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РЕФЕРАТ Поиск новых антибиотиков и изучение механизма их действия представляют важную зада-
чу. Одной из главных мишеней, на которые направлено действие антибиотиков в клетках бактерий, 
является рибосома. Даже если найденная молекула по тем или иным причинам не подходит для кли-
нического применения, изучение механизма ее действия может углубить знания о работе рибосомы 
и послужить в дальнейшем базой для усовершенствования антибактериальных препаратов. В пред-
ставленной статье рассмотрен новый ингибитор синтеза белка, исследование которого может быть 
полезным для модификации существующих ингибиторов синтеза белка. Нами показано, что 1-(2-оксо-
2-((4-феноксифенил)амино)этил)-3-(п-толил)-6,7-дигидро-5H-пирроло[1,2-a]имидазол-1-ий хлорид ин-
гибирует синтез белка как in vivo, так и in vitro.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА трансляция, бактерии, ингибитор трансляции, вещества с антибиотической активно-
стью, производные имидазола.
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ВВЕДЕНИЕ
Пандемия коронавирусной инфекции подняла 
на новую высоту проблему уязвимости человече-
ской популяции для патогенных микроорганизмов. 
Не утешителен и прогноз распространения анти-
биотикорезистентности бактерий. Согласно данным 
Организации экономического сотрудничества и раз-
вития (ОЭСР), в 2015 году примерно 17% инфек-
ционных заболеваний в странах, входящих в ОЭСР, 
вызваны резистентными к антибиотикам бакте-
риями. В Российской Федерации число таких за-
болеваний превышает 40% [1]. По данным на 2016 
год ежегодно от инфекций, вызванных бактериями, 
устойчивыми к антибиотикам, умирают порядка 
700000 человек. Согласно прогнозу, опубликованно-
му в 2016 году, к 2050 году смертность от инфекций, 

вызванных устойчивыми формами бактерий, может 
вырасти до 10 млн человек [2]. Таким образом, пе-
ред современной наукой остро стоит задача поиска 
новых антибиотиков.

Синтез белка – жизненно важный процесс, в ходе 
которого генетическая информация, содержащая-
ся в мРНК, транслируется в аминокислотную по-
следовательность белка, происходит на рибосомах. 
Бактериальная рибосома состоит из трех рибосом-
ных РНК (16S, 23S, 5S) и более чем из 50 белков, об-
разующих две субъединицы: малую 30S и большую 
50S, которые, объединяясь, образуют 70S рибосому. 
Каждая из этих субъединиц, а также тоннель, че-
рез который выходит новосинтезированный пептид, 
служит мишенью для большого числа антибиотиков 
[3]. Так тетрациклин [4], стрептомицин [5], пакто-
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мицин [6] и амикумацин А [6] связываются с ма-
лой субъединицей рибосомы. Определена струк-
тура комплекса с рибосомой для каждого из этих 
антибиотиков. Хлорамфеникол [7], клиндамицин [8] 
и бластицидин С [9] способны связываться с боль-
шой субъединицей рибосомы, что приводит к оста-
новке синтеза белка. Антибиотики тетраценомицин 
Х [10], клебсазолицин [11] и эритромицин [7] блоки-
руют выход пептида из рибосомы. Согласно опубли-
кованным данным, более половины всех лекарствен-
ных средств, используемых при инфекционных 
заболеваниях, относятся к ингибиторам синтеза бел-
ка [12]. Поэтому понимание работы рибосомы может 
быть полезным как при поиске новых лекарствен-
ных средств, так и для улучшения уже известных. 
Нами описан новый ингибитор трансляции, понима-
ние механизма действия которого может быть вос-
требовано и фундаментальной наукой, и, после до-
работки, практическим здравоохранением.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Использование двойной репортерной системы 
для анализа механизма действия антибиотиков 
Механизм действия антибиотиков изучали с ис-
пользованием репортерной системы pDualrep2 [13]. 
Для проведения анализа ночную культуру клеток 
Escherichia coli JW5503 [14], замороженную в 50% 
глицерине, разбавляли в 10 раз в жидкой среде 
LB и высевали газоном на чашки Петри с 1.5% LB-
агаром и ампициллином (50 мкг/мл). Чашки подсу-
шивали, затем при помощи роботизированной стан-
ции Janus (Perkin Elmer, США) на их поверхность 
наносили по 96 образцов разных молекул (рис. 1). 
Перед нанесением молекулы растворяли в диме-
тилсульфоксиде (DMSO, ООО «ФармаМед», Россия) 
до концентрации 20 мг/мл. Вносили по 30 мкг каж-
дой молекулы. После нанесения чашки с клетками 

инкубировали в течение 18 ч при температуре 37ºС. 
Для визуализации результатов чашки сканировали 
при помощи ChemiDoc (Bio-Rad, США) в каналах 
Cy3 (для детекции TurboRFP) и Cy5 (для детекции 
Katushka2S). 

Измерение минимальной ингибирующей 
концентрации
Минимальную ингибирующую концентрацию изме-
ряли в 96-луночных планшетах. Ряды планшета (1–
11) заполняли суспензией клеток E. coli JW5503, по-
лученной путем разбавления ночной культуры в 200 
раз. В первый ряд добавляли 200 мкл клеток, в по-
следующие по 100 мкл. Последний (12) ряд план-
шета заполняли питательной средой LB без клеток 
для контроля чистоты эксперимента. 

В ячейки первого ряда добавляли 2 мкл тести-
руемого соединения (в концентрации 20 мг/мл), 
после чего готовили серию двукратных разведе-
ний в последующих рядах (до десятого). Для это-
го 100 мкл смеси восьмиканальной пипеткой пере-
носили из первой ячейки во вторую, смешивали 
и повторяли процедуру до 10 ряда. В качестве 
контроля в один из рядов каждого планшета вме-
сто исследуемого вещества добавляли 2 мкл эри-
тромицина (5 мг/мл). После этого планшеты ин-
кубировали при 37ºС в течение ночи с аэрацией 
при 200 об/мин. О концентрации клеток судили 
по величине оптической плотности (A600). Измерения 
проводили на планшетном ридере Victor X5 2030 
(Perkin Elmer). 

За минимальную ингибирующую концентрацию 
принимали наименьшую концентрацию исследуе-
мого вещества, которая обеспечивала полное пода-
вление роста бактерий.

Тест на цитотоксичность
Цитотоксичность исследуемого вещества проверя-
ли методом МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенил-тетразолиум бромид) [15] с некоторыми 
модификациями. 2500 клеток на лунку для кле-
точных линий MCF7, HEK293T и A549 или 4000 
клеток на лунку для клеточной линии VA-13 вы-
севали в 135 мкл среды DMEM-F12 (Gibco, США) 
в 96-луночный планшет и инкубировали в 5% CO2 
в инкубаторе в течение первых 16 ч без обработки. 
Затем к клеткам добавляли по 15 мкл смеси среды 
и DMSO раствора испытуемого вещества (конеч-
ные концентрации DMSO в средах составляли 1% 
или менее), обработка клеток велась в течение 72 ч 
100 нг/мл – 200 мкг/мл (8 разведений), на каждое 
разведение было три повторности, в качестве кон-
трольного вещества использовался доксорубицин. 
Затем к клеткам добавляли МТТ (ООО «ПанЭко», 

Рис. 1. Нанесение 96 индивидуальных молекул на чаш-
ки с клетками 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 14 № 2 (53) 2022 | ACTA NATURAE | 73

Россия) до конечной концентрации 0.5 г/л (исполь-
зовали 10-кратный маточный раствор в PBS) и ин-
кубировали в течение 2 ч при 37°С в инкубаторе 
в атмосфере 5% СО2. Затем раствор МТТ сливали 
и добавляли 140 мкл DMSO (ООО «ФармаМед»). 
Планшеты встряхивали на шейкере (80 об/мин) 
для растворения формазана. Поглощение измеря-
ли с помощью планшетного ридера Victor X5 2030 
(Perkin Elmer) при длине волны 565 нм (для из-
мерения концентрации формазана). Результаты ис-
пользовали для построения графика доза–реакция 
и для оценки значения IC50 (GraphPad Software, 
Inc., США).

In vitro трансляция 
Способность исследуемого вещества подавлять 
трансляцию определяли при помощи набора E. coli 
S30 Extract System for Linear Templates (Promega, 
США). 

Реакцию проводили в 5 мкл смеси следующего 
состава: 2 мкл S30 Premix, 1.5 мкл S30 клеточного 
экстракта E. coli, 0.5 мкл смеси аминокислот (каж-
дая в концентрации 1 мМ), 0.5 мкл мРНК (Fluc 200 
нг/мкл), 0.2 мМ D-люциферина, 0.1 мкл ингибитора 
РНКаз Ribolock и 0.5 мкл тестируемого соединения. 
Реакционную смесь (за исключением мРНК) пред-
варительно смешивали на льду, далее инкубировали 
в течение 5 мин при комнатной температуре, чтобы 
антибиотик успел связаться с рибосомой до сборки 
инициаторного комплекса, после чего смесь возвра-
щали на лед и добавляли матрицу. 

Трансляцию проводили в  течение 20 мин 
при 37оС. Далее сигнал детектировали на планшет-
ном ридере Victor X5 2030 (Perkin Elmer).

Тоупринт-анализ 
Тоупринт проводили по протоколу, описанному 
Орелле и соавт. [16]. 

На первом этапе праймеры метили [γ-32P]ATP по-
линуклеотидкиназой (ThermoFisher, США) по прото-
колу производителя. Далее проводили in vitro транс-
ляцию короткой модельной мРНК c использованием 
набора PURExpress® In Vitro Protein Synthesis Kit 
(New England Biolabs, США). Реакционная смесь 
объемом 5 мкл содержала: 2 мкл раствора A, 1 мкл 
раствора B, 0.2 мкл Ribolock (ThermoFisher), 0.5 мкл 
исследуемого соединения, 0.5 мкл ДНК-матрицы 
(0.2 ммоль/мкл), 0.5 мкл радио активно меченного 
праймера. Смесь инкубировали в течение 20 мин 
при 37°С, затем добавляли 1 мкл смеси для обрат-
ной транскрипции из набора Titan One Tube RT-PCR 
System (Roche, Швейцария). Обратную транскрип-
цию проводили в течение 15 мин при 37°С. Реакцию 
останавливали добавлением 1 мкл 10 М NaOH с по-

следующей инкубацией в течение 15 мин при 37°С. 
Нейтрализацию проводили, добавляя 1 мкл 10 н. HCl. 
Затем добавляли 200 мкл буфера для ресуспендиро-
вания. 

Полученные образцы очищали с помощью набора 
QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Германия). 

Для приготовления секвенирующих смесей ис-
пользовали набор USB® Thermo Sequenase Cycle 
Sequencing Kit (Affymetrix, CША) согласно ин-
струкции производителя.

Электрофорез проводили в 6% полиакриламидном 
геле (60 × 40 × 0.03 см), содержащем 19% акрилами-
да, 1% N,N’-метиленбисакриламида и 7 М мочевину, 
в TBE-буфере в течение 2–3 ч. Образцы и продук-
ты секвенирующих реакций наносили на гель по 2 
и 1.5 мкл соответственно. 

Гель переносили на 3-мм бумагу, просушивали 
и экспонировали в течение 18 ч с сенсорным экра-
ном. Экран сканировали на приборе Typhoon FLA 
9500 Biomolecular Imager (GE Healthcare, США).

Матрицу RST1 для данного эксперимента по-
лучали при помощи ПЦР-амплификации с ис-
пользованием набора Taq-ДНК-полимеразы 
(ThermoFisher) по  стандартному протоколу. 
Последовательность матрицы: ACTA ATAC GACT-
CACTATAGGGCTTAAGTATAAGGAGGAAAA-
CAT ATGTATTGGGTAACCTCACGTCAGCCGAA-
TATG CTGAAAATCCATGGCTTCGAAGACTGC-
G CCTAATAATAATAAAAAAAGTGATAGAATT-
CTATCGTTAATAAGCAAAATTCATTATAAC. 
Использовали  прямой  праймер  –  GTAA-
A A  C G A C G G C C A G T ;  о б р а т н ы й  п р а й -
мер  –  CAGGAAACAGCTATGAC ,  праймер 
для обратной транскрипции – GGTTATA AT G AA-
TT TTGCTTATTAAC.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Высокопроизводительный поиск веществ, 
проявляющих антибиотическую активность
Для поиска веществ, проявляющих антибиоти-
ческую активность, использовали штамм E. coli 
JW5503 с делецией гена tolC [14], трансформиро-
ванный плазмидой pDualrep2 [13] (рис. 2А). Ген 
tolC отвечает за синтез компонента AcrAB-TolC 
эффлюкс-системы и его отсутствие делает клетки 
более чувствительными к тестируемым веществам 
[17]. Репортерная система работает по следующему 
принципу: если соединение ингибирует синтез бел-
ка в клетке, то это приводит к остановке рибосом 
на модифицированной последовательности трипто-
фанового оперона (trpL-2-Ala), что вызывает синтез 
дальнекрасного флуоресцентного белка Katushka2S 
(показано красным псевдоцветом на рис. 2Б). ДНК-
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повреждающие соединения активируют SOS-ответ 
в клетке, что приводит к диссоциации белка-ре-
прессора LexA с промотора sulA и запуску экспрес-
сии гена красного флуоресцентного белка TurboRFP 
(рис. 2Б, показано зеленым псевдоцветом).

В ходе высокопроизводительного поиска в би-
блиотеках химических соединений, предостав-
ленных компанией InterBioScreen Ltd, среди 
веществ, проявляющих антибиотическую актив-
ность, найдена молекула, не только подавляющая 
рост штамма E. coli JW5503, трансформированно-
го плазмидой pDualrep2, но и индуцирующая экс-
прессию гена Katushka2S, свойственную трансля-
ционным ингибиторам (рис. 2В). Формула данной 
молекулы – 1-(2-оксо-2-((4-феноксифенил)амино)-
этил)-3-(п-толил)-6,7-дигидро-5H-пирроло[1,2-a]-
имидазол-1-ий хлорида, представлена на рис. 3А 
(STOCK4S-33513) .  При  этом в  ходе поиска 
были проверены два аналога данной молекулы 
1-(2-((2,5-диметоксифенил)амино)-2-оксоэтил)-
3-(п-толил)-6 ,7-дигидро-5H-пирроло[1 ,2-a]-

А

Синтез TurboRFP SOS-ответ

Amp

K
at

us
hk

a

RFP

Подавление 
синтеза белка Синтез Katushka2S

LexA

sulA-
промотор trpL-2-Ala-

аттенюаторБ

В

Рис. 2. А – строение репортерной плазмиды pDualrep2. Б – индукция двойной репортерной системы, чувстви-
тельной к ингибиторам трансляции или веществам, повреждающим ДНК. Капли эритромицина (справа, 2 мкг), 
левофлоксацина (слева, 0.05 мкг) наносили на поверхность чашки с агаром, содержащей клетки E. coli JW5503, 
трансформированные плазмидой pDualrep2. Экспрессия Katushka2S (красный) запускается ингибиторами транс-
ляции, а экспрессия TurboRFP (зеленый) индуцируется при повреждении ДНК. В – индукция двойной репортерной 
системы молекулой 1-(2-оксо-2-((4-феноксифенил)амино)этил)-3-(n-толил)-6,7-дигидро-5H-пирроло[1,2-a]-
имидазол-1-ий хлоридом (30 мкг)

А Б В

Рис. 3. A – структурная формула активной молекулы 
1-(2-оксо-2-((4-феноксифенил)амино)этил)-3-(n-
толил)-6,7-дигидро-5H-пирроло[1,2-a]имидазол-
1-ий хлорида (STOCK4S-33513). Б – структурная 
формула аналога активной молекулы 1-(2-((2,5-ди-
метоксифенил)амино)-2-оксоэтил)-3-(n-толил)-6,7-
дигидро-5H-пирроло[1,2-a]имидазол-1-ий хлорида 
(STOCK4S-37310). В – структурная формула аналога 
активной молекулы 1-(2-((2-метоксифенил)амино)-2-
оксоэтил)-3-(n-толил)-6,7-дигидро-5H-пирроло[1,2-a]
имидазол-1-ий хлорида (STOCK4S-72264) 
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имидазол-1-ий хлорид (STOCK4S-37310, рис. 3Б) 
и 1-(2-((2-метоксифенил)амино)-2-оксоэтил)-3-(п-
толил)-6,7-дигидро-5H-пирроло[1,2-a]имидазол-1-
ий хлорид (STOCK4S-72264, рис. 3В). Эти моле-
кулы не давали зон ингибирования роста штамма 
E. coli JW5503, трансформированного плазмидой 
pDualrep2, в тесте на твердой агаризованной сре-
де, поэтому дальнейшие эксперименты проводили 
только с использованием молекулы 1-(2-оксо-2-((4-
феноксифенил)амино)этил)-3-(п-толил)-6,7-дигидро-
5H-пирроло[1,2-a]имидазол-1-ий хлорид.

В тесте на штамме E. coli BW25113, трансформи-
рованном репортерной плазмидой, данная молекула 
активности не проявила.

Измерение минимальной ингибирующей 
концентрации
Минимальную ингибирующую концентрацию 
определяли методом последовательных разве-
дений на штамме E. coli JW5503 с делецией гена 
tolC [14]. Минимальная ингибирующая концентра-
ция 1-(2-оксо-2-((4-феноксифенил)амино)этил)-3-
(п-толил)-6,7-дигидро-5H-пирроло[1,2-a]имидазол-
1-ий хлорида равна 3.1 мкг/мл. Это сопоставимо 
с ингибирующей концентрацией такого природного 
ингибитора синтеза белка, как эритромицин, ми-
нимальная ингибирующая концентрация которого 
на данном штамме составила 3.1 мкг/мл.

Измерение цитотоксичности на эукариотических 
клетках
Токсичность данного соединения была проверена 
на нескольких культурах клеток человека в МТТ-
тесте. К сожалению, для клеток человека это со-
единение оказалось более токсичным, чем для бак-
териальных клеток, что делает его непригодным (в 
данной форме) для использования в качестве лекар-
ственного средства. Данные представлены в табл. 1.

Трансляция в бесклеточной системе
Реакцию трансляции в бесклеточной системе 
проводили с использованием набора E. coli S30 
Extract System for Linear Templates от компании 
Promega. Синтез люциферазы светлячка в дан-
ном эксперименте определяли, используя реак-
цию окисления люциферина в оксилюциферин. 
Если в реакционной смеси присутствует ингиби-
тор трансляции, то люцифераза не синтезируется 
и люциферин не разлагается. Результаты каждо-
го эксперимента нормировали по растворителю 
(диметилсульфоксиду), добавленному в том же 
объеме, что и раствор исследуемого вещества. 
Данные для 1-(2-оксо-2-((4-феноксифенил)амино)-
этил)-3-(п-толил)-6,7-дигидро-5H-пирроло[1,2-a]-
имидазол-1-ий хлорида (STOCK4S-33513) приве-
дены на рис. 4.

Исходя из  полученных результатов мож-
но констатировать, что молекула 1-(2-оксо-2-
((4-фенокси фенил)амино)этил)-3-(п-толил)-6,7-
дигидро-5H-пирроло[1,2-a]имидазол-1-ий хлорида 
(STOCK4S-33513) является ингибитором трансля-
ции.

Таблица 1. Данные МТТ-теста для 1-(2-оксо-2-( (4-
фено ксифенил)амино)этил)-3-(n-толил)-6,7-дигидро-
5H-пирроло[1,2-a]имидазол-1-ий хлорида 

Клеточная линия Концентрация*, мкг/мл

HEK293T 0.2 ± 0.1

MCF7 1.8 ± 0.5

A549 0.5 ± 0.1

VA-13 0.4 ± 0.2

*Концентрация, в которой исследуемая молекула ток-
сична для клеток, мкг/мл.

Рис. 4. Трансляция в бесклеточной системе на основе 
лизата E. coli (Promega) с добавлением 1-(2-оксо-
2-((4-феноксифенил)амино)этил)-3-(n-толил)-6,7-
дигидро-5H-пирроло[1,2-a]имидазол-1-ий хлорида 
(STOCK4S-33513), взятого в концентрации 200 мкг/мл. 
За 100% взят сигнал от люциферазы, синтезированной 
в бесклеточной системе, без добавления ингибиторов 
трансляции
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Рис. 5. Схема тоупринт-анализа на матрице RST1. 
33513 – система трансляции с добавлением исследуе-
мого вещества – 1-(2-оксо-2-((4-феноксифенил)ами-
но)этил)-3-(п-толил)-6,7-дигидро-5H-пирроло[1,2-a]-
имидазол-1-ий хлорида (STOCK4S-33513) 
в концентрации 200 мкг/мл. DMSO – отрицательный 
контроль (DMSO 1%); ThS – в систему трансляции до-
бавлен контрольный антибиотик тиострептон в концен-
трации 50 мкМ (останавливает трансляцию на старт-
кодоне [18]), T, G, A, C – секвенирующие реакции 
с последовательными остановками на соответствую-
щих нуклеотидах

33
51

3

D
M

SO

Th
S

T G C A

Анализ места остановки рибосом
Метод тоупринт позволяет не только подтвер-
дить, является ли соединение ингибитором синтеза 
белка или нет, но и дает возможность предполо-
жить, на каком именно этапе произошла остановка 
трансляции. Суть метода состоит в том, что в бес-
клеточной системе, основанной на индивидуально 
выделенных компонентах трансляции, в присут-
ствии исследуемого вещества синтезируется ко-
роткий пептид. К реакционной смеси добавляется 
радиоактивно меченный праймер, комплементарный 
3’-концевому участку мРНК, РНК-зависимая-ДНК-
полимераза и 2’-дезоксинуклеозид-5’-трифосфаты. 
После этого происходит удлинение праймера по ма-
трице РНК до тех пор, пока РНК-зависимая-ДНК-
полимераза не встретится с рибосомой или не дой-
дет до конца матрицы. Если в смесь добавлен 
ингибитор синтеза белка, то рибосома остановится 
на матрице и не позволит РНК-зависимой-ДНК-
полимеразе дойти до конца матрицы и фрагмент 
кДНК будет коротким. Точную длину фрагмен-
та кДНК и место остановки рибосомы на мРНК 
можно рассчитать, исходя из последовательности 
РНК и положения продукта обратной транскрип-
ции в геле относительно продуктов секвенирования 
по Сэнгеру, разделяемых в соответствующих до-
рожках геля. В типичном эксперименте мы также 
сравниваем места остановки рибосомы новыми и из-
вестными ингибиторами трансляции. Расстояние 
между первым нуклеотидом P-сайта заблокирован-
ной на мРНК рибосомы и последним синтезирован-
ным нуклеотидом кДНК составляет 16 н. Для срав-
нения удобно использовать антибиотик тиострептон, 
который, как известно, останавливает рибосому 
на первом шаге трансляции в тот момент, когда 
в P-сайте рибосомы находится стартовый кодон 
AUG. Исходя из этих данных мы провели расчет 
кодонов, которые были в P-сайте на момент оста-
новки рибосомы (рис. 5). Этими кодонами оказались 
1-AUG (М), 2-UAU (Y), 8-CAG (Q). Однако если по-
смотреть на контроль без добавления антибиотика 
DMSO, то можно увидеть те же небольшие оста-
новки на тех же местах, но менее выраженные. Это 
позволяет выдвинуть гипотезу, согласно которой 
данный ингибитор трансляции может влиять на ки-
нетику синтеза белка на участках мРНК, которые 
рибосома проходит с большим трудом. 

ВЫВОДЫ
В ходе работы исследован новый ингибитор бактери-
альной трансляции 1-(2-оксо-2-((4-феноксифенил)-
амино ) этил ) -3 - (п - толил ) -6 , 7 -дигидро-5H-
пирроло[1,2-a]имидазол-1-ий хлорид, найденный 
в химической библиотеке. Показано, что эта моле-
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кула индуцирует репортерную систему и выступа-
ет как ингибитор трансляции in vivo. Установлено, 
что данная молекула может ингибировать трансля-
цию in vitro, а также усиливает остановку рибосо-
мы в ходе синтеза небольших пептидов. Несмотря 
на то что это соединение не может использоваться 
в качестве лекарственного средства, поскольку про-
являет высокую токсичность в отношении клеток 

человека, более детальное исследование данной мо-
лекулы может дать более полное понимание функ-
ционирования такой важной молекулярной машины, 
как рибосома. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта  

20-34-90048.
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