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ОригиНАлЬНые стАтЬи
Б. Экспериментальные исследования

Введение. интегрин αvß3 (молекула кле-
точной адгезии) выполняет роль рецептора, 
в т.ч., металлопротеазы матрикса 2, задей-
ствованной в метастазировании меланомы. 
нами был охарактеризован как антимела-
номный оригинальный анти-интегриновый 
агент SAV-RGD (лио-SAV-RGD), специфиче-
ски связывающийся с клетками меланомы 
посредством трипептида Arg-Gly-Asp. Более 
значимый эффект был получен на беспиг-
ментной меланоме кожи человека MeWo. со-
ответственно, актуальна экспериментальная 
оценка эффективности лио-SAV-RGD в со-
четании с «золотым» стандартом антимела-
номной химиотерапии дакарбазином (DTIC). 
Цель: сравнительное изучение сочетания 
DTIC+лио-SAV-RGD на модели беспигмент-
ной меланомы кожи человека MeWo. Матери-
ал и методы. использована модель меланомы 
кожи человека MeWo in vitro/in vivo: чувстви-
тельная к DTIC клеточная линия MeWo и по-
лученная проспективно устойчивая сублиния 
MeWo/DTIC; п/к ксенографты MeWo у мы-
шей Balb/c nude.  В опытах in vitro определено 
время удвоения клеток обеих моделей и опре-
делен индивидуальный диапазон концентра-
ций агентов. Мышам DTIC+SAV-RGD агенты 
вводили в/б одновременно последовательно, 
сначала DTIC в субтерапевтической дозе 
150 мг/кг, затем лио-SAV-RGD 9-кратным 
курсом в суммарной дозе 900 мг/кг (первая 
доза удвоена). Для контроля взята груп-
па с DTIC в высокой терапевтической дозе 
250 мг/кг, близкой к максимально переноси-
мой (МпД). Все эксперименты выполнены 
стандартными методами с применением зна-
чимых критериев оценки и адекватной ста-
тистической обработки результатов (p<0,05). 
результаты. Для клеток MeWo и MeWo/DTIC 
с определенным проспективно одинаковым 
временем удвоения на уровне 23,0±2,3 ч и 
23,1±1,8 ч DTIC был практически нецитоток-
сичен, IC50=410±4 мкг/мл и IC50=860±27 мкг/
мл (критерий IC50<100 мкг/мл). однако абсо-
лютная величина действующих концентраций 

DTIC была существенно меньше известной 
для пигментированной меланомы мышей, 
1200–1400 мкг/мл. лио-SAV-RGD, напротив, 
был цитотоксичен для обеих линий мелано-
мы на пограничном уровне, IC50=100±3,1 мкг/
мл, а в диапазоне от 1 до 100 мкг/кг вызы-
вал гибель клеток в прямой зависимости от 
величины концентрации. на п/к ксенограф-
тах MeWo DTIC в дозе 250 мг/кг был эф-
фективен на уровне Т/с<30% (критерий Т/
с<42%)   при частичной гибели мышей от 
токсичности. сочетание DTIC+лио-SAV-RGD 
показало идентичный эффект независимо от 
редукции дозы на 40%, Т/с=38% (p=0,001). 
Заключение. сравнительное изучение  на 
модели беспигментной меланомы кожи чело-
века MeWo выявило in vitro отсутствие зна-
чимой цитотоксичности DTIC и пограничную 
цитотоксичность  анти-интегрина αvß3 лио-
SAV-RGD для клеток MeWo и MeWo/DTIC. 
на п/к ксенографтах MeWo сочетанная тера-
пия DTIC+лио-SAV-RGD при редукцци дозы 
цитостатика на 40% дала возможность полу-
чить максимальный противоопухолевый эф-
фект (Т/с=38% против 30%) при хорошей пе-
реносимости. полученные данные позволяют 
предположить, что введение в схему с DTIC 
анти-интегрина αvß3 целесообразно для по-
вышения избирательности цитотоксического 
действия цитостатика. 

ключевые слова: лио-SAV-RGD, дакарба-
зин, меланома человека in vitro/in vivo, эф-
фективность, толерантность

Введение

Диссеминированная меланома кожи чело-
века отличается чрезвычайно низкой чувстви-
тельностью к терапии. «Золотым» стандартом 
лечения меланомы в мире является дакарбазин 
(DTIC), помимо которого в лекарственную те-
рапию диссеминированной меланомы (Дм) се-
рьезный вклад внесен таргетными препаратами, 
направленными на ингибирование определенных 
сигнальных путей цитопролиферации [0, 2]. ан-
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ти-интегрины рассматриваются как потенциаль-
ные противоопухолевые агенты, способные ин-
гибировать дифференцировку и пролиферацию 
различных злокачественных клеток, в т.ч., Дм. 
один из рецепторов интегринов витронектин 
αvß3 участвует во многих этапах опухолевой 
прогрессии, регулирует неоангиогенез, опреде-
ляет миграцию и метастатический фенотип, а 
также выживаемость клеток меланомы [8, 17, 
13]. Связывание с интегриновыми рецепторами 
осуществляют рекомбинантные самособираю-
щиеся в тетрамерные структуры слитые белки 
SAV-RGD, содержащие меланома-узнающий три-
пептид Arg-Gly-Asp (RGD) и адапторную часть 
(SAV, стрептавидин) для присоединения цитоток-
сического агента. RGD-содержащие цитотоксиче-
ские пептиды способны селективно связываться 
с конкретным рецептором интегрина и запускать 
внутриклеточные сигнальные каскады, блокируя 
пролиферацию. описано множество различных 
RGD-мотивов нужной конформации [11]. Для 
реализации антиметастатического действия ан-
тагонистов рецептора как возможную мишень 
рассматривают экстрацеллюлярный витронектин 
αvß3, особенно значимый для агрессивной беспиг-
ментной меланомы [14, 16]. различные антиме-
ланомные анти-интегрины, в частности, CNT095, 
Vitaxin и др. MK-0429, обсуждаются как компо-
ненты схем комбинированной терапии меланомы 
с цитостатиками [10, 15]. В нашей работе изучен 
оригинальный специфически узнающий клетки 
меланомы рекомбинантный лиофилизированный 
белок SAV-RGD из штамма-продуцента MG1655/
pSAV-RGD E. Сoli [3], прошедший предваритель-
ные исследования и показавший значимую анти-
меланомную активность на адекватных моделях 
[4]. В качестве моделей меланомы кожи человека 
выбрана наиболее агрессивная амеланотическая 
MeWo/mel- (ATCC® HTB-65™) из криохранили-
ща нмИЦ [5].

Материал и методы

Лио-SAV-RGD. Лиофилизированный порошок лио-SAV-
RGD сер. 030313Л (m=5,0 мг) получен от авторов [3]. ра-
бочие растворы готовили в растворе хенкса до получения 
нужных концентраций: in vitro 1–100 мкг/мл c контролем 
результата через 24 и 72 ч, in vivo – при ранее найденной 
оптимальной схеме в/б ежедневно в суммарной дозе 900 
мг/кг с удвоением первой дозы и 3-кратным контролем 
результата после моно- или сочетанной терапии.

Дакарбазин (DTIC). Использован аптечный лиофилизи-
рованный дакарбазин (DTIC) («медак Гмбх», Германия), 
содержащий 100 мг действующего вещества, растворенный 
в физ. растворе и добавленный в культуральную среду или 
введенный мышам в нужных концентрациях и объемах. 
При оценке цитотоксичности DTIC учитывали известную 
величину IC50 для пигментированной меланомы 1200–1400 
мкг/мл [12]. В опыте in vivo использована определенная 
ранее единственная эффективная близкая к максимально 
переносимой (мПД) доза 250 мг/кг.

модели меланомы кожи человека. Использованы кле-
точная линия MeWo из хранилища ФГБУ «нмИЦ он-
кологии им.н.н.Блохина» минздрава россии и сублиния 
MeWo/DTIC, полученная в рамках данной работы. Клетки 
культивировали в соответствии с протоколом ATCC [19]. 
Для получения п/к ксенографтов клетки меланом иноку-
лировали под кожу бока конвенциональным половозрелым 
иммунодефицитным 8-ми нед. Balb/c nude мышам разведе-
ния и содержания нмИЦ [6]. мышей делили на группы 
(n=10-12), которые шифровали соответственно, DTIC, SAV-
RGD, DTIC+SAV-RGD и Кро (контроль роста опухоли без 
воздействия). MeWo инокулировали по 1×107 кл. Для по-
лучения сублинии MeWo/DTIC использовали описанную 
методику [9]. 

оценка цитотоксичности агентов. о цитотоксичности 
агентов судили по ингибирующей концентрации IC50, опреде-
ленной с помощью стандартного мтт-колориметрического 
метода. Время удвоения популяции клеток рассчитывали 
по формуле Td=t x ln(2)/ln(N1/N0), где N – число клеток 
в начале (N0) и после (N1) культивирования в течение 
времени (t). Величину IC50 DTIC определяли с помощью 
регрессионного анализа зависимости между lg концентра-
ции и цитотоксическим индексом в Excel 2013 («MS Office 
XP», Сша).

оценка противоопухолевой активности. об эффектив-
ности воздействий судили с помощью стандартной методи-
ки по соотношению средних объемов опухолей в леченой 
и контрольной группах мышей, выраженное в процентах, 
T/C%, критерий эффективности т/С<42% [7, 8].  терапев-
тический выигрыш сочетанной терапии оценивали по срав-
нению с группой DTIC. 

оценка переносимости терапии. Выполнена по возмож-
ной гибели мышей с признаками характерной для агента 
токсичности.

Статистический анализ. результаты исследований in 
vitro/in vivo статистически обработаны с помощью компью-
терной программы Exel 2013 и Exel для Windows 2007 с 
использованием критерия т-test Фишера, значимыми счи-
тали различия при p<0,05. 

результаты

Сравнительная цитотоксичность in vitro DTIC 
и лио-SAV-RGD

Исследование выполнено после определения 
времени удвоения популяции использованных 
моделей MeWo и MeWo/DTIC, а ингибирую-
щая концентрация DTIC существенно увеличи-
валась на резистентной сублинии и составляла 
IC50=860±27 мкг/мл против IC50=410±4 мкг/мл 
для MeWo (табл. 1).

Таблица 1. Цитотоксичность DTIC на MeWo и MeWo/DTIC

Линия клеток IC
50

 DtIC, мкг/мл

MeWo* 410±40

MeWo/DtIC** 860±27

Примечание: Время удвоения клеток опухоли *23,1±1,8 ч; **23,0±2,3 ч

Лио-SAV-RGD, изученный в диапазоне кон-
центраций 1-10-100 мкг/мл показал цитотоксич-
ность в зависимости от величины примененной 
концентрации. Процент погибших клеток воз-
растает с увеличением концентрации лио-SAV-
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RDG практически одинаково в обеих моделях. 
максимальный процент 31-32% гибели клеток 
получен при концентрации 100 мкг/мл. Следо-
вательно, лио-SAV-RGD сохраняет цитотокси-
ческую активность в отношении клеток, рези-
стентных к DTIC (табл. 2). 

Таблица 2. Цитотоксичность лио-SAV-RGD на MeWo и MeWo/
DTIC

Концентрация
лио-sAV-RGD, мкг/мл

% погибших клеток

MeWo MeWo/DtIC

1,0 -1 -2%

10,0 11 14

100,0 32 31*

Примечание: *все различия с группой MeWo недостоверны, p>0,05.
Сравнительная эффективность на MeWo DTIC и DTIC+лио-SAV-RGD

В группе мышей, получившей 250 мг/кг 
DTIC, наблюдали достоверное ингибирова-
ние роста опухолевых узлов MeWo вплоть до 
21 сут опыта по сравнению с группой Кро: 
Vcp=108±22,8 мм3 против Vcp=389±52,8 мм3 на 3 
сут, Vcp=201±95,1 мм3 против Vcp=564±195 мм3 
на 7 сут и Vcp=253±101 мм3  против Vcp=588±182 
мм3  (р<0,05) на 10 сут после лечения (рис. 1). 

Соответственно, т/С=54, 28 и 30% (p<0,05).  

Переносимость лечения DTIC была неудов-
летворительной, т.к. 2 мыши погибли от токсич-
ности при резком уменьшении массы селезенки 
(косвенный признак характерной гематологиче-
ской токсичности) на 10-й, 11-й дни после ле-
чения. Полученные данные свидетельствуют о 
том, что эффективная доза 250 мг/кг близка к 
максимально переносимой (мПД).

рис. 1. динамика роста подкожно трансплантированной меланомы человека MeWo после однократного 
внутрибрюшинного введения DtIC в дозе 250 мг/кг; верхняя кривая – Кро, нижняя кривая – DtIC 250 мг/кг

рис. 2. Сравнительная динамика роста меланомы человека MeWo на фоне сочетанного лечения по схеме DtIC 150 мг/кг 
и лио-sAV-RGD 900 мг/кг против DtIC 250 мг/кг
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Сочетанная терапия MeWo по схеме DTIC 
150 мг/кг + SAV-RGD 900 мг/кг сразу по-
сле окончания показала достоверное ингиби-
рование роста опухолевых узлов с нараста-
нием эффекта в течение следующей недели, 
т/С%=44–38–36% (р<0,05). В группе сравне-
ния, получившей один DTIC в полной дозе 
250 мг/кг, эффективность была практически 
идентичной первому опыту, т/С=44-42-36% 
(р<0,05). Кривые роста опухолей (рис. 2) ил-
люстрируют динамику развития описанных 
эффектов. Переносимость сочетанной терапии 
в отличие от одного DTIC в полной дозе была 
удовлетворительной, гибели мышей от токсич-
ности не наблюдали. 

Заключение 

Сравнительное изучение анти-интегрина 
αvß3 лио-SAV-RGD на модели беспигментной 
меланомы кожи человека MeWo выявило in vitro 
отсутствие значимой цитотоксичности DTIC и 
пограничную цитотоксичность анти-интегрина 
αvß3 лио-SAV-RGD для клеток MeWo и MeWo/
DTIC. на п/к ксенографтах MeWo сочетанная 
терапия DTIC+лио-SAV-RGD при редукцци дозы 
цитостатика на 40% дала возможность получить 
максимальный противоопухолевый эффект (т/
С=38% против 30%) с улучшением переноси-
мости. Полученные данные позволяют предпо-
ложить, что введение в схему антимеланомной 
химиотерапии с DTIC анти-интегрина αvß3 це-
лесообразно для повышения избирательности 
цитотоксического действия цитостатика.
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Introduction. The αvß3 integrin (cell adhesion molecule) 
plays the role of the receptor, including, metalloproteinase 
matrix 2, involved in melanoma metastasis. We have been 
characterized as an anti-melanoma original anti-integrin agent 
SAV-RGD (lyo-SAV-RGD), specifically binding to melanoma 
cells by means of the Arg-Gly-Asp tripeptide. More significant 
inhibited effect was obtained on amelanotic human skin mela-
noma MeWo. Accordingly, the experimental evaluation of the 
effectiveness of lyo-SAV-RGD in combination with the «gold» 
standard of anti-melanoma chemotherapy dacarbazine (DTIC) 
is relevant. Objective: a comparative study of the combination 
of DTIC+lyo-SAV-RGD on the model of pigmented melanoma 
of human skin MeWo. Material and methods. The model of 
human skin melanoma MeWo in vivo/in vitro: s.c. xenografts 
in Balb/c nude mice, sensitive to DTIC cell line MeWo and 
obtained prospectively stable subline MeWo/DTIC was used. 
In vitro experiments the time of cell doubling in both models 
was determined and the individual range of agent concentra-
tions was studied. Therapy with DTIC+lyo-SAV-RGD were 
administered in simultaneously sequentially, first the single 150 
mg/kg DTIC, then lyo-SAV-RGD 9-fold course in the total 
dose of 900 mg/kg (the first dose is doubled). To control of 
the group with single dose 250 mg/kg of DTIC close to the 
maximum tolerated dose (MTD). All experiments were per-
formed by standard methods using significant evaluation crite-
ria and adequate statistical processing of the results (p<0.05). 
Results. For MeWo and MeWo/DTIC cells with a certain 
prospectively identical doubling time of the doubling time of 
tumor cells (Tpot) at the level of 23.0±2.3 h and 23.1±1.8 h, 
DTIC was practically non-cytotoxic, IC50=410±4 µg/ml and 
IC50=860±27 µg/ml (IC50<100 µg/ml). However, the absolute 
value of the active concentrations of DTIC was significantly 
less known for murine pigmented melanoma, 1200–1400 µg/
ml. Lyo-SAV-RGD, on the contrary, was cytotoxic for both 
melanoma variants at the same level, IC50=100±3.1 µg/ml, 
and in the range from 1,0 to 100 µg/kg caused cell death in 
direct dependence on the concentration. On s.c. MeWo xe-
nografts DTIC at the dose of 250 mg/kg was effective at T/
C<30% (criterion T/C<42%) with partial death of mice from 
toxicity. The combination of DTIC+lyo-SAV-RGD showed an 
identical effect regardless of dose reduction by 40%, T/C=38% 
(p=0.001). Conclusion. A comparative study on the model of 
human skin melanoma MeWo revealed in vitro the absence 
of significant cytotoxicity of DTIC and at the same time cy-
totoxicity of anti-integrin avß3 lyo-SAV-RGD for MeWo and 
MeWo/DTIC cells. On xenografts MeWo combined therapy 
DTIC+lyo-SAV-RGD with dose reduction cytostatic 40% made 
it possible to obtain the maximum antitumor effect (T/С=38% 
vs 30%) with improved tolerability. The obtained data suggest 
that the introduction of anti-integrin avß3 into the scheme with 
DTIC is advisable to increase the selectivity of cytotoxic ac-
tion of cytostatics.

Key words: lyo-SAV-RGD, dacarbazine, human melanoma 
in vitro/in vivo, efficacy, tolerance


