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Coотношение рецепторов TrkA и р75 на клетках 
нейроэпителиальных опухолей – новая мишень воздействия 

комбинаций фактора роста нервов с цисплатином  
или темозоломидом
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Цель работы – изучить экспрессию, соотношение TrkA- и p75-рецепторов на клетках анапластической астроцитомы, глиоблас-
томы и медуллобластомы и установить их взаимосвязь с чувствительностью клеток опухолей к фактору роста нервов (ФРН) 
и его комбинациям с цисплатином или темозоломидом.
Материалы и методы. На первичных культурах клеток анапластической астроцитомы, глиобластомы и медуллобластомы изуче-
ны: 1) цитотоксический эффект ФРН и его комбинаций с цисплатином или темозоломидом по определению индекса цитотоксич-
ности; 2) изменение экспрессии и соотношения рецепторов TrkA и p75 методом иммунофлуоресценции; 3) корреляции между экс-
прессией, соотношением рецепторов TrkA, p75 и индексом цитотоксичности реагентов с помощью методов корреляционного 
анализа.
Результаты. Установлено, что экспрессия и соотношение рецепторов зависят от типа опухоли и механизма действия реагентов. 
Экспрессия и соотношение рецепторов TrkA и p75 взаимосвязаны с чувствительностью клеток анапластической астроцитомы 
и глиобластомы к ФРН и его комбинациям с цисплатином или темозоломидом.
Заключение. Соотносительная экспрессия рецепторов TrkA, p75 и коэффициент ее корреляции с индексом цитотоксичности ука-
зывают на механизм (сигнальный путь), по которому идет гибель клеток.
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Objective. To study the change of expression of TrkA, p75 receptors and their ratio on the human anaplastic astrocytoma, glioblasto-
ma and medulloblastoma cells cultures exposed to nerve growth factor (NGF) and its combination with cisplatin or temozolomide,  
to establish participation of expression of the receptors in sensitivity tumor cells to NGF and its combinations with chemotherapeutical 
drugs.
Materials and methods. In primary cell cultures of anaplastic astrocytoma, glioblastoma and  medulloblastoma were studied: 1) cytotoxicity 
effects of nerve growth factor and its combination with cisplatin or temozolomide; 2) the expression of TrkA, p75 receptors and the its ratio  
by immunofluorescence; 3) correlation between expression of TrkA, p75 receptors, the its ratio and index of cytotoxicity of reagents.
Results. It is found that the expression of the receptors and the relationship depends on the tumor type and reagents’ mechanism of action. 
Expression of TrkA and p75 receptors and their ratio correlated with sensitivity of anaplastic astrocytoma and glioblastoma cells to NGF and 
its combination with cisplatin or temozolomide.
Conclusion. Relative expression of TrkA/p75 receptor, and its coefficient of correlation with index of cytotoxicity point to a mechanism (sig-
naling pathway), on which there is cell death.

Key words: nerve growth factor, combination of nerve growth factor with cisplatin or temozolomide, TrkA, p75 receptors, the ratio receptors, 
index of cytotoxicity, correlations
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Введение
В настоящее время злокачественные новообразо-

вания по показателям распространенности, инвалиди-
зации и смертности вышли на 2-е место вслед за пато-
логией сердечно-сосудистой системы [1]. У детей 
и подростков интракраниальные неоплазии по степени 
распространенности занимают 2-е место после лейко-
зов, представляя собой гетерогенную по гистологичес-
ким типам группу. К наиболее злокачественным опу-
холям относятся медуллобластомы, нейробластомы, 
глиобластомы и анапластические астроцитомы [2, 3]. 
Прогноз для этих пациентов крайне неблагоприятный. 
Общая 5-летняя выживаемость составляет менее 50–
60 % после хирургического вмешательства, дополняе-
мого химио- и лучевой терапией [4–6]. Общеиз-
вестным фактом являются тяжелые токсические 
последствия химиотерапии на организм пациента. Это 
делает актуальным поиск новых подходов и стратегий 
лечения опухолей мозга: антиангиогенная, сонофото-
динамическая и таргетная терапия [7, 8]. Последняя 
подразумевает исследование новых эффективных со-
единений, а также мишеней их воздействия на опухо-
левые клетки [7]. Среди таких соединений перспектив-
ным выглядит класс эндогенных биорегуляторов 
полифункциональной природы – ростовых факто-
ров, которых к настоящему времени открыто более 
80 [9]. Наиболее хорошо изучен фактор роста нервов 
(ФРН), способствующий выживаемости и развитию 
клеток центральной нервной системы, одновременно 
вызывающий ингибирование ангиогенеза, инвазии 
опухоли [10, 11]. Обнаружено, что ФРН обладает ци-
тотоксическим противоопухолевым эффектом на куль-
турах клеток интракраниальных неоплазий, который 
может усиливаться при комбинированном его приме-
нении с химиопрепаратами [9]. Поскольку химиотера-
пия опухолей мозга в клинике проводится с примене-
нием темозоломида и препаратов платиновой группы 
(цисплатина, карбоплатина и т. д.) [1, 4, 13, 14], 
то для сочетания с ФРН автором были выбраны ука-
занные химиопрепараты. Доказано, что ФРН реализу-
ет свои эффекты на клетках через связывание с рецеп-
торами – высокоаффинным тирозинкиназным TrkA 
и низкоаффинным, содержащим домен смерти р75 [11, 
15, 16]. Экспрессия первого из этих рецепторов на ней-
робластомах является маркером благоприятного про-
гноза у пациентов с данной патологией, способствуя 
спонтанной регрессии опухоли в менее злокачествен-
ную ганглионеврому [11, 16–19].

Остается неизученным вопрос, могут ли рецепторы 
TrkA и р75 на клетках анапластической астроцитомы, 
глиобластомы и медуллобластомы являться мишенями 
воздействия комбинаций ФРН с цисплатином или те-
мозоломидом.

Цель исследования – изучить экспрессию, соот-
ношение рецепторов TrkA и p75 на клетках анапласти-

ческой астроцитомы, глиобластомы и медуллобласто-
мы и установить их взаимосвязь с чувствительностью 
клеток опухолей к ФРН и его комбинациям с циспла-
тином или темозоломидом.

Материалы и методы
Пациенты. Исследование выполнено на 19 пациен-

тах в возрасте от 1 до 16 лет (медиана 8 лет), страдающих 
анапластической астроцитомой (n = 5), глиобластомой 
(n = 7) и медуллобластомой (n = 7), находившихся 
на лечении в детском нейрохирургическом отделении 
Городской клинической больницы скорой медицин-
ской помощи г. Минска в 2010–2012 гг.

Первичная культура клеток нейроэпителиальных 
опухолей. Поступавший из клиники в течение 1 ч ма-
териал в стерильных условиях ламинарного бокса 
(Lobconco, США) отмывали от крови, освобождали 
от соединительно-тканных элементов в растворе Хэнк-
са (Sigma-Aldrich, США), содержащем 4 % сульфат 
гентамицина (Белмедпрепараты, РБ), и механически 
измельчали до мелких частиц. Клетки подвергали 
10-минутной ферментативной обработке смесью 
0,25 % раствора трипсина и 0,02 % этилендиамин-
тетрауксусной кислоты (ЭДТА) в соотношении 1:3 
(Sigma-Aldrich, США) при температуре 37 °С. Действие 
фермента нейтрализовали внесением в чашки Петри 
с посевами 1 мл эмбриональной телячьей сыворотки 
(Sigma-Aldrich, США). Обработанный материал под-
считывали в камере Горяева (Минимед, Россия) и пе-
реносили в количестве 500 тыс. клеток / мл в чашки 
Петри (d = 35 мм, Nunc, Дания) с 1 мл среды «Игла» 
в модификации Дульбекко (DМЕМ, Sigma-Aldrich, 
США), содержащей 10 % эмбриональной телячьей 
сыворотки. Клетки опухолей культивировали на про-
тяжении 2 сут в стандартных условиях СО

2
-инкубатора 

(Heraccell, США) при температуре 37 °С, 95 % влаж-
ности и 5 % парциальном давлении СО

2
 [20, 21].

Индекс цитотоксичности реагентов. На культурах 
опухолей тестировали цисплатин (Veropharm, Россия) 
в дозе 3,3 × 10–6 M (1 мкг / мл), темозоломид (Orion 
Pharma, Финляндия) в дозе 10,3 × 10–6 M (2 мкг / мл), 
7S-форму рекомбинантного ФРН человека (Sigma-
Aldrich, США) в дозе 8,8 × 10–9 M (0,1 мкг / мл) и комби-
нации ФРН с 10-кратно сниженной концентрацией 
цисплатина или темозоломида (цисплатин – 3,3 × 10–7 
(0,1 мкг / мл), темозоломид – 10,3 × 10–7 M (0,2 мкг / мл)). 
Внесение реагентов проводили на стадии логарифми-
ческого роста культур, достижение которой оценивали 
визуально по резко возросшему количеству митозов 
и численности клеток с помощью цифровой фотокаме-
ры Altra20, снабженной программным обеспечением 
Analysis getlT (Olympus, Япония), на инвертированном 
микроскопе НУ-2Е (Carl Zeiss, Германия) при увеличе-
нии × 312 [12]. Оценку индекса цитотоксичности (ИЦ) 
тестируемых соединений проводили спустя 1 сут после 
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экспозиции опухолевых культур с реагентами. Для это-
го оценивали чувствительность образцов неоплазий 
к реагентам на основе изучения гибели клеток, визуа-
лизируемой по поглощению 0,2 % раствора трипано-
вого синего (Alta Aesar, Германия) в камере Горяева. 
Из посевов удаляли среду, добавляли 1 мл 0,25 % трип-
сина с ЭДТА и инкубировали в течение 5 мин при 
температуре 37 °С. Клетки пипетировали, вносили 
1–2 капли 0,2 % раствора трипанового синего и пере-
носили 20 мкл суспензии в камеру Горяева.

Подсчитывали количество мертвых (окрашенных) 
и жизнеспособных (прозрачных) клеток в 15 больших 
квадратах по диагонали и определяли их соотношение 
[20]. Полученный эффект – степень подавления роста 
опухолевых клеток химиопрепаратом [22] – был вы-
ражен ИЦ:

N % = (1 – Опыт / Контроль) × 100,
где N % – ИЦ препаратов; Опыт – выживаемость кле-
ток при действии химиопрепаратов, ФРН и его комби-
наций с химиопрепаратами; Контроль – выживаемость 
клеток в контроле [22].

Иммунофлуоресценция. Выявление рецепторов 
TrkA, p75 выполнено на первичных культурах, полу-
ченных от пациентов с анапластической астроцито-
мой, глиобластомой и медуллобластомой. В каждую 
чашку Петри по истечении 2 сут роста культур нано-
сили ФРН либо его комбинацию с 10-кратно снижен-
ными концентрациями цисплатина или темозоломи-
да. Спустя 1 сут среду удаляли и посевы 5-кратно 
промывали фосфатно-солевым буфером (ФСБ) 
(145 мМ хлорида, 7,3 мМ гидрофосфата и 2,7 мМ ди-
гидрофосфата натрия, рН = 7,2), содержащим 1 % 
бычьего сывороточного альбумина, 4 % козьей сыво-
ротки (Sigma-Aldrich, США) и 0,2 % тритона Х-100. 
На образцы наносили первичные монокло нальные 
антитела к рецепторам ФРН: Anti-TrkA (SAB4902032, 
Sigma-Aldrich, США) и Anti-р75 (Pan-NGFR, Sigma-
Aldrich, США) в разведении 1:100. Указанные анти-
тела разводили ФСБ на 0,3 % тритоне Х-100. Клетки 
с антителами инкубировали в течение 24 ч при темпе-
ратуре 4 °С. После 3-кратной промывки ФСБ культуры 
подвергали воздействию вторичных кроличьих FITC-
конъюгированных антител Anti-Rabit Ig-FITC (Sigma-
Aldrich, США) в разведении 1:1000 и выдерживали 
в темноте на протяжении 2 ч при комнатной темпера-
туре [23]. После инкубации посевы 3 раза отмывали 
от избытка реагентов и просматривали под флуорес-
центным микроскопом Leitz MPV-2 (Германия) с циф-
ровой камерой Leica DC350F (Германия) с возбужда-
ющим 330–390 нм и эмиссионным 455–700 нм 
фильтрами L2, экспозицией 690 мс, усилением G1 
при увеличении объектива × 16. Делали калибровку 
для данного объектива и переводили пиксели в микро-
метры. С помощью компьютерной программы ImageJ 
(версия 1.45r) оценивали:

1) процентное соотношение флуоресцирующих 
клеток к их общему количеству в 5 полях зрения для 
каждого образца;

2) интенсивность флуоресценции (пиксель / мкм2) 
в расчете на 1 клетку;

3) на основании ранее вычисленных показателей 
рассчитывали соотношение TrkA / p75-рецепторов.

Определяли корреляции между соотношением 
TrkA / p75-рецепторов и ИЦ ФРН, его комбинаций 
с химиопрепаратами на клетки опухолей. Проанали-
зировано 800 посевов.

Статистическая обработка данных. Каждый экс-
перимент проводили не менее чем в 3 (3–5) незави-
симых повторах. Результаты представляли как сред-
нее арифметическое ± стандартная ошибка среднего 
для выборки объема n (M ± m). Для сравнения 
2 групп с относительно большим объемом выборки 
(n > 50) по выраженности количественных призна-
ков применяли однофакторный дисперсионный 
анализ (ANOVA one-way) и F-критерий (Фишера) 
[24]. Предварительно каждую выборку проверяли 
на нормальность (рас пределение Гаусса) по крите-
рию Колмогорова–Смирнова / Лиллифора и на одно-
родность дисперсий по F-критерию. Вариабельность 
признаков оценивали по величине стандартного 
квадратического отклонения (σ).

С помощью двухфакторного дисперсионного ана-
лиза без повторений (ANOVA two-way) рассчитывали 
уровни значимости для зависимости экспрессии ре-
цепторов TrkA, р75, их соотношения от типа опухоли, 
механизма действия ФРН и его комбинаций с химио-
препаратами. Установление корреляционных зависи-
мостей между 2 неродственными показателями в вы-
борке, подчиняющейся нормальному распределению, 
осуществляли с использованием коэффициента ран-
говой корреляции Пирсона r [24, 25]. Статистическую 
значимость коэффициентов корреляции в выборках, 
подчиняющихся нормальному распределению, оцени-
вали по критерию Стьюдента t [25, 24]. Статистическую 
значимыми считали различия при уровне значимости 
p < 0,05. Для проведения описательной статистики 
и оценки статистической значимости различий между 
2 группами использовали программу StatPlus 2005 па-
кета Statistica 6.0.

Результаты и обсуждение
На 1-м этапе оценивали ИЦ реагентов и их комби-

наций при воздействии на культуры опухолевых клеток. 
Для этого ИЦ ФРН и его комбинаций с химиопрепара-
тами сравнивали с обособленным действием химиопре-
паратов (табл. 1).

Данные табл. 1 показывают, что цитотоксическое 
действие комбинации ФРН + цисплатин было выше 
(p < 0,05) индивидуального эффекта ФРН на культурах 
клеток анапластической астроцитомы и медуллоблас-
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томы. Противоопухолевый эффект комбинации ФРН + 
темозоломид был выше (p < 0,05) действия ФРН 
на клетках медуллобластомы. Эффективность ФРН 
была сопоставима с цитотоксическим действием хи-
миопрепаратов на клетках всех тестируемых опухолей.

Аддитивный эффект комбинации реагентов 
на культурах неопластических клеток поставил вопро-
сы: могут ли рецепторы ФРН – TrkA и p75 – являться 
мишенями комбинаций ростового фактора с химио-
препаратами? Как изменяется экспрессия рецепторов 
на опухолевых клетках при воздействии комбинаций 
ФРН с цисплатином или темозоломидом?

Определяли количество неопластических клеток, 
экспрессирующих рецепторы TrkA и p75 под воздей-
ствием ФРН и его комбинаций с цисплатином или те-
мозоломидом.

В целях изучения экспрессии TrkA- и p75-рецепторов 
и их соотношения на опухолевые клетки наносили анти-
тела к рецепторам и реагенты, определяя интенсивность 
FITC-флуоресценции рецепторов в пересчете на 1 клетку 
(рис. 1, 2).

Анализ результатов позволил распределить серии 
экспериментов при воздействии ФРН и его комбина-
ций с цисплатином или темозоломидом по 2 группам, 
в каждой из которых статистически значимо (p < 0,05) 
преобладала экспрессия рецепторов TrkA или p75 (см. 
рис. 1, 2).

К группе «p75» (см. рис. 1) были отнесены 5 серий 
опытов (в каждой из которых на клетки одного типа 
опухоли воздействовали одним из реагентов): при 
воздействии ФРН и комбинации ФРН + темозоло-
мид – на клетки медуллобластомы; ФРН, комбина-
ции ФРН + цисплатин – на клетки глиобластомы; 
ФРН + темозоломид – на клетки анапластической 
астроцитомы.

К группе «TrkA» (см. рис. 2) – 4 серии: при воздей-
ствии комбинации ФРН + цисплатин – на клетки 
медуллобластомы; комбинации ФРН + темозоломид – 
на клетки глиобластомы; ФРН, комбинации ФРН + 
цисплатин – на клетки анапластической астроцитомы.

Из рис. 1 и 2 видно, что экспрессия TrkA-рецептора 
в пределах каждой серии статистически значимо  

taблица 1. Индекс цитотоксичности (%) химиопрепаратов, фактора роста нервов и его комбинаций с химиопрепаратами при воздействии 
на клетки интракраниальных опухолей

Реагент
Индекс цитотоксичности, %

Анапластическая астроцитома Глиобластома Медуллобластома

Цисплатин 53,3 ± 6,4 46,9 ± 4,8 47,5 ± 5,1

Темозоломид 46,0 ± 5,4 40,0 ± 5,6 36,5 ± 3,3

Фактор роста нервов 55,8 ± 5,4 48,2 ± 4,7 37,4 ± 3,2

Фактор роста нервов + цисплатин 84,7 ± 3,6* 43,2 ± 4,2 47,3 ± 2,6*

Фактор роста нервов + темозоломид 52,4 ± 9,0 41,2 ± 6,4 52,2 ± 5,9*

*Статистически значимые (p < 0,05) отличия индекса цитотоксичности комбинаций реагентов от обособленного действия фактора роста 
нервов.

Рис. 1. Серии экспериментов, где в опухолевых клетках преобладала ин-
тенсивность FITC-флуоресценции антител к p75-рецепторам (группа 
«p75»). *Статистически значимые (p < 0,05) отличия интенсивности 
флуоресценции TrkA-рецептора от р75 в пределах 1 серии 
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(p < 0,05) отличалась от таковой для рецептора p75. 
Исключение составили серии при применении комби-
нации ФРН + цисплатин на клетки глиобластомы 
и ФРН + темозоломид на клетки анапластической 
астроцитомы.

Следует обратить внимание на то, что в пределах 
1 серии все пациенты с одним типом опухоли относи-
лись к одной группе («TrkA» или «p75»), т. е. для всех 
пациентов было характерно преобладание экспрессии 
одного типа рецепторов. Тогда как клетки тех же паци-
ентов (с указанным типом опухоли) под действием 
другого реагента (в другой серии) проявляли домини-
рование другого типа рецепторов во всех случаях. На-
пример, все исследуемые пациенты (n = 7), страдающие 
медуллобластомой, при воздействии ФРН и комбина-
ции ФРН + темозоломид были отнесены к группе 
«p75», а при воздействии ФРН + цисплатин – к группе 
«TrkA». Такое доминирование того или иного типа ре-
цепторов в каждой серии опытов связано с механизмом 
действия реагентов и зависит от типа опухоли. Необхо-
димо отметить, что экспрессия p75-рецепторов стати-
стически значимо (p < 0,05) отличалась от TrkA-
рецепторов как внутри каждой из указанных групп 
(«TrkA», «p75»), так и между ними (табл. 2, 3).

В группе «p75» преобладала экспрессия рецептора 
p75, которая была статистически значимо (p = 0,001) 
выше экспрессии в группе «TrkА», и наоборот.

Методом двухфакторного дисперсионного ана-
лиза установлена зависимость экспрессии TrkA-, 
p75-рецепторов и их соотношения от типа опухоли 
и механизма воздействия реагентов (см. табл. 2). Экс-
прессия рецепторов TrkA, p75 и их соотношение 
статистически значимо зависят от типа опухоли (p = 
2,0 × 10–11) и механизма действия реагентов (p = 1,1 × 
10–23). Зависимость от типа опухоли была установле-

на при действии ФРН и комбинации ФРН + циспла-
тин. Зависимость от механизма действия реагента 
была констатирована для всех рассматриваемых ти-
пов опухолей. Таким образом, зарегистрирована бо-
лее сильная зависимость экспрессии TrkA-, p75-
рецепторов от механизма действия реагента, чем 
от типа опухоли.

Изучали соотношение рецепторов TrkA / p75 
на клетках опухолей (табл. 4).

Данные табл. 4 показывают, что в группах «ТrkA» 
и «р75» значения интенсивности флуоресценции анти-
тел к TrkA- и р75-рецепторам, а также соотношение 
TrkA / p75 статистически значимо отличались как в сво-
ей группе, так и между группами (p = 0,04; p = 0,0002 
и p = 0,0004 соответственно). Между группами были 
выявлены статистически значимые (p = 0,03) различия 
для величин, выражающих в процентном отношении 
разницу интенсивностей флуоресценции преобладаю-
щего над меньшим типами экспрессирующихся рецеп-
торов (разница %), данный показатель был статисти-
чески значимо выше в группе «р75». При одинаковом 
уровне ИЦ в группах «ТrkA» и «р75» этот факт свиде-
тельствует о большей аффинности ТrkA-рецептора 
и различиях в механизмах взаимного функционирова-
ния рецепторов. Он подтверждается показателями 
соотношения ТrkA / р75-рецепторов, отличающимися 
между группами в 12,8 раза (p = 0,0004).

На основании анализа полученных результатов воз-
ник вопрос: существует ли взаимосвязь экспрессии 
ТrkA-, р75-рецепторов и их соотношения (ТrkA / р75) 
с чувствительностью клеток опухолей к ФРН и его ком-
бинациям с цисплатином или темозоломидом? С этой 
целью автор рассчитывал коэффициент корреляции 
между ИЦ неопластических клеток пациентов, обрабо-
танных ФРН и его комбинациями с цисплатином или 

Таблица 2. Зависимость экспрессии TrkA-, p75-рецепторов и их соотношения от механизма действия реагентов

Зависимость экспрессии trkA-, p75-
рецепторов и их соотношения

Реагент

все
реагенты

фактор роста нервов
фактор роста нервов + 

цисплатин
фактор роста нервов + 

темозоломид

От типа опухоли, p
2,0 × 10–11

(90)
0,0028

(18)
0,011
(18)

0,52
(18)

Примечание. Здесь и в табл. 3: курсивом выделены статистически значимые различия (p < 0,05). В скобках – число степеней свободы для об-
разцов опухолей пациентов, подвергнутых воздействию фактора роста нервов и его комбинаций с цисплатином или темозоломидом.

Таблица 3. Зависимость экспрессии TrkA-, p75-рецепторов и их соотношения от типа опухоли 

Зависимость экспрессии trkA-, p75-
рецепторов и их соотношения

Тип опухоли

все типы
анапластическая астро-

цитома
глиобластома медуллобластома

От механизма действия реагента, p
1,1 × 10–23

(90)
0,00074

(25)
1,0 × 10–18

(30)
5,8 × 10–9

(30)
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темозоломидом, и экспрессией TrkA-, p75-рецепторов, 
их соотношением.

В целях выявления механизмов действия ФРН 
и его комбинаций с химиопрепаратами в опухолевых 
клетках определяли изменение экспрессии TrkA-, 
p75-рецепторов относительно их экспрессии на клет-
ках контрольных серий.

Статистически значимые корреляции экспрессии 
рецепторов TrkA и p75 с ИЦ реагентов выявлены 
для клеток анапластической астроцитомы и глиобла-
стомы. В сериях опытов документировано наличие 
различных вариантов корреляций ИЦ с экспрессией 
рецепторов и их соотношением. Это свидетельствует 
о наличии различных механизмов действия реагентов, 
некоторые из которых можно установить путем сопо-
ставления коэффициентов корреляций со значениями, 
отражающими в процентах экспрессию рецепторов 
TrkA и p75 по отношению к экспрессии рецепторов 
в контрольных сериях. Противоположные знаки коэф-
фициентов корреляций TrkA- и р75-рецепторов с ИЦ 
документируют антагонизм действия указанных рецеп-
торов по отношению к гибели клеток (табл. 5).

Например, на клетках анапластической астроци-
томы при воздействии ФРН преобладала экспрессии 
TrkA-рецептора, при этом, как и в контрольной серии, 
была отмечена положительная корреляция (р < 0,05) 
ИЦ с соотношением TrkA / p75-рецепторов. Следова-
тельно, цитотоксический эффект ФРН реализуется 
преимущественно через TrkA-рецепторы (см. табл. 4). 
Воздействие комбинации ФРН + цисплатин на клетки 
анапластической астроцитомы приводило к снижению 
экспрессии преобладающего в серии TrkA-рецептора 
по отношению к экспрессии рецептора р75 в сравне-
нии с контрольной серией. Положительная (p < 0,0001) 
корреляция ИЦ с экспрессией p75-рецептора свиде-
тельствует о наличии сигнального пути, запускаемого 

через него (см. табл. 4). Механизм действия данной 
комбинации, проявляющийся значительным увеличе-
нием экспрессии p75-рецептора (при менее интенсив-
ном росте TrkA), совпадает с механизмом гибели кле-
ток опухоли через p75-рецепторы, что свидетельствует 
о потенциальной эффективности данной комбинации 
реагентов. На клетках анапластической астроцитомы 
при воздействии комбинации ФРН + темозоломид 
установлены положительные (р < 0,05) корреляции 
ИЦ с экспрессией TrkA-рецептора, соотношением 
TrkA / p75-рецепторов и отрицательная (р < 0,01) кор-
реляция с экспрессией р75-рецептора, что свидетель-
ствует о запуске гибели неопластических клеток в ос-
новном через TrkA-путь. Тогда как механизм действия 
комбинации ФРН + темозоломид, выраженный от-
сутствием преобладающего типа рецептора в соотно-
шении (в отличие от контроля, где преобладает TrkA) 
и значительным ростом экспрессии р75-рецептора, 
препятствует ее эффективному цитотоксическому 
действию.

При воздействии ФРН на клетки глиобластомы 
установлена положительная корреляция (p < 0,02) ИЦ 
реагента с соотношением TrkA / p75-рецепторов и от-
рицательная (p < 0,0001) ИЦ реагента с экспрессией 
р75-рецептора, что указывает на запуск гибели клеток 
через TrkA-путь. Противоположные знаки корреляци-
онных зависимостей указывают на антагонизм TrkA- 
и р75-рецепторов в гибели опухолевых клеток. Меха-
низм действия ФРН в клетках глиобластомы характе-
ризовался преобладанием экспрессии р75-рецептора 
(так же, как в контроле), уменьшением соотношения 
TrkA / p75 (по сравнению с контролем).

Экспрессия TrkA-рецептора статистически значи-
мо не изменялась. Такой механизм действия ФРН пре-
пятствует гибели опухолевых клеток через TrkA-
рецепторы. При воздействии комбинации ФРН + 

Таблица 4. Интенсивность флуоресценции антител к TrkA- и p75-рецепторам, их соотношение и индекс цитотоксичности в группах пациен-
тов с преобладанием TrkA- и p75-рецепторов*

Показатель Группа «ТrkA» Группа «p75»
Уровень зна-

чимости между 
группами

Интенсивность флуоресценции 
к ТrkA, пиксель / мкм2 1379,9 ± 316,7

p внутри группы 
0,01

616,2 ± 137,1
p внутри группы 

0,0005

p = 0,04

Интенсивность флуоресценции 
к p75, пиксель / мкм2 459,2 ± 153,4 3095,9 ± 652,7 p = 0,0002

Разница, % 842,4 ± 455,3 1587,9 ± 206,5 p = 0,03

Соотношение ТrkA / р75 7,7 ± 0,2 0,6 ± 0,2 p = 0,0004

Индекс цитотоксичности, % 48,8 ± 3,5 45,4 ± 4,8 p = 0,39

Примечание. Жирным шрифтом выделены статистически значимые показатели (p < 0,05). Разница, % – это различие между преобладаю-
щим и меньшим значениями интенсивности флуоресценции в % в серии эксперимента, рассчитывали по формуле: ((экспрессия ТrkA / экспрес-
сия р75) × 100) – ((экспрессия р75 / экспрессия ТrkA) × 100) в серии, где преобладала экспрессия ТrkA-рецептора, и ((экспрессия р75 / экспрес-
сия ТrkA) × 100) – ((экспрессия ТrkA / экспрессия р75) × 100) в серии, где преобладала экспрессия р75 рецептора.
*Приведены средние значения ± ошибка среднего, вычисляемые по данным всех пациентов (во всех сериях) в пределах 1 группы.
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темозоломид на клетки глиобластомы выявлены по-
ложительные корреляции между ИЦ комбинации 
и экспрессией TrkA-рецептора (p < 0,001), соотноше-
нием TrkA / p75-рецепторов (p < 0,001) и отрицательная 
(p < 0,0001) корреляция между ИЦ комбинации и экс-
прессией р75-рецептора. Такие показатели констати-
руют активацию гибели клеток опухоли через TrkA-
сигнальный путь. При этом механизм действия 
комбинации ФРН + темозоломид по своим показате-
лям соответствовал установленным корреляционным 
зависимостям. Например, при положительной корре-

ляции между ИЦ и экспрессией TrkA-рецептора, соот-
ношением TrkA / p75 в механизме действия наблюдали 
доминирование TrkA-рецептора над p75 (в отличие 
от контроля, где доминировал p75-рецептор), увеличе-
ние численности TrkA-рецептора (в 12 раз) по сравне-
нию с контролем. При отрицательной корреляции 
между ИЦ и р75-рецептором его экспрессия была 
статистически значимо ингибирована (в 5 раз по от-
ношению к контролю). Таким образом, комбинация 
ФРН + темозоломид обладает потенциальной проти-
воопухолевой эффективностью.

Таблица 5. Коэффициент корреляции между экспрессией TrkA-, p75-рецепторов, их соотношением и индексом цитотоксичности реагентов 
при воздействии на клетки опухолей

Серия экспери-
мента

Число степе-
ней свободы

Преоблада-
ющий тип 
рецептора 

в серии

Интенсивность флуоресценции 
антител к рецепторам по отно-
шению к контрольной серии, %

Коэффициент корреляции с индексом цитоток-
сичности, r,

уровень значимости, р

trkA p75 trkA p75
соотношение 

trkA / p75

АА – контроль 54 TrkA (6,7) 100,0 100,0  –  –  – 

АА – ФРН 54
TrkA
(7,2) 

112,9 106,4 0,13 –0,32
0,43

р < 0,05

АА – ФРН + ЦП 54
TrkA
(2,7)*

176,4** 434** –0,19
0,68

р < 0,0001
–0,20

АА – ФРН + ТД 54
Нет преобла-

дания
100,7 792,9**

0,42
р < 0,05

–0,51
р < 0,01

0,46
р < 0,05

ГБ – контроль 68
p75

(20,8) 
100,0 100,0  –  –  – 

ГБ – ФРН 68
p75

(34,6)*
94,6 157,9** 0,27

–0,71
р < 0,0001

0,44
р < 0,02

ГБ – ФРН + ЦП 68
Нет преобла-

дания
385,4** 23,4**

–0,65
р < 0,0001

–0,06
–0,47

р < 0,02

ГБ – ФРН + ТД 68
TrkA
(3,1) 

1221** 18,8**
0,50

р < 0,001
–0,53

р < 0,001
0,63

р < 0,0001

МБ – контроль 66
p75

(2,1) 
100,0 100,0  –  –  – 

МБ – ФРН 66
p75

(1,9) 
117,4 110,3 0,12 –0,28 0,26

МБ – ФРН + ЦП 66
TrkA
(1,9) 

48,7** 12,4** –0,04 –0,3 0,25

МБ – ФРН + ТД 66
p75

(11,2)*
13** 70,1 0,27 0,34 –0,01

Примечание. В скобках указаны значения экспрессии преобладающего типа рецептора по отношению к меньшему в каждой серии (количество 
преобладающего в соотношении типа рецепторов / количество рецепторов противоположного типа). Жирным шрифтом, символом * обозначе-
ны статистически значимые (p < 0,05; p < 0,01) отличия значений экспрессии преобладающего рецептора по отношению к меньшему в каждой 
серии по сравнению с контролем. Интенсивность флуоресценции антител к рецепторам по отношению к контрольной серии, %, вычислялась 
по формуле: (экспрессия TrkA (или p75) под воздействием реагента / экспрессия TrkA (или p75) в контроле) × 100. Условно интенсивность 
флуоресценции антител к TrkA- или p75-рецепторам в контрольных сериях для каждого типа опухоли принята за 100 %. Жирным шрифтом, 
символом ** обозначены статистически значимые (p < 0,05) отличия интенсивности флуоресценции антител к рецепторам по отношению 
к контрольной серии. Жирным шрифтом обозначены статистически значимые (p < 0,05) коэффициенты корреляции индекса цитотоксич-
ности с экспрессией TrkA- и p75-рецепторов и их соотношением. Знак прочерка в графах для корреляций в контрольных сериях указывает 
на то, что данные корреляции не рассчитаны, поскольку индекс цитотоксичности в контрольных посевах равен нулю. АА – анапластическая 
астроцитома; ФРН – фактор роста нервов; ЦП – цисплатин; ТД – темозоломид; ГБ – глиобластома; МБ – медуллобластома.
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При воздействии ФРН и его комбинаций с циспла-
тином или темозоломидом на клетки медуллобластомы 
не было установлено статистически значимых корре-
ляций экспрессии TrkA-, р75-рецепторов и их соот-
ношения с ИЦ реагентов.

В сериях при воздействии ФРН и комбинации 
ФРН + темозоломид на клетки медуллобластомы пре-
обладал рецептор р75. Применение ФРН стимулиро-
вало на неопластических клетках экспрессию р75 
в большей степени, чем TrkA-рецептора, по отноше-
нию к контролю, при этом их численность становилась 
примерно одинаковой. Воздействие комбинации ФРН 
+ темозоломид на клетки медуллобластомы приводило 
к статистически значимому (p < 0,001) ингибированию 
на них экспрессии TrkA-рецептора (в 7,5 раза) при не-
значительном подавлении экспрессии р75, что явилось 
причиной статистически значимого преобладания 
р75-рецептора на клетках опухоли по сравнению с кон-
тролем. При воздействии комбинации ФРН + циспла-
тин на клетки медуллобластомы преобладала (p < 0,05) 
экспрессия TrkA-рецепторов, явившаяся результатом 
стимулирования (p < 0,01) комбинацией синтеза моле-
кул TrkA-рецептора и сильного ингибирования р75- 
рецептора на клетках опухоли. Вследствие наличия 
функционального антагонизма у данных рецепторов 
и более выраженного подавления экспрессии р75- 
рецептора, чем TrkA-рецептора (образующих структур-
ные гетерокомплексы на мембранах клеток), р75- 
рецептор препятствует значительному увеличению 
численности TrkA и гибели клеток медуллобластомы 
через TrkA-сигнальный путь. Приведенные механизмы 
действия ФРН и его комбинаций с цисплатином 
или темозоломидом на клетки медуллобластомы, от-
сутствие статистически значимых корреляций с ИЦ 
свидетельствуют о том, что гибель клеток осуществля-
ется через альтернативные сигнальные пути.

Таким образом, установлены статистически значи-
мые положительные и отрицательные корреляции 
между ИЦ реагентов и экспрессией TrkA-, р75- 
рецепторов, их соотношением (TrkA / p75) на клетках 
анапластической астроцитомы и глиобластомы. Раз-
личные варианты корреляционных зависимостей ука-
зывают на доминирование разных сигнальных каска-
дов, запускающих гибель опухолевых клеток. Среди 
них для исследованных типов опухолей преобладал 
TrkA-путь: при воздействии ФРН, комбинации ФРН 
+ темозоломид на клетки анапластической астроцито-
мы и глиобластомы. Гибель клеток анапластической 
астроцитомы и глиобластомы через р75-рецепторы 
установлена при воздействии комбинации ФРН + 
цисплатин. На клетках медуллобластомы статистиче-
ски значимых корреляций экспрессии указанных ре-
цепторов с ИЦ не выявлено.

Во всех сериях экспериментов и на всех типах опу-
холей зарегистрирован функциональный антагонизм 

экспрессии TrkA-, р75-рецепторов по отношению 
к гибели клеток (только в случае применения ФРН + 
цисплатин на клетках глиобластомы он маскируется 
экспрессией аберрантных TrkAIII-рецепторов). Соот-
ношение TrkA / p75-рецепторов и коэффициент его 
корреляции с ИЦ документируют механизм (сигналь-
ный каскад), по которому идет гибель клеток опухоли 
при воздействии ФРН и его комбинаций с цисплати-
ном или темозоломидом. На гибель опухолевых клеток 
также влияют тип доминирующего рецептора, его 
статус, описываемый соотношением TrkA / p75 (сверх-
экспрессия, ингибирование или одинаковое количество), 
возможно формирование структурных гетерокомплексов 
рецепторов TrkA–p75 [26]. На наличие последнего факта 
указывают коэффициенты корреляций между ИЦ реа-
гентов и экспрессией TrkA-, p75-рецепторов одного 
знака и соответствующие им функциональные измене-
ния экспрессии рецепторов [27–31].

Выводы
Установлено присутствие TrkA- и p75-рецепторов 

на клетках анапластической астроцитомы, глиоблас-
томы и медуллобластомы при воздействии на них 
ФРН и его комбинаций с цисплатином или темозоло-
мидом.

При воздействии любого из указанных реагентов 
на клетки опухоли наблюдали различия в экспрессии 
TrkA- и p75-рецепторов и их соотношения (в пересче-
те на 1 клетку) в пределах одного и различных типов 
опухолей.

В каждой серии эксперимента статистически зна-
чимо (p = 0,001) преобладала экспрессия TrkA- либо 
p75-рецептора, на основании чего сформированы 
группы «TrkA» и «p75». Экспрессия рецепторов TrkA 
и p75 также статистически значимо (p = 0,03) различа-
лась между указанными группами.

Верифицирована зависимость экспрессии рецеп-
торов TrkA, p75 от механизма действия реагента (p = 
1,1 × 10–23) и от типа опухоли (p = 2,0 × 10–11).

Установлены статистически значимые (p < 0,05;  
p < 0,0001) положительные (r = 0,42–0,68; число 
степеней свободы 54–68) и отрицательные (r = 
–0,42−(–0,71); число степеней свободы 54–68) кор-
реляции между ИЦ ФРН, его комбинаций с циспла-
тином, темозоломидом и показателями экспрессии 
рецепторов TrkA, р75, их соотношением на клетках 
анапластической астроцитомы и глиобластомы. Раз-
личные варианты корреляционных зависимостей 
указывают на доминирование разных сигнальных 
каскадов (TrkA-, р75-пути), запускающих гибель 
опухолевых клеток при воздействии реагентов. Со-
относительная экспрессия TrkA / p75-рецепторов 
и коэффициент ее корреляции с ИЦ указывают 
на механизм (сигнальный путь), по которому идет 
гибель клеток.
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