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Даний проект присвячений аналізу біологічної активності аналога аргініну рослинного походження індоспіцину, як компонента протипухлинної 
метаболічної ензимотерапії на основі рекомбінантної аргінази людини. Авторами проекту вперше запропоновано гіпотезу, що індоспіцин є 
оптимальним для ензимотерапії агентом, який не є субстратом аргінази, але є одночасно протеоміметиком, що розпізнається внутрішньоклітинними 
сенсорами аргініну та аберрантно регулює проапоптичні та пропроліферативні сигнальні механізми клітини, таким чином ефективно підсилюючи у 
низьких нетоксичних концентраціях антинеопластичні ефекти відповідної терапії. Робота є актуальною і має важливе соціальне значення, з огляду на 
той факт, що кількість онкологічних захворювань в Україні та світі постійно зростає, а для цілого ряду типів раку, в тому числі потенційних мішеней 
метаболічної терапії, поки що не розроблено ефективних методів терапії. У ході виконання проекту буде досліджено життєздатність, рухливість та 
клоногенний потенціал культур модельних пухлинних клітин людини різного органного походження за комбінованого впливу дефіциту аргініну та 
індоспіцину. З метою встановлення природи механізмів відповіді пухлинних клітин на запропонований терапевтичний підхід буде проведено аналіз 
впливу інгібіторів синтезу білка, mTOR сигнального шляху та стресу ендоплазматичного ретикулуму на чутливість пухлинних клітин до дії 
індоспіцину. Також буде досліджено експресію генів та регуляцію білкових компонентів про- та антиапоптичних сигнальних шляхів, що активуються 
у пухлинних клітинах у відповідь на комбінований вплив індоспіцину та дефіциту аргініну, та ідентифіковано молекулярні маркери чутливості 
пухлин до цієї метаболічної терапії. На завершальному етапі роботи ефект комбінованої дії аргінази І людини та нетоксичних концентрацій 
індоспіцину буде протестувано in vivo на моделях лабораторних тварин. У результаті виконання проекту буде запропоновано новий підхід 
комбінованої метаболічної ензимотерапії злоякісних пухлин. 

15. Обґрунтування доцільності виконання роботи 

15.1. Цілі та завдання роботи, її актуальність, соціальна та економічна значимість. 

Як глобальна причина захворюваності та смертності людини онкопатології займають друге місце, поступаючись лише захворюванням серцево- 
судинної системи. Згідно з прогнозами ВОЗ на 2022 рік онкопатології вийдуть на перше місце у цьому списку. В Україні за останнє десятиліття 
кількість онкохворих зросла на 25%. Щороку в країні реєструють 160 тис. нових випадків злоякісних новоутворень, і майже 90 тис. осіб помирають 
від цієї хвороби. В Україні Повністю виліковується менше половини (41,4%) з тих, у кого виявляють злоякісну пухлину. Кожен другий-третій 
онкохворий помирає впродовж першого року хвороби, а це у рази перевищує аналогічний показник у розвинених країнах, що свідчить про 
недостатній рівень ефективності діагностики раку та його лікування. 

Для багатьох агресивних типів раку, що виявляються на пізніх стадіях розвитку, лікування як правило полягає в хірургічному видаленні пухлини 
з наступним використанням хіміо- та радіотерапії. Однак традиційні протипухлинні препарати не завжди є достатньо ефективними внаслідок їх 
незадовільної селективності і значної загальної токсичності для організму людини. 

Таким чином, пошук альтернативних підходів до терапії раку, що не мають недоліків традиційної терапії, залишається актуальним завданням 
сучасної біології та медицини. Вирішенню цієї проблеми присвячено даний проект, спрямований на розробку селективного, ефективного та 
нетоксичного методу метаболічної терапії пухлин, для який на даний момент не існує ефективних методів лікування, 

15.2. Стан розроблення проблеми. 

Одним із запропонованих альтернативних методів лікування онкологічних захворювань, що активно розвивається у світі, є метаболічна 
ензимотерапія, що базуються на використанні рекомбінантних ферментних препаратів, які знижують вміст речовин, специфічно важливих для росту 
клітин, зокрема деяких амінокислот. Протипухлинна терапія онкопатологій з використанням рекомбінантних ферментів деградації амінокислоти 
аргініну, аргініндеімінази й аргінази, на даний момент перебуває на фазі клінічних випробувань у США, , Великобританії, Італії та Китаї (Glazer et al., 
2010; Yang et al., 2010; Yau et al., 2013; Yau et al., 2015). Вперше цей тип терапії був застосований щодо гепатокарцином та меланом людини (Wheatley 
et al., 2005), а нещодавні результати досліджень також свідчать, що потенційно чутливими до ензимотерапії на основі голодування за аргініном є такі 



  

 

 

агресивні типи пухлин як карциноми нирки, яйників, простати, мезотеліоми, гліоми, ретинобластоми та ряд лейкемій (Kim et al., 2009; Stasyk et al., 
2015). 

Незважаючи на недавній значний прогрес у розвитку цього методу метаболічної протиракової терапії, щоб приблизити його клінічне 
впровадження необхідно вирішити декілька проблем. Результати перших клінічних випробувань вказують на те, що застосування ферментів 
деградації аргініну, аргініндеімінази й аргінази, як монотерапії є у багатьох випадках недостатнім для ефективної терапії онкопатологій. Це 
відбувається внаслідок відновлення синтезу аргініну з його попередника цитруліну, що циркулює у кров’яному русі, або внаслідок здатності частини 
дормантних злоякісних клітин відновлювати проліферацію навіть після довготривалого голодування за цією амінокислотою після припинення дії 
терапії (Stasyk et al., 2015). Таким чином, монотерапія (лише голодування за аргініном), виявилась високоефективною щодо зупинки росту строго 
ASS- негативних пухлин, але менш ефективною у їх елімінуванні. Однак, висока протипухлинна селективність і низька загальна токсичність для 
організму цього типу лікування в цілому служать доброю основою та обґрунтуванням для розробки комбінаційних методів онкотерапії, що 
базуватимуться на створенні дефіциту аргініну в організмі. Очікується, що паралельне застосування хіміо- чи радіотерапевтичних підходів у 
комбінації з ензимотерапією на основі ферментів деградації аргініну підвищить її антинеопластичну ефективність і розширить спектр пухлин, 
чутливих до цього типу лікування. Розробка комбінованих підходів, що базуються на створенні синтетичної летальності і розшифруванні 
молекулярних механізмів, що визначають чутливість пухлинних клітин до голодування за аргініном, виглядає найбільш раціональним підходом. 
Одним з таких методів є на нашу думку , а саме пошук та застосування нових природніх чи синтетичних аналогів аргініну. 

15.3. Досвід  і доробок авторів. 

Проект базується на значному попередньому досвіді колективу авторів щодо розробки комбінаційних підходів до терапії новоутворів на основі 
голодування за аргініном, а саме за використання рекомбінантної аргінази людини I. Зокрема нами було раніше встановлено, що канаванін – інший 
природній токсичний структурний аналог аргініну рослинного походження, значно підсилює антинеопластичні ефекти терапії при збереженні її 
селективної дії. Однак недоліком цієї сполуки є часткова деградація під дією аргіназ (Vynnytska et al., 2011). 

Для розуміння суті поставлених завдань, необхідно зазначити, що канаванін виявився серед інших протестованих нами сполук найбільш 
ефективним компонентом терапії у експериментах на клітинних моделях пухлин. Зокрема було показано, що цей природній структурний аналог 
аргініну значно підсилює проапоптичний ефект рекомбінантної аргінази як у 2-D моношарових культурах, так і в більш складних і 3-D сфероїдних 
культурах цілого ряду пухлинних клітин різного органного походження, але не у нормальних нетрансформованих клітин (Vynnytska et al., 2011;. 
Vynnytska-Myronovska et al., 2012; Bobak et al., 2016; Kurlishchuk et al., 2016; Hinrichs et al., 2018). Канаванін, як відомо, проявляє антипроліферативну 
дію шляхом включення у послідовність білків замість аргініну (тобто є протеоміметиком), порушуючи їх структурні і функціональні властивості і 
викликаючи катастрофічний стрес ЕР, що веде до апоптозу. Однак, канаванін все ще не є оптимальним компонентом терапії, оскільки є одночасно 
ензиматичним субстратом аргінази, зазнаючи часткової деградації in vivo (наші неопубліковані дані). Таким чином, для оптимізації терапії ми 
запропонували пошук нових більш ефективних протеоміметиків, - структурних аналогів аргініну чи канаваніну, які не підлягають гідролізу аргіназою. 
Виявилось, що інший аналог природного походження (з австралійських рослин роду Indigofera), індоспіцин, потенційно відповідає вищевказаним 
вимогам. 

У попередніх досліджеенням нами було показано, що очищений екстракт суккулента Indigofera spicata виявляв виражений селективний 
антинеопластичий ефект на декількох пухлинних моделях (наші неопубліковані результати). У ході запропонованого проекту буде детально 
досліджено біологічні ефекти читого препарату індоспіцину, люб’язно переданого колективу авторів Проф. Марі Флетчер (університет Квінсленду, 
Австралія). Також слід відзначити, що у відділі сигнальних механізмів клітини налагоджено наробку власних препаратів рекомбінантної аргінази 
людини на основі дріжджових продуцентів, у кількостях, необхідних для ефективного виконання проекту (Zakalsky et al., 2012). 

Нижче наведено основні наукові публікації авторського колективу за тематикою запропонованої роботи: 
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Всього опубліковано статей: 21, з них у міжнародних виданнях – 15, оглядів та розділів у монографіях – 3. Патент України на винахід – 
1. 

Сумарний Impact Factor публікацій - 47,55 

 

15.4. Структу р а досліджень. 

Таким чином, ціллю даного проекту є розробка ефективних методів комбінованої протипухлинної ензимотерапії, що базується на використанні 
рекомбінантного ферменту аргінази, що розщеплює амінокислоту аргінін, та нового структурного аналога аргініну індоспіцину. Очікується, що 
ефективність досліджуваної комбінованої терапії буде підвищена за рахунок використання препарату індоспіцину в концентраціях, що є 
малотоксичними для нормальних клітин людського організму. 

У ході виконання проекту буде здійснено попередню оцінку чутливості пухлинних клітин людини різного органного походження до 
ензимотерапії шляхом моніторингу їх життєздатност, і рухливості, проліферативного та клоногенного потенціалу, а також аналізу експресії генів та 
білків, задіяних у відповіді на стрес та певних сигнальних шляхів клітини. Ми також плануємо встановити на молекулярно-генетичному рівні нові 
механізми та генетичні маркери чутливості різних типів пухлинних клітин до комбінованої терапії. Важливим елементом запланованих досліджень є 
попередня перевірка токсичності індоспіцину на моделях тварин, зокрема лабораторних мишей з перевиваними пухлинами. 

Дослідження буде здійснено у рамках взаємопов’язаних п’яти річних етапів, як деталізовано нижче у розділах «Календарний план» та «Зміст 
проекту». 

15.5. Наявність матеріально-технічної бази для виконання роботи. 

У роботі будуть використані сучасні та класичні методи клітинної біології та молекулярної генетики, біохімічних, та ультраструктурних 
досліджень. Виконавець проекту Відділ сигнальних механізмів клітини Інституту біології клітини НАН України є належно забезпечений необхідним 
для його успішного виконання обладнанням та основними реактивами. Деякі спеціалізовані реагенти, лабораторний посуд та інші розхідні матеріали 
будуть придбані за кошти проекту. 

Зокрема виконавець проекту володіє термостатованими CO2-інкубаторами та ламінарами для культивування пухлинних клітин, 
низькотемпературними холодильниками для зберігання біологічних зразків та матеріалів, високошвидкісними центрифугами, ПЛР-машиною, 
апаратами для електрофорезу ДНК та білків, звичайними та флуоресцентним мікроскопами, проточним цитофлуориметром, апаратом для 
високоефективної рідинної хроматографії та спектрофотометрами для аналітичних досліджень та іншими приладами, використання яких 
передбачається у ході реалізації проекту. Відділ сигнальних механізмів клітини також володіє значною власною колекцією клітин людини різних 



  

 

 

[X] немає аналогів у світі або краща за існуючі у світі аналоги 
[ ] немає аналогів в Україні 
[  ] краща за існуючі в Україні аналоги за всіма основними показниками 
[  ] перевищує існуючі в Україні аналогічні розробки за окремими показниками 

типів, що будуть використані у ході виконання проекту. Для виконання роботи у наявності є необхідна кількість препарату очищеного індоспіцину, та 
рекомбінантної аргінази І людини. 

 

16. Техніко-економічне обґрунтування 

не стосується фундаментальних досліджень 

17. Власна оцінка науково-технічного рівня розробки, що пропонується, яка очікується за результатами наукової, науково-технічної 

роботи 
 



  

 

 

18. Використання результатів роботи 

18.1. Очікувані наукові та науково-практичні результати, об’єкти права інтелектуальної власності (ОІВ), які плануються до 

впровадження після завершення роботи 
 

Найменування результатів, ОІВ 
Назва підприємства, організації, де передбачається 

використовувати результати, ОІВ 
Заплановані обсяги впровадження 

Очікується, що за результатами досліджень буде запропоновано новий 

ефективний підхід до ензимотерапії онкозахворювань на основі 

рекомбінантних ферментів деградації аргініну та низьких концентрацій 

природного аналога аргініну індоспіцину. Слід підкреслити, що прогнозується, 

що об’єктами відповідної терапії будуть пухлини людини декількох типів, для 

яких на даний момент методи лікування є недостатньо ефективними (зокрема 

клітини колоректального раку, раку голови та шиї, гліобластоми, меланоми 

тощо). У випадку успіху, відповідні терапевтичні підходи буде запатентовано. 

Також очікується, що цільовий аналіз транскриптому та протеому пухлин на 

основі встановлених у цій роботі маркерів чутливості до комбінованої терапії 

дозволить впровадити персоналізований підхід ще на стадії клінічних 

випробувань. Слід також зазначити, що дослідження індоспіцину як 

терапевтичного протипухлиинного агента може потенційно дозволити його 

використання також у інших галузях медицини, зокрема як молекули- 

регулятора важливих внутрішньоклітинних сигнальних процесів, зокрема 

проліферації та синтезу білка, який також може бути модулятором імунної 

системи, оскільки є потенційно здатний продукувати навіть у дуже низьких 

концентраціях нові білкові епітопи-антигени. Згідно з даними аналізу 

міжнародних літературних джерел та патентного пошуку, на даний момент 

запропонований нами підхід до терапії новоутворів (використання аналогів 

амінокислоти у поєднанні із ензиматично створеним голодуванням за цією 

амінокислотою) раніше ніким не використовувався і не пропонувався. Таким 

чином, у разі успішної реалізації, розроблені нові методи та сполуки матимуть 

міжнародний пріоритет. Результати досліджень будуть опубліковані у 

міжнародних наукових виданнях з високим імпакт-фактором а також, у разі 

необхідності, – захищені вітчизняними та міжнародними патентами. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Діагностичні та клінічні центри у галузі онкології 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

сотні тис. у.о. 

18.2. Шляхи та способи подальшого використання в суспільній практиці результатів виконання роботи 

Результати роботи, а саме розроблений новий метод комбінованої протипухлинної терапії на основі рекомбінантної аргінази людини та аналога 
аргініну індоспіцину повинні пройти детальну перевірку на моделях лабораторних тварин з перевиваними пухлинами та клінічні випробування перед 
майбутнім практичним використанням. 



  

 

 

18.3. Потенційні споживачі наукових та науково-технічних результатів, об’єктів права інтелектуальної власності (ОІВ) 
 

Країна Назва підприємства, організації Найменування результатів, ОІВ Можливі обсяги споживання 

 

Україна 

Академія медичних наук України 

Діагностичні та клінічні центри в галузі 

онкології 

Новий ефективний підхід до ензимотерапії онкозахворювань на 

основі рекомбінантної аргінази людини та природного аналога 

аргініну індоспіцину 

 

сотні тис. грн. рік 

19. Об’єкти права інтелектуальної власності (ОІВ), використання яких передбачається під час проведення досліджень (для прикладних 

досліджень та фундаментальних, де використовуються ОІВ) 

н е м а є 

20. Фінансові аспекти роботи 

20.1. Загальна вартість роботи 1200,000 тис. грн. 

словами: один мільйон двісті тисяч грн. 

20.2. Вартість роботи: 
 

Роки виконання роботи 2020 р. 2021 р. 2022 р. 2023 р. 2024 р. 

Вартість виконання робіт 
(тис. грн.) 

 

200,000 

 

250,000 

 

250,000 

 

250,000 

 

250,000 

21. Наукові ради (комітети, комісії) НАН України, ради регіональних наукових центрів НАН і МОН України, яких доцільно залучити до 

експертної оцінки запиту 

н е м а є 







  

 

 

 

 

1. Рішення про затвердження роботи 
 

 

 

2. Пріоритетний напрям розвитку науки і техніки 

Фундаментальні наукові дослідження з найбільш важливих проблем розвитку науково-технічного, соціально-економічного, суспільно- 
політичного, людського потенціалу для забезпечення конкурентоспроможності України у світі та сталого розвитку суспільства і держави 

 

3. Пріоритетний тематичний напрям наукових досліджень і науково-технічних розробок 

Фундаментальні проблеми наук про життя та розвиток біотехнологій 

 

4. Код та назва наукового напряму або проблеми з Основних наукових напрямів та найважливіших проблем фундаментальних 

досліджень у галузі природничих, технічних і гуманітарних наук (для фундаментальних досліджень) 

2.2.4.3. Вивчення молекулярно-генетичних основ регуляції метаболічних процесів при пухлинній хворобі 

 

5. Основний напрям наукової діяльності установи, за яким проводяться роботи 

Дослідження молекулярних механізмів регуляції проліферації, диференціації та апоптозу у нормальних та пухлинних клітинах тварин і людини. 

 

6. Мета роботи 

Метою запропонованих досліджень є розробка нового підходу до комбінованої протипухлинної ензимотерапії, що базується на використанні 
рекомбінантного аргінін-деградуючого ферменту аргінази І та нового та недослідженого аналога аргініну рослинного походження індоспіцину. Згідно 
поставленої мети буде проведено аналіз експресії генів та сигнальних шляхів, задіяних у відповіді злоякісних клітин на комбіновану терапію 
голодування за аргініном та індоспіцином, та встановлено механізми відповіді злоякісних клітин та молекулярні маркери чутливості до відповідної 
метаболічної ензимотерапії. Аналіз буде проведено на експериментальних моделей злоякіснотрансформованих клітин людини, для яких не 
розроблено задовільно-ефективних методів клінічної терапії (клітини, меланом, гліом, карцином шлунку та інш.). Також метою роботи є пілотне 
тестування нової комбінаційної терапії на моделях лабораторних тварин. Аналіз літературних джерел свідчить, що відповідна мета не ставилась та не 
була реалізована раніше іншими дослідниками і, таким чином, заплановані дослідження є піонерськими та інноваційними. 



  

 

 

 

7. Термін проведення роботи: 

початок — 01 квітня 2020 р. ; закінчення — 31 грудня 2024 р. 

Орієнтовний обсяг коштів на виконання роботи в цілому 1200,000 тис. грн. 
та по роках 

2020 р. — 200,000 тис. грн. 
2021 р. — 250,000 тис. грн. 
2022 р. — 250,000 тис. грн. 
2023 р. — 250,000 тис. грн. 
2024 р. — 250,000 тис. грн. 

8. Календарний план роботи 
 

№ 

з/п 
Найменування основного етапу роботи Термін виконання Відповідальний виконавець 

1 
Дослідження чутливості культур пухлинних клітин людини різного органного походження до 

комбінованого впливу дефіциту аргініну та його аналога рослинного походження індоспіцину. 

01 квітня 2020 р. 

- 31 грудня 2020 р. 

к.б.н., 

Г.Ю. Шуваєва. 

2 
Аналіз комбінованого впливу дефіциту аргініну та індоспіцину на рухливість, адгезивін 

властивості та клоногенний потенціал пухлинних та нетрансформованих клітин людини. 

01 січня 2021 р. 

- 31 грудня 2021 р. 

 

3 
Аналіз впливу інгібіторів синтезу білка, mTOR сигнального шляху та стресу 

ендоплазматичного ретикулуму на чутливість пухлинних клітин до дії індоспіцину 

01 січня 2022 р. 

- 31 грудня 2022 р. 

к.б.н., 

Я.П. Бобак. 

 

4 

Дослідження експресії генів та регуляції білкових компонентів про- та антиапоптичних 

сигнальних шляхів, що активуються у пухлинних клітинах у відповідь на комбінований вплив 

дефіциту аргініну та індоспіцину. Ідентифікація молекулярних маркерів чутливості пухлин до 

цієї метаболічної терапії. 

 

01 січня 2023 р. 

- 31 грудня 2023 р. 

 

к.б.н., 

Я.П. Бобак. 

 

5 

Дослідження експресії генів та регуляції білкових компонентів про- та антиапоптичних 

сигнальних шляхів, що активуються у пухлинних клітинах у відповідь на комбінований вплив 

дефіциту аргініну та індоспіцину. Ідентифікація молекулярних маркерів чутливості пухлин до 

цієї метаболічної терапії. 

 

01 січня 2024 р. 

- 31 грудня 2024 р. 

 

д.б.н., с.д., 

О.В. Стасик. 



  

 

 

 

9. Зміст, основні вимоги до виконання роботи, рівня і способів її виконання 

Фундаментальним завданням проекту є всебічний аналіз ефектів недослідженого структурного аналога аргініну рослинного походження 
індоспіцину на фізіологію пухлинних клітин людини на фоні дефіциту екзогенного аргініну, викликаного терапевтичним ензимом рекомбінантною 
аргіназою людини. 

У ході виконання проекту буде проведено аналіз чутливості культур пухлинних клітин людини різного органного походження до комбінованого 
впливу дефіциту аргініну та індоспіцину. Зокрема буде досліджено життєздатність клітин (MTT тест) декількох типів пухлин (зокрема 
колоректального раку, раку голови та шиї, меланом, гліобластом та інш.) при довготривалій інкубації на визначеному середовищі DMEM без аргініну, 
або повному середовищі в присутності рекомбінантної аргінази людини І, та різними концентраціями індоспіцину. Буде визначено концентрацію IC50 
індоспіцину, яка призводить до загибелі 50% клітин через 2 доби інкубації. Також визначатиметься залишковий проліферативний потенціал клітин 
після інкубації на аргінін-дефіцитному середовищі з додаванням індоспіцину, та перенесення клітин на повноцінне середовище з аргініном. Отримані 
дані будуть порівняні із умовами аргінін-дефіцитного середовища без індоспіцину, або з додаванням низьких концентрацій раніше дослідженого нами 
альтернативного аналога аргініну канаваніну (Vynnytska et al., 2011). Буде зроблено висновок, у якій мірі індоспіцин підсилює антинеопластичні 
ефекти голодування за аргініном. Аналогічним чином вплив визначених концентрацій ІС50 індоспіцину буде також перевірено відносно нормальних 
чи псевдонормальних клітин (фібробласти людини, клітини ембріональної нирки HEK293). Буде зроблено висновок щодо селективності дії 
індоспіцину на злоякісно-трансформовані клітини. Додатково буде проаналізовано цитотоксичний вплив індоспіцину за умов блокування синтезу 
білка циклогексімідом, з метою встановити, чи відповідний вплив є опосередкований вбудовуванням індоспіцину у склад новосинтезованих білків 
замість аргініну, з наступною дестабілізацією структури та функції останніх. 

На наступному етапі буде досліджено комбінований вплив дефіциту аргініну та індоспіцину на рухливість, адгезію та клоногенний потенціал 
пухлинних та нетрансформованих клітин людини. Як показано нами раніше (Pavlyk et al., 2015; Mayevska et al., 2017), голодування за аргініном per se 
селективно пошкоджує рухливість клітин гліом та меланом, дестабілізуючи структуру актинового цитоскелету. Теоретично, за комбінованої дії 
низьких концентрацій аналога аргініну відповідний ефект мав би бути посиленим. З метою перевірки цього припущення рухливість пухлинних клітин 
декількох різних типів визначатиметься за експериментальних умов комбінованої та монотерапії методом Wound healing. Також згідно раніше 
описаних методів (Mayevska et al., 2017) буде проаналізовано вплив індоспіцину на гетеро- та гомотипову адгезію пухлинних клітин, а також їх 
клоногенний потенціал in vitro. Буде зроблено висновок, чи пошкоджує додатково індоспіцин відповідні процеси, та чи відрізняється відповідний його 
ефект він такого у канаваніну. Слід зазначити, що додаткове пошкодження вказаних характеристик є важливим для оцінки терапевтичного потенціалу 
індоспіцину, оскільки усі вони вносять важливий вклад у сумарний «метастатичний потенціал» пухлинних клітин та можуть бути екстрапольовані на 
поведінку пухлинних клітин in vivo. 

З метою встановлення на молекулярному рівні причин чутливості чи резистентності різних типів пухлин до комбінаційної ензимотерапії та 
ідентифікації прогностичних маркерів, статус яких корелює із чутливістю до такої терапії, буде проведено аналіз впливу інгібіторів синтезу білка, 
mTOR сигнального шляху (рапалоги) та стресу ендоплазматичного ретикулуму на чутливість пухлинних клітин до дії індоспіцину за дефіциту 
аргініну. Оскільки індоспіцин є структурним аналогом аргініну та протеоміметиком (тобто розпізнається ацетил-тРНК-синтетазами як аргінін), та 
вбудовується замість останнього у структуру білків (наші попередні результати), авторами висловлене припущення, що індоспіцин може потенційно 
розпізнаватись також внутрішньоклітинними сенсорами аргініну, і опосередковано сигнальним механізмом mTOR (Broer and Broer, 2017) 
дерепресувати синтез білка за відсутності аргініну, таким чином значно підсилюючи цитотоксичний ефект терапевтичної комбінації. Аналіз 
проводитиметься шляхом виявлення фосфорильованих форм білків (mTOR, Raptor, S6, GCN2, eIF2a, GADD34) та аналізу експресії генів (ATF4, ATF3, 
PPP1R15A(GADD34), ASNS, CAT1) при застосуванні комбінаційної терапії. 

Додатково, буде проаналізовано вплив модуляції стресу ендоплазматичного ретикулуму, оскільки індукція цього механізму була встановлена 
нами за використання іншого аналога аргініну канваніну, і також має значний вклад у розвиток апоптозу за дії цього типу терапії (Bobak et al., 2016). 



  

 

 

Буде проаналізовано експресію типових маркерів стресу (GRP78, CHOP та EDEM1) за умови голодування за комбінаційної терапії. Буде проведено 
аналіз експресії генів та білків що визначають апоптичну загибель клітин в умовах тривалого стресу (аналіз CHOP, TRB3 та фрагментації білка 
PARP1). Буде проведено аналіз експресії генів що визначають адаптацію пухлинних клітин до стресу, а саме GRP78, GRP94, IRE1a та ATF6 в 
клітинних лініях що відрізняються за чутливістю до комбінованої терапії та зроблено висновки про кореляцію чутливості та експресією цих генів. 

Також буде досліджено характер експресії генів та регуляції білкових компонентів про- та антиапоптичних сигнальних шляхів, що активуються у 
пухлинних клітинах у відповідь на комбінований вплив дефіциту аргініну та індоспіцину. Ідентифікація молекулярних маркерів чутливості пухлин до 
цієї метаболічної терапії є важливою для формулювання рекомендацій щодо аналізу маркерних факторів чутливості до дії досліджуваної терапії. 
Зокрема буде проаналізовано МАРК сигнальний каскад, AMPK та PI3K-AKT. Аналіз проводитиметься шляхом виявлення фосфорильованих форм 
білків та дослідження впливу інгібіторів p44/42 MAPK (ERK1/2) (U0126), AMPK (compaund C) та PI3K (вортманіну) на чутливість пухлинних клітин 
до комбінованого впливу дефіциту аргініну та індоспіцину. Для цього буде використано антитіла до активованих форм ERK1/2, p38/MAPK, 
SAPK/JNK1/2, AMPK, AKT. 

Також у рамках проекту буде проведено тестування in vivo на моделі лабораторних тварин ефекту комбінованої дії аргінази І людини та 
індоспіцину. Буде встановлено максимальну толеровану та ефективну концентрації індоспіцину для мишей лінії BalbC, при адміністрації нативної та 
пегільованої форми рекомбінантної аргінази людини. За умови успішного результату, експеримент буде повторено з тваринами з перевиваною 
меланомою B16-F10, клітини якої є чутливими до монотерапії на основі аргінази in vitro (неопубліковані результати). Буде сформульовано висновок 
про необхідність наступних тестувань на альтернативних моделях пухлин та щодо загальної ефективності запропонованої комбінаційної терапії. 

 

 

 

10. Наукові (науково-технічні) результати, що очікуються за основними етапами та роботою в цілому 

У результаті виконання проекту буде запропоновано новий підхід комбінованої терапії злоякісних пухлин на основі голодування за аргініном (з 
використанням рекомбінантної аргінази людини І) та нового аналога аргініну рослинного походження індоспіцину. У ході виконання проекту буде 
проведено аналіз протипухлинної активності індоспіцину та рекомбінантної аргінази на декількох клітинних моделях in vitro а також попередні 
дослідження токсичності та селективності дії на тваринних моделях. За результатами цих досліджень будуть сформульовані висновки та рекомендації 
щодо подальшої оптимізації комбінованої ензимотерапії на основі індоспіцину та наступних клінічних випробувань. 

Результати роботи будуть опубліковані у провідних міжнародних та вітчизняних наукових виданнях та представлені на міжнародних наукових 
конференціях. Терапевтично-важливі результати досліджень будуть захищені вітчизняними та міжнародними патентами. 
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