинами 
ліній РМЗ вдалося встановити ряд закономірнос-
тей. За умов культивування клітинних ліній із фізіо
логічною концентрацією інсуліну рівень експресії 
ІРО-38 достовірно зростав лише в  клітинах люмі-
нального підтипу T49D (із 1,7 до 2,6), тоді як клі-
тини базального підтипу достовірно не змінювали 
свій проліферативний потенціал (рис. 2, 3). У разі 
культивування клітин РМЗ за  наявності інсуліну 
в  концентраціях, які перевищують нормальні фі-
зіологічні — 2,0 та 5,0 мкг/мл, виявлено тенденцію 
до зростання рівня експресії ІРО-38 у клітинах РМЗ 
найбільш високого ступеня злоякісності – ВСС/Р, 
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BC/ML та MDA-MB-231 у порівнянні з контролем. 
Лише у клітинах люмінального підтипу T49D екс-
пресія ІРО-38 зменшувалася і становила 1,4 порів-
няно з 1,7 у контрольних клітинах.

Отже, за  умови фізіологічного вмісту інсуліну 
в поживному середовищі достовірно зростає пролі-
феративна активність клітин ліній РМЗ та РПЗ низь-
кого ступеня злоякісності, тоді як у клітинах висо-
кого ступеня злоякісності достовірних змін у пролі-
феративному потенціалі клітин не виявлено. Проте 
при культивуванні клітин ліній РМЗ та РПЗ із інсу-
ліном у концентраціях, які зумовлюють гіперінсулі-
немію, рівень експресії ІРО-38 статистично досто-
вірно зростає у клітинах ліній і низького, і високого 
ступеня злоякісності РПЗ та має тенденцію до зрос-
тання у клітинах ліній РМЗ базального молекуляр-
ного підтипу, тоді як у клітинах люмінального А мо-
лекулярного підтипу відмічено зниження проліфе-
ративного потенціалу.
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Рис. 2. Рівень експресії ІРО-38 в клітинах РМЗ після куль-
тивування з інсуліном. *р <0,05 порівняно з контролем
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Рис. 3. Рівень експресії ІРО-38 в клітинах РМЗ базально-
го молекулярного підтипу після культивування з інсулі-
ном. *р <0,05 порівняно з контролем

Таким чином, в експериментальних досліджен-
нях in vitro показано, що інсулін-опосередковані від-
мінності у проліферативній активності клітин ліній 
РПЗ та РМЗ різного ступеня злоякісності є дозоза-
лежними. Отримані дані підтверджують, що баланс 

інсуліну є вкрай важливим для попередження роз-
витку і прогресії захворювання.

ВИСНОВКИ
1. У клітинах ліній РМЗ (T47D, MDA-MB-231, 

ВСС/Р та BC/ML) та РПЗ (LNCap, Du-145, PC-3) 
рівень експресії ІРО-38 вищий, ніж рівень експре-
сії Кі-67, що може бути пояснено експресією ІРО-
38 впродовж усіх стадій клітинного циклу, окрім G0, 
а також ранній G1-фазі клітинного циклу.

2. Встановлено відмінності у  проліферативній 
активності клітин ліній РПЗ in vitro, опосередко-
ваній інсуліном, за показником експресії ядерного 
антигену проліферуючих клітин ІРО-38. Найбільш 
чутливими до модуляції проліферативної активнос-
ті під впливом фізіологічної концентрації інсуліну 
(0,02 мкг/мл) виявилися чутливі до  дії андрогенів 
клітини лінії LNCap, у яких рівень експресії ІРО-
38 зростав у 2,6 раза (р <0,05). У клітинах високого 
ступеня злоякісності лінії Du-145 не виявлено змін 
у експресії ІРО-38, а у клітинах РС-3 — підвищен-
ня даного показника лише на 46%. Висока концен-
трація інсуліну (2,0 мкг/мл) опосередковувала до-
стовірне зростання показника проліферуючих клі-
тин ІРО-38 лише у клітинах LNCap.

3. Виявлено статистично достовірне підвищен-
ня рівня експресії ІРО-38 за  умови фізіологічної 
концентрації інсуліну в клітинах РМЗ люмінально-
го А молекулярного підтипу лінії T47D у 1,5 раза та 
відсутність достовірних змін у показниках експре-
сії даного маркера у клітинах базального молекуляр-
ного підтипу — MDA-MB-231, BC/ML, BCC/P. Ін-
сулін у концентраціях, які перевищують фізіологіч-
ні, достовірно не впливає на зміни рівня експресії 
ІРО-38 у клітинах найбільш злоякісних із досліджу-
ваних ліній ВСС/Р, BC/ML та MDA-MB-231, тоді 
як у клітинах T47D відмічено тенденцію до знижен-
ня рівня експресії ІРО-38 по відношенню до даного 
показника у контрольних клітинах.

Робота виконувалася в  рамках НДР «Молеку-
лярно-біологічні фактори гетерогенності злоякіс-
них клітин та варіабельність клінічного перебі-
гу гормонозалежних пухлин» (0117U002034) за фі-
нансової підтримки Цільової програми наукових 
досліджень Відділення біохімії, фізіології і молеку-
лярної біології НАН України «Молекулярно-гене-
тичні і біохімічні механізми регуляції клітинних та 
системних взаємодій за фізіологічних та патологіч-
них станів» (2017–2021).
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THE INSULIN EFFECT ON THE 
PROLIFERATIVE ACTIVITY OF HUMAN 
BREAST AND PROSTATE CANCER CELLS 
VARYING IN MALIGNANCY DEGREES 
IN VITRO
L.M. Shlapatska, O.U. Lykhova, V.M. Shcherbina, 

I.M. Gordiienko
R.E. Kavetsky Institute of Experimental Pathology, 

Oncology and Radiobiology, National Academy 
of Sciences of Ukraine, Kyiv, Ukraine

Summary. Aim: to determine the effect of insulin on the 
proliferative activity of human breast and prostate can-
cer cells varying in malignancy degrees in an experimen-
tal system in vitro. Object and methods: the study was 
performed on human breast cancer (BC) T47D, MDA-
MB-231, BCC/P and BC/ML and human prostate can-
cer (PC) LNCap, Du-145, PC-3 cell lines different in 
malignancy degree. Determination of the IPO-38 and 
Ki-67 nuclear antigens of proliferating cells expression 
was performed using an indirect variant of the immuno-
fluorescence method. Results were examined Beckman 
Coulter DxFLEX fluorescence flow cytometer, followed 
by processing the results using the program CytExpert for 
DxFLEX. The effect of insulin on the proliferative ac-
tivity of BC and PC cell lines was evaluated by the de-
termining expression level of IPO-38 after 72 h of cul-
turing cells with insulin at a concentration of 0.02 μg/ml 
(corresponds to its physiological concentration), and 0.5, 
2 and 5 μg/ml (correspond the conditions of hyperinsu-
linemia). Results: It was found that insulin at the con-
centration 0.02 μg/ml stimulate the proliferative activity 
of low-grade BC cell lines T47D (luminal A subtype) and 
the androgen-sensitive PC cell line LNCap in 1.5 and 
2.6 times respectively. At the same time, insulin’s physi-
ological concentration did not influence on proliferative 
potential of high-grade BC cell lines — MDA-MB-231, 
BCC/P, BC/ML, and PC Du-145. Under conditions of 
hyperinsulinemia, the level of IPO-38 expression signif-
icantly increases in the low malignancy degree PC cell 
line LNCap, whereas in cells lines of high malignancy 
degree Du-145 and PC-3, the expression of IPO-38 did 
not differ significantly from those in the control. There 
was detected a decrease in luminal A subtype BC cell 
line T47D proliferative activity under hyperinsulinemia, 
while cells of the basal subtype tended to increase their 
proliferation only when cultured with insulin at a con-
centration of 5 μg/ml. Conclusions: proliferative activity 
of BC and PC cell lines under the action of insulin de-
pends on their malignancy degree and the insulin con-
centration in the culture medium

Key Words: proliferative activity, IPO-38, Ki-67, 
insulin, breast cancer, prostate cancer, cell lines.

Адреса для листування:
Шлапацька Л.М.
03022, Київ, вул. Васильківська, 45
Інститут експериментальної патології,
онкології і радіобіології iм. Р.Є.  Кавецького 
НАН України
E-mail: larisash70@ukr.net

Одержано: 27.09.2021


