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Общая выживаемость больных с метастатическими и рецидивирующими формами рака желуд-
ка  (РЖ) продолжает оставаться на низком уровне. Это обусловлено развитием эпителиально-
мезенхимального перехода  (ЭМП) у опухолевых клеток, способствующего быстрому появлению 
метастазов, а также резистентности опухоли к химиотерапии. ЭМП у клеток РЖ подтверждается 
исследованием их транскриптома. Анализ баз данных TCGA и  GTEx (n  =  408) и нашей когорты 
пациентов с РЖ (n = 43) показал, что экспрессия гена CDH2 была значительно снижена в опухо-
лях, по сравнению с неопухолевыми тканями, и коррелировала с общей выживаемостью паци-
ентов с РЖ. Аналогичным образом, экспрессия генов транскрипционных факторов, способствую-
щих  ЭМП, SNAIL и  ZEB1, была значительно увеличена при  РЖ. Таким образом, ингибирование 
процесса ЭМП может стать новым подходом в стратегии терапии больных с метастатическими 
и рецидивирующими формами  РЖ. В  предыдущих исследованиях была обнаружена противо-
опухолевая активность экстракта листьев Olea europaea  (OLE). В  настоящей работе показана 
способность OLE ингибировать  ЭМП, а также усиливать гибель клеток РЖ по механизму апоп-
тоза in vitro. В частности, при комбинированном применении OLE с химиопрепаратами 5-фтор-
урацилом (5-FU) и цисплатином (Cis) отмечалась выраженная гибель опухолевых клеток РЖ по 
механизму апоптоза. При использовании комбинации OLE с химиопрепаратами (5-FU, Cis) в клет-
ках РЖ изменялась экспрессия маркеров ЭМП (E-кадгерина, N-кадгерина, виментина, клаудина-1), 
повышалась экспрессия маркеров апоптоза (расщепленная форма PARP1) и увеличивалось коли-
чество апоптотических клеток (Annexin  V-позитивных). Таким образом, представленная работа 
свидетельствует о способности OLE вызывать гибель клеток РЖ за счет подавления процесса ЭМП 
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и повышения чувствительности к химиопрепаратам (5-FU,  Cis), используемым для терапии  РЖ 
в настоящее время.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рак желудка, экстракт листьев Olea europaea, эпителиально-мезенхималь-
ный переход, апоптоз, химиотерапевтические препараты, кадгерин 2, SOX2, некодирующая РНК, 
miR-23b-3p, противоопухолевый эффект.

DOI: 10.31857/S0320972524010067 EDN: YRICHX

Принятые сокращения: АО  – акридиновый оранжевый; РЖ  – рак желудка; ЭМП  – эпителиально-мезенхи-
мальный переход; AGS  – клеточная линия аденокарциномы желудка; Cis  – цисплатин; 5-FU  – 5-фторурацил; 
GEPIA – интерактивный анализ профиля экспрессии генов; GTEX – генотипы клеток тканей; HPA – атлас белков 
человека; lncRNA – длинная некодирующая РНК; OLE – экстракта листьев Olea europaea; PI – йодид пропидия; 
TCGA – атлас генома раковых клеток.

ВВЕДЕНИЕ

Частота ранней диагностики рака желуд-
ка (РЖ) остается низкой. В случае поздней диагно-
стики опухолевые клетки, как правило, обладают 
химиорезистентностью, что является серьезной 
проблемой для дальнейшей терапии  [1,  2]. Эпи-
телиально-мезенхимальный переход  (ЭМП) кле-
ток РЖ инициирует развитие прогрессии опухоли. 
При ЭМП за счет усиления мезенхимального фе-
нотипа увеличивается подвижность опухолевых 
клеток, что обеспечивает их инвазивный рост и 
метастазирование. Кроме того, при ЭМП увеличи-
вается количество раковых стволовых клеток и 
развивается химиорезистентность [3]. При ЭМП в 
опухолевых клетках резко снижается экспрессия 
кадгерина 1, повышается экспрессия кадгерина 2 
и транскрипционных факторов ZEB1 (цинк-зави-
симый белок), SNAIL и TWIST  [4, 5]. Ингибиро-
вание процесса ЭМП в клетках РЖ способствует 
повышению их чувствительности к химиопрепа-
ратам [3, 6].

В настоящее время, используя некодирую-
щие РНК, можно модулировать экспрессию различ-
ных генов клетки. Данный метод, потенциально, 
может быть использован в рамках персонифици-
рованного подхода к терапии злокачественных 
новообразований [7]. Продемонстрировано, что в 
процессе  ЭМП в различных опухолевых клетках 
меняются уровни микроРНК (miRNA). В частности, 
снижается уровень miR-23b-3p и miR-200c  [8–10]. 
Данный факт требует дальнего эксперименталь-
ного изучения.

Препараты на основе лекарственных трав 
широко используются в клинической онкологии. 
В частности, их назначают вместе с химиопрепа-
ратами, что позволяет уменьшить дозу цитоста-
тиков и, следовательно, выраженность побочных 
эффектов [11, 12]. Показано, что экстракт листьев 
Olea europaea (OLE) обладает антигипертензивным, 
антиоксидантным и противоопухолевым дей-
ствиями благодаря наличию в его составе биоло-

гически активных компонентов – секойридоидов, 
тритерпеноидов и флавоноидов [13–16]. OLE сни-
жает выраженность воспалительного процесса в 
слизистой оболочке желудка, что уменьшает про-
грессию РЖ [17]. Наши предыдущие исследования 
показали, что под влиянием OLE уменьшается по-
пуляция раковых стволовых клеток в опухолевой 
ткани РЖ [18]. Кроме того, OLE способен подавлять 
активность сигнальных путей в клетках РЖ, ока-
зывая влияние на микроРНК [19]. ЭМП играет важ-
ную роль в прогрессии РЖ [20], но влияние OLE на 
механизмы ЭМП остаются неизученными.

Химиопрепараты 5-фторурацил  (5-FU) и цис-
платин (Cis) в настоящее время используются для 
лечения разнообразных злокачественных новооб-
разований, в том числе и РЖ [1, 2]. Тем не менее у 
большинства больных РЖ на фоне их применения 
отмечаются побочные эффекты [21]. Показано, что 
у пациентов с РЖ при развитии ЭМП резко снижа-
ется чувствительность к 5-FU [22].

Вышеизложенное явилось основанием для 
настоящего исследования по изучению способно-
сти OLE ингибировать процесс ЭМП в клетках РЖ 
и тем самым усиливать чувствительность опухо-
левых клеток к химиопрепаратам (5-FU, Cis).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование экспрессии транскрипци-
онных факторов и генов-маркеров ЭМП в тка-
нях РЖ по результатам, опубликованным в ме-
ждународных базах данных. В базе данных GEPIA 
(Gene Expression Profiling Interactive Analysis – ин-
терактивный анализ профиля экспрессии генов; 
http://gepia.cancer-pku.cn/, дата обращения – 15 фев-
раля 2023 г.) проанализирована экспрессия генов-
маркеров ЭМП (CDH1, CDH2) и транскрипционных 
факторов (TWIST, SNAIL, ZEB1) в тканях РЖ и не-
опухолевых тканях. Использовались результаты 
проектов TCGA (The Cancer Genome Atlas  – атлас 
генома раковых клеток) и GTEX (Genotype-Tissue 
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Expression – генотипы клеток тканей). Было про-
анализировано влияние экспрессии генов-мар-
керов ЭМП на общую выживаемость пациентов 
с РЖ. Была изучена корреляция между экспресси-
ей гена CDH2 и уровнем длинной некодирующей 
РНК (lncRNA)  MALAT1. Для изучения взаимодей-
ствий различных видов РНК (lncRNA и RNA, lncRNA 
и miRNA, RNA и miRNA) использовались соответ-
ственно следующие базы данных: LncRRIsearch 
(http://rtools.cbrc.jp/LncRRIsearch/), the lncRNASNP 
database version  2.0 (http://bioinfo.life.hust.edu.cn/
lncRNASNP), DIANA-TarBase  v7.0 (http://diana.imis.
athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=tarbase/
index). Дата обращения – 1 апреля 2023 г.

Исследование образцов опухолевых тканей. 
Парафиновые блоки опухолевых тканей от паци-
ентов с РЖ (n = 43) и неопухолевых тканей желудка 
(n = 7) были получены из архива отделения пато-
логии больницы медицинского факультета Уни-
верситета Бурса Улудаг. У всех больных РЖ была 
диагностирована аденокарцинома. У 34 пациентов 
(79,06%) опухоли находились на стадии  3 или  4. 
Мутация гена TP53 у 11 пациентов (25,58%) была 
выше 70%; у 6 пациентов (13,95%) – находилась в 
пределах 40–70%; у  6  пациентов (13,95%)  – была 
менее 40%; у  20  пациентов (46,52%)  – не обнару-
живалась. В  10  случаях  РЖ (23,25%) в опухоли 
отмечалась экспрессия  CerbB2. В  35  случаях  РЖ 
(81,39%) отмечались метастазы в лимфатические 
узлы, из них 21 опухоль (48,83%) сопровождалась 
периневральной инвазией. У 17 пациентов с РЖ 
(39,53%) отмечалась резистентность к химиотера-
пии (5-FU, Cis). Все пациенты находились под на-
блюдением в течение не менее 5 лет на предмет 
рецидива  РЖ. Протоколы сбора образцов опухо-
лей и анализа клинических записей были одоб-
рены местным комитетом по этике Университета  
Бурса Улудаг (2019-6/32). От пациентов было полу-
чено письменное информированное согласие на 
использование своих тканей и клинических дан-
ных в научно-исследовательских целях.

Анализ экспрессии генов. РНК из образцов 
опухолевой ткани экстрагировали с использо-
ванием набора Quick-RNA FFPE Miniprep («Zymo 
Research», США). Количество и качество образ-
цов РНК подтверждали путем измерения по
глощения образцов при 260/280 нм на спектрофо
тометре UV/Vis («Beckman Coulter», Канада). Для 
преобразования образцов РНК  (100 нг) в  кДНК 
использовали набор High-Capacity cDNA Synthesis 
Kit («Thermo Fisher Scientific», США). Экспрессию 
РНК генов-маркеров ЭМП CDH1 (Hs01013959_m1) и  
CDH2 (Hs00983056_m1), а также генов, кодирующих 
факторы транскрипции, TWIST  (Hs01675818_s1), 
SNAI1  (Hs_00195591_m1) и  ZEB1  (Hs01566408_m1), 
исследовали с использованием соответствующих 
праймеров (Taqman, «Thermo Fisher Scientific», 

США) методом полимеразной цепной реакции в 
режиме реального времени (RT-qPCR) с помощью 
амплификатора StepOne™ Real-Time PCR System 
(«Applied Biosystems», США).

Образцы были нормализованы по экспрессии 
гена GAPDH (Hs02786624_g1). Условия для RT-qPCR 
были следующими: 95 °C  – 10 мин, 95 °C  – 15 с, 
60 °C – 60 мин. Количественную оценку результа-
тов проводили с использованием метода 2ˆ(–delta 
delta CT) [23].

Анализ экспрессии микроРНК. 10 нг  общей 
РНК конвертировали в  кДНК с использованием 
набора miRCURY® LNA® RT Kit («Qiagen», США). 
Экспрессию РНК hsa-miR-200c-3p  (YP00204482) и 
hsa-miR-23b-3p  (YP02119314) оценивали методом 
RT-qPCR с помощью прибора Applied Biosystem 
StepOneTM RT-PCR. Использовали набор реакти-
вов miRCURY® LNA® miRNA PCR Assays в соответ-
ствии с инструкциями производителя («Qiagen»). 
Образцы были нормализованы по экспрессии гена 
SNORD48  (YP00203903). Условия для RT-qPCR были 
следующими: начальная активация нагреванием 
при 95 °C  – 2 мин; затем 40  циклов: денатурация 
при 95 °C – 10 с и отжиг при 56 °C – 60 мин. Количе-
ственную оценку результатов проводили с исполь-
зованием метода 2ˆ(–delta delta CT) [23].

Эксперименты in vitro. Клеточные культу-
ры и реагенты. Эксперименты in vitro проводили 
на клеточной линии  AGS (аденокарцинома же-
лудка), предоставленной Американской коллек-
цией типовых культур («ATCC», США). Клетки AGS 
культивировали в питательной среде DMEM/F-12 
(«HyClone», США) с добавлением L-глутамина 
(292 мг/литр), 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки (FBS), 1 мМ пирувата натрия и антибиоти-
ков пенициллина (5000 Ед./мл) и стрептомицина 
(5000  мкг/мл) (все реагенты фирмы «Biochrome», 
Германия). Клетки культивировали в атмосфе-
ре 5% CO2 при 37 °C в инкубаторе MCO-19AIC (UV) 
(«Panasonic Healthcare», Япония). Для определения 
молекулярного профиля клеток AGS использо-
вали Атлас белков человека (HPA; Human Protein 
Atlas version  22.0 (https://www.proteinatlas.org/); 
дата обращения – 15 февраля 2023 г.). Стандарти-
зированный OLE (05.06.2007,10-00014-00015-0) был 
предоставлен компанией «Kale Naturel» (Турция). 
Протокол экстракции и состав OLE описаны в 
нашем предыдущем исследовании  [24]. Феноль-
ные соединения во фракциях OLE идентифици-
ровали методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с помощью прибора Agilent  1200 
HPLC system («Waldbronn», Германия) [25]. В стан-
дартизованном OLE, применяемом в настоящем  
исследовании, были обнаружены (при длине вол-
ны 280 нм) 19 419 мг/мл олеуропеина, 409 мг/мл ру-
тина и следовые количества гидрокситирозола и 
тирозола [26]. Для использования в эксперименте 
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OLE предварительно растворяли в дистиллиро-
ванной воде. Химиопрепараты 5-FU и Cis («Sigma-
Aldrich», Германия) для использования в экспе-
рименте были предварительно растворены в 
диметилсульфоксиде (ДМСО) в соответствии с ин-
струкциями производителя.

Анализ клеточной пролиферации. Влияние 
различных концентраций OLE  (0,1–3 мг/мл), 5-FU 
(10–400 мкМ) и Cis (0,1–100 мкМ) на пролиферацию 
клеток AGS оценивали колориметрическим мето-
дом с помощью реагента WST-1 («Roche Applied 
Sciences», Германия), согласно протоколу произ-
водителя [15, 27–30]. Для этого клетки AGS в коли-
честве 2 × 105 засевали в лунки 96-луночного пло-
скодонного планшета («Corning Inc.», США). Через 
24 ч к клеткам добавляли OLE, 5-FU, Cis или их 
комбинации. Через определенные интервалы вре-
мени инкубации (24, 48, 72 ч) к клеткам добавляли 
10 мкл реагента WST-1 и через 1 ч инкубации при 
комнатной температуре оценивали пролиферацию 
клеток при длине волны Ex/Em = 460/420 нм с ис-
пользованием спектрофотометра TriStar2 S LB942 
Multimode Reader  («Berthold Technologies», Герма-
ния). Каждый эксперимент повторяли 3 раза. Для 
расчета половинной ингибирующей концентра-
ции (IC50) OLE, 5-FU и Cis использовали следующую 
формулу: [(1 – поглощение образца/поглощение 
контроля) × 100] [19]. Данные были нормализованы 
по отношению к контрольным образцам клеток. 
Исследование влияния OLE, 5-FU и Cis на проли-
ферацию клеток AGS в режиме реального времени 
проводили с помощью прибора «ACEA Biosciences» 
(США). Индекс пролиферации клеток регистри-
ровали каждые 15 мин в течение 72 ч с исполь-
зованием биосенсорной системы анализа клеток 
xCELLigence («ACEA Biosciences»).

Изучение взаимодействия OLE с химиопре-
паратами 5-фторурацилом и цисплатином. 
Клетки AGS в количестве 2 × 105 засевали в лунки 
плоскодонных 96-луночных планшетов. Через 24 ч 
к клеткам добавляли комбинации препаратов в 
различных концентрациях: OLE + 5-FU; OLE + Cis; 
5-FU + Cis; OLE + 5-FU + Cis. Далее, клетки культи-
вировали в течение 48 ч при комнатной темпе-
ратуре. Каждый эксперимент повторяли 3  раза. 
Влияние комбинаций OLE + химиопрепарат на 
пролиферацию клеток определяли с использова-
нием реагента WST-1 и системы клеточного ана-
лизатора xCELLigence в реальном времени, как 
указано выше. Потенциальный эффект взаимо-
действия OLE с химиопрепаратами (аддитивный, 
антагонистический или синергический эффект 
взаимодействия) рассчитывали с помощью R-па-
кета программного обеспечения SynergyFinder 
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/
synergyfinder.html)  [31]. Использовались следую-
щие значения показателя синергии  SC (synergy 

score): 1) SC менее –10 (антагонистический эффект 
взаимодействия); 2) –10 < SC < 10 (аддитивный эф-
фект взаимодействия); 3) SC > 10 (синергический 
эффект взаимодействия) [31].

Исследование экспрессии РНК генов-марке-
ров ЭМТ и факторов транскрипции, а также 
экспрессии микроРНК в клетках  AGS. РНК из 
клеток  AGS выделяли с использованием набора 
Zymo  RNA Isolation Kit («Zymo Research»). Для ис-
следования экспрессии генов CDH2, SNAI1 и ZEB1 
использовали набор реагентов High-Capacity cDNA 
Synthesis Kit. Для анализа экспрессии микроРНК 
использовали набор реагентов miRCURY® LNA® RT 
Kit. RT-qPCR проводили, как описано выше.

Вестерн-блоттинг. Клетки AGS лизировали 
на льду с использованием RIPA-буфера («Thermo 
Fisher Scientific»), к которому предварительно до-
бавляли коктейль ингибиторов протеаз («Roche», 
США). Затем лизаты центрифугировали в течение 
30 мин при 15 000 g при 4 °C, а супернатанты, содер-
жащие растворимые белки, использовали для ана-
лиза. Концентрацию белка в образцах измеряли 
методом Брэдфорда. После этого не более 35 мкг 
белка загружали в лунку 10%-ного геля SDS-PAGE 
и разделяли электрофорезом; далее, переносили 
на нитроцеллюлозную мембрану с использова-
нием системы полусухого переноса («Bio-Rad», 
США). Мембраны блокировали в 5%-ном обез-
жиренном сухом молоке (в TBS-T) в течение 1 ч и 
затем инкубировали со следующими первичными 
антителами (+4 oC, 18 ч): N-кадгерин (# MA1-2002; 
«Invitrogen», «Thermo Fisher Scientific», США); рас-
щепленная форма каспазы-3 (# 9661T), расщеплен-
ная форма PARP1 (# 5625T), N-кадгерин (# 1316S), ви-
ментин (# 5741S), клаудин-1 (# 8683S) («Cell Signaling 
Technology  Inc.», США); E-кадгерин (# sc-56527), 
β-актин (# sc-517582) («Santa Cruz Biotechnology», 
США). Далее, мембраны инкубировали в течение 
1 ч при комнатной температуре со вторичными 
антителами, конъюгированными с HRP (# 1706516, 
«Bio-Rad»). Изображения мембран были получены 
с использованием системы визуализации Versadoc 
MP 4000 и программного обеспечения Quantity One  
(«Bio-Rad»). Для захвата изображения был выбран 
канал «Chemi Hi Sensitivity»; время экспозиции 
мембраны  – 10–15 мин. Цифровые изображения 
были сохранены для дальнейшего анализа. Интен
сивность различных полос измеряли с помощью 
программного обеспечения Quantity One («Bio-
Rad»). Окраску на β-актин использовали для кон-
троля уровня белка в образцах. Эксперименты 
повторяли 3 раза.

Флуоресцентная микроскопия опухолевых 
клеток с использованием красителей акриди-
нового оранжевого и йодида пропидия. Флуорес-
центный краситель AO/PI (содержит акридиновый 
оранжевый – АО и йодид пропидия – PI) исполь-
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зовали для оценки морфологических особенно-
стей опухолевых клеток AGS. Клетки в количестве 
1 × 105 засевали в лунки 24-луночного плоскодон-
ного планшета («Corning  Inc.»). К клеткам добав-
ляли 100 мкл раствора флуоресцентного красителя 
AO/PI (концентрация АО – 10 мкг/мл, PI – 5 мкл/мл) 
(«Thermo Fisher», США). Инкубация  – 5 мин при 
комнатной температуре. Морфологию клеток 
исследовали при возбуждении (535 нм)/эмиссии 
(580 нм) с использованием инвертированного 
флуоресцентного микроскопа EVOS 5000 («Thermo 
Fisher Scientific»). Интактное зеленое ядро счита-
лось признаком жизнеспособных клеток. Плот-
ная зеленая область конденсации хроматина в 
ядре считалась признаком ранней стадии апоп-
тоза клетки, тогда как плотные оранжевые обла-
сти конденсации хроматина считались маркером 
поздней стадии апоптоза клетки. Клетки, имею-
щие интактное оранжевое ядро, считались погиб-
шими по механизму некроза [32, 33].

Исследование апоптоза опухолевых клеток 
с использованием красителя Annexin V. Гибель 
опухолевых клеток  AGS по механизму апопто-
за оценивали с помощью красителя Annexin V, 
используя набор реагентов Annexin V Apoptosis 
Detection Kit FITC («Invitrogen»; «Thermo Fisher 
Scientific») в соответствии с инструкциями произ-
водителя. Количество апоптотических клеток опре-
деляли методом проточной цитометрии на прибо-
ре NAVIOS EX Flow Cytometer («Beckman Coulter»). 
Окраска красителем Annexin V считалась призна-
ком ранней стадии апоптоза клетки. Двойное окра-
шивание Annexin V/PI – признаком поздней стадии 
апоптоза клетки или ее некроза. Жизнеспособны-
ми считались клетки, не имеющие окрашивания 
указанными выше красителями. Эксперименты  
повторяли 3 раза.

Анализ «заживления раны» в области мо-
нослоя опухолевых клеток AGS (Scratch-метод). 
Клетки AGS в количестве 1 × 106 засевали в лунки 
6-луночных плоскодонных планшетов («Corn
ing  Inc.»). Когда клетки достигали конфлюентно-
сти 90%, микропипеткой (200 мкл) наносили цара-
пину («рана») в области монослоя клеток. Лунки 
промывали фосфатно-солевым буфером  (PBS) и 
добавляли культуральную среду  (контроль), а 
также культуральную среду, содержащую OLE, 
5-FU или  Cis. Площадь закрытия «раны» оцени-
вали через различные интервалы времени (6, 12, 
24, 36 и 48 ч) с помощью световой микроскопии. 
Фотографии «раны» в области монослоя клеток 
исследовали с помощью программного обеспече-
ния ImageJ v1.53s (National Institute of Health, США). 
Эксперименты повторяли 3 раза.

Иммунофлуоресцентная микроскопия. 
Клетки AGS засевали на покровные стекла, пред-
варительно покрытые раствором поли-L-лизина 

(«Sigma-Aldrich») и культивировали в 6-луночных 
плоскодонных планшетах в течение 48 ч. Далее, к 
клеткам добавляли OLE, 5-FU или Cis (инкубация 
6 ч при комнатной температуре). После инкуба-
ции покровные стекла с клетками фиксировали 
4%-ным раствором формальдегида в течение 
15 мин при комнатной температуре. Для анализа 
экспрессии транскрипционного фактора SOX2 ис-
пользовали мышиные моноклональные антитела 
анти-SOX2, конъюгированных с флуорохромом 
Alexa Fluor® 488 (разведение 1 : 100; «Cell Signaling 
Technologies», # 5049S). Экспрессия транскрипци-
онного фактора SOX2 визуализировалась зеленым 
цветом при длине волны 488 нм. Ядро клетки ви-
зуализировали с помощью красителя DAPI («Cell 
Signaling Technologies», # 4083S). Изображения кле-
ток AGS были получены с помощью системы ви-
зуализации клеток EVOS  5000 cell imaging system 
(«Thermo Fisher Scientific»). Показатель интенсив-
ности свечения (H-score) клеток, экспрессирую-
щих SOX2, проводили c помощью методики, опи-
санной в нашей предыдущей работе [34].

Статистическая обработка результатов. Ко-
личественные различия уровней экспрессии РНК 
и микроРНК в опухолевой ткани  РЖ и неопухо-
левых тканях оценивали с помощью t-критерия 
Стьюдента для независимых выборок. Корреляци-
онный анализ Пирсона использовали для выявле-
ния связи между экспрессией гена CDH2 и уровнем 
длинной некодирующей РНК MALAT1 в тканях РЖ 
(при анализе результатов проектов TCGA и  GTEx 
в международных базах данных). Для анализа 
общей выживаемости больных РЖ использовали 
тест Каплана–Мейера. Различия в экспрессии ге-
нов-маркеров ЭМП в клетках AGS при их культи-
вировании с OLE и химиопрепаратами оценивали 
с помощью t-критерия Стьюдента для  независи-
мых выборок. Количественную оценку пролифера-
ции клеток AGS, их апоптоза, площади закрытия 
«раны» в области монослоя опухолевых клеток 
проводили методом однофакторного дисперсион-
ного анализа  (ANOVA). Для статистической обра-
ботки результатов экспериментов использова-
лось программное обеспечение GraphPad Prism 6 
(«GraphPad Software Inc.», США). Уровень статисти-
ческой значимости (р) считали равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессия генов-маркеров эпителиально-
мезенхимального перехода у пациентов с раком 
желудка. Анализируя результаты проектов TCGA и 
GTEX, было установлено, что экспрессия гена CDH1, 
кодирующего белок кадгерин 1, была значитель-
но повышена в образцах  РЖ (n = 408) по сравне-
нию с неопухолевыми тканями (n = 211) (рис. 1, а).  
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Аналогичным образом, наша исследовательская 
группа подтвердила повышенную экспрессию РНК 
гена CDH1 в образцах РЖ (рис. 1, б). Однако разли-
чия в экспрессии гена CDH1 в образцах опухолей 
не влияли на общую выживаемость пациентов 
с РЖ, как показано на рис. 1, в. В то же время экс-
прессия гена CDH2, кодирующего белок кадгерин 2, 
была значительно ниже в образцах  РЖ  (n = 408) 
по сравнению с неопухолевыми тканями (n = 211) 
(рис. 1, г). В  образцах РЖ, полученных от паци-
ентов, участвующих в настоящем исследова-
нии, также наблюдалось снижение экспрессии 
гена  CDH2  (рис. 1, д). В  то же время в некоторых 
образцах РЖ отмечалась повышенная экспрессия 
гена  CDH2 по сравнению с неопухолевыми тка-
нями (рис. 1, г и д). Важно отметить, что у паци-
ентов с низкой экспрессией гена CDH2 отмечалось 
повышение общей выживаемости по сравнению 
с пациентами, имеющими высокую экспрессию 
гена CDH2 (рис. 1, е).

Далее, была изучена экспрессия транскрип-
ционных факторов, участвующих в процессе ЭМП. 
Было обнаружено, что экспрессия генов SNAI1 
и  ZEB1 (кодирующих одноименные белки SNAI1 
и  ZEB1) была значительно увеличена в образ-
цах опухолей пациентов с РЖ по сравнению с их 
неопухолевыми тканями (SNAI1: p < 0,001; ZEB1: 
p = 0,03; рис. 1, ж и з). В то же время изменения экс-
прессии гена TWIST1, кодирующего белок TWIST, 
отсутствовали (p > 0,05; рис. 1, и).

Таким образом, процесс ЭМП при РЖ был об-
условлен повышенной экспрессией генов SNAI1 
и ZEB1. Кроме того, в процессе ЭМП повышалась 
экспрессия гена CDH2, что сопровождалось сниже-
нием общей выживаемости пациентов.

Посттранскрипционная регуляция ЭМП 
при РЖ. Экспрессия lncRNA MALAT была повышена 
в образцах РЖ, полученных от пациентов, участ-
вующих в настоящем исследовании, по сравнению 
с их нормальными тканями. Такая же закономер-
ность характерна для экспрессии lncRNA MALAT1 
при анализе результатов проектов TCGA и  GTEX 
в международных базах данных (рис. 1, к и л). Экс-
прессия lncRNA MALAT1 не оказывала прямого влия-
ния на выживаемость пациентов с РЖ (рис. 1, м).  
Тем не менее lncRNA  MALAT1, взаимодействуя с 
5-UTR-сайтом РНК CDH2 (рис. 1, н), способствовала 
снижению ее экспрессии. Следовательно, повы-
шенная экспрессия lncRNA MALAT1, вызывая сни-
жение экспрессии гена CDH2, косвенно способству-
ет прогрессированию РЖ.

Экспрессия микроРНК (miR-23b-3p и miR-
200c-3p) была снижена в образцах РЖ, получен-
ных от пациентов, участвующих в настоящем 
исследовании, по сравнению с их нормальными 
тканями  (рис.  1, о  и  п). Показано, что miR-23b-3p 
имеет сайт связывания с РНК  MALAT1  (рис. 1,  р).  

Кроме того, miR-200c-3p взаимодействует с 3-UTR- 
сайтом РНК транскрипционного фактора  ZEB1 
(рис. 1, с).

Таким образом, при РЖ в регуляции экспрес-
сии генов  ЭМП играют роль также  микроРНК. 
Полученные результаты свидетельствуют, что 
miR-23b-3p может участвовать в посттранскрип-
ционной регуляции экспрессии lncRNA  MALAT1. 
Кроме того, miR-200c-3p может посттранскрипци-
онно регулировать экспрессию транскрипцион-
ного фактора  ZEB1, имеющего важное значение   
для ЭМП.

OLE усиливает цитотоксическую активность 
некоторых химиопрепаратов, используемых 
для лечения РЖ. Влияние OLE и химиопрепара-
тов  (5-FU и  Cis) на выживаемость и пролифера-
цию клеток  РЖ исследовали с использованием 
клеточной линии AGS (аденокарцинома желудка). 
Клетки  AGS характеризуются развитием  ЭМП, 
индуцированного повышенной экспрессией ге-
нов CDH2 и SNAI1 (рис. 2, а). По информации базы 
данных HPA, в клетках AGS активизированы сиг-
нальные пути, опосредованные киназами  PI3K 
и JAK/STAT (рис. 2, б), которые играют важную роль 
в развитии ЭМП [35, 36]. Было обнаружено, что при 
использовании OLE в концентрации 1,5 мг/мл жиз-
неспособность клеток AGS снижалась до 50% через 
24 ч инкубации (рис. 2, в и г). В то же время химио-
препараты 5-FU (25 мкМ) и Cis (20 мкМ) оказывали 
подобный эффект на клетки  AGS только спустя 
48 ч культивирования (рис. 2, д–з). При последую-
щем окрашивании клеток AGS, инкубированных 
в присутствии OLE и химиопрепаратов (5-FU, Cis) 
флуоресцентным красителем AO/PI, в них отмеча-
лись признаки апоптоза: увеличение конденсации 
хроматина (т.е. плотные зеленые и оранжевые об-
ласти) (рис. 2, и). Кроме того, признаки апоптоза в 
клетках AGS, индуцированных OLE и химиопрепа-
ратами (5-FU, Cis), были обнаружены методом про-
точной цитометрии с использованием красителя 
Annexin V (рис. 2, к).

Далее, исследовалась способность OLE модули-
ровать цитотоксическую и антипролиферативную 
активность 5-FU и Cis. Для этого клетки AGS культи-
вировали с комбинацией OLE и химиопрепаратов. 
OLE использовали в концентрации 1,5 мг/мл, 5-FU – 
25 мкМ, Cis  – 20 мкМ. При использовании комби-
нации OLE + Cis жизнеспособность клеток  AGS 
уменьшалась более значительно по сравнению с 
отдельным применением Cis (p < 0,0001; рис. 3, а).  
При использовании комбинации OLE сразу с двумя 
химиопрепаратами (OLE + 5-FU + Cis) жизнеспособ-
ность клеток  AGS снижалась более значительно, 
чем при использовании комбинаций OLE c од-
ним химиопрепаратом (OLE + 5-FU или  OLE + Cis; 
p = 0,0493; рис. 3,  б–г). Согласно шкале синергии 
Bliss, при использовании комбинации OLE + 5-FU 
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Рис. 1. Регуляция экспрессии генов эпителиально-мезенхимального перехода  (ЭМП) при раке желудка  (РЖ). 
а – Экспрессия гена CDH1 в ткани РЖ и неопухолевых тканях (база данных GEPIA); б – экспрессия гена CDH1 
в образцах  РЖ, полученных от пациентов, участвующих в настоящем исследовании; в  –  влияние наруше-
ния экспрессии гена  CDH1 на общую выживаемость пациентов с  РЖ (база данных  GEPIA); г  –  экспрессия 
гена CDH2 в ткани РЖ (база данных GEPIA); д – экспрессия гена CDH2 в образцах РЖ, полученных от пациен-
тов, участвующих в настоящем исследовании; е  –  влияние нарушений экспрессии гена  CDH2 на общую вы-
живаемость пациентов с РЖ (база данных GEPIA); ж–и – экспрессия генов SNAI1, ZEB1 и TWIST, кодирующих 
транскрипционные факторы, связанные с  ЭМП при  РЖ (база данных  GEPIA); к  –  экспрессия некодирующей 
РНК  MALAT1 при  РЖ (база данных  GEPIA); л  –  экспрессия некодирующей РНК  MALAT1 в образцах  РЖ, полу-
ченных от пациентов, участвующих в настоящем исследовании; м – взаимосвязь экспрессии некодирующей 
РНК  MALAT1 и общей выживаемости пациентов с  РЖ (база данных  GEPIA); н  –  взаимодействие некодирую-
щей РНК MALAT1 и гена CDH2 (база данных LncRRIsearch); о и п  – экспрессия miR-23b-3p и miR-200c при РЖ; 
р  –  связывание miR -23b-3p с сайтом некодирующей РНК  MALAT1 (база данных lncRNASNP); с  –  связывание  
miR-200c с сайтом гена  ZEB1 (база данных DIANA-TarBase). Уровень статистической значимости  (р) рассчи-
тывался с помощью t-критерия Стьюдента (для  а, б, г, д, ж–л, о и  п) и теста Каплана–Мейера (для  в, е и  м);  
* p < 0,05; TPM – число транскриптов на миллион картированных прочтений
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Рис. 2. Влияние OLE, 5-FU и Cis на жизнеспособность клеток AGS. а  – Экспрессия генов CDH2, SNAI1 и ZEB1 в 
различных клетках рака желудка (база данных  HPA); б  –  сигнальные пути в опухолевых клетках  AGS (база 
данных HPA); в – жизнеспособность клеток AGS при различных концентрациях OLE (инкубация 24, 48 и 72 ч); 
г – влияние половинной ингибирующей концентрации (IC50) OLE на пролиферации клеток AGS; д и ж – влия-
ние половинной ингибирующей концентрации (IC50) 5-FU на пролиферацию клеток AGS; е и з – влияние поло-
винной ингибирующей концентрации (IC50) Cis на пролиферацию клеток AGS; и – исследование способности 
OLE, 5-FU и  Cis индуцировать апоптоз клеток  AGS методом флуоресцентной микроскопии (окраска красите-
лем  AO/PI, содержащим акридиновый оранжевый  – АО и йодид пропидия  – PI); к  –  исследование способно-
сти OLE, 5-FU и Cis индуцировать апоптоз клеток AGS методом проточной цитометрии. Проводилась окраска 
опухолевых клеток красителями Annexin  V и йодидом пропидия  (PI). OLE  –  экстракт листьев Olea europaea; 
5-FU – 5-фторурацил; Cis – цисплатин. Уровень статистической значимости (р) рассчитывался методом одно-
факторного дисперсионного анализа (ANOVA) и с помощью апостериорного теста Тьюки; * p < 0,05; n = 3
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Рис. 3. Влияние комбинаций OLE (1,5 мг/мл) с 5-FU (25 мкМ) и Cis (20 мкМ) на жизнеспособность клеток AGS. 
а – Жизнеспособность клеток AGS при их культивировании с OLE в отдельности и в условиях комбинаций OLE 
с химиопрепаратами (OLE + 5-FU, OLE + Cis); n = 3. б–г – Исследование пролиферации клеток AGS при их куль-
тивировании с OLE, 5-FU, Cis и их комбинациями; д  – исследование взаимодействия OLE с химиопрепарата-
ми (5-FU, Cis) с использованием шкалы синергии Bliss; е – синергический эффект взаимодействия OLE и Cis в 
отношении клеток AGS (данные программного обеспечения Synergy Finder); ж – аддитивный эффект взаимо-
действия OLE и 5-FU (данные программного обеспечения Synergy Finder). OLE – экстракт листьев Olea europaea; 
5-фторурацил – 5-FU; цисплатин – Cis. Уровень статистической значимости (р) рассчитывался методом одно-
факторного дисперсионного анализа (ANOVA) и с помощью апостериорного теста Тьюки; * p < 0,05
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Рис. 4. Исследование способности OLE  (1,5  мг/мл), 5-FU  (25  мкМ), Cis  (20  мкМ) и их комбинаций индуциро-
вать гибель клеток  AGS по механизму апоптоза. а–в  –  Исследование способности комбинаций препаратов 
OLE  +  5-FU, OLE  +  Cis, OLE  +  5-FU  +  Cis индуцировать апоптоз клеток  AGS методом проточной цитометрии. 
Проводилась окраска опухолевых клеток красителями Annexin V и йодидом пропидия (PI); г и д – исследова-
ние способности препаратов OLE, 5-FU, Cis и комбинаций OLE  +  5-FU, OLE  +  Cis индуцировать апоптоз кле-
ток AGS методом вестерн-блоттинга. Маркеры апоптоза – расщепленные формы PARP1 и каспазы-3. β-Актин 
отражает уровень белка в образцах. На графиках – экспрессия расщепленных форм белков PARP1 и каспазы-3, 
выраженная в пикселях. OLE – экстракта листьев Olea europaea; 5-фторурацил – 5-FU; цисплатин – Cis. Уровень 
статистической значимости  (р) рассчитывался методом однофакторного дисперсионного анализа  (ANOVA) и 
с помощью апостериорного теста Тьюки; * p < 0,05; n = 3

наблюдался аддитивный эффект взаимодействия 
(SC = 5,43). Аналогичный аддитивный эффект 
наблюдался при использовании комбинации 
OLE + 5-FU + Cis (SC = 6,58). В  то же время при ис-
пользовании комбинации OLE + Cis наблюдался 
синергический эффект взаимодействия (SC = 29,83; 
рис. 3, д). Синергический эффект взаимодействия 
OLE и Cis в отношении клеток  AGS был выявлен 
с использованием R-пакета программного обеспе-
чения Synergy Finder (SC = 10,33; рис. 3, е). В то же 
время между OLE и 5-FU был выявлен аддитивный 
эффект взаимодействия (SC = 1,20; рис. 3, ж).

Таким образом, при использовании комби-
нации OLE + 5-FU цитотоксический эффект скла-
дывался из индивидуальных эффектов каждого 
препарата (аддитивный эффект взаимодействия). 
В  то же время при использовании комбинации 
OLE + Cis цитотоксический эффект был сильнее, 
чем индивидуальные эффекты каждого из препа-
ратов (синергический эффект взаимодействия).

После изучения эффектов взаимодействия 
OLE, 5-FU и Cis исследовалась их способность инду-
цировать гибель клеток AGS по механизму апоп-
тоза. При использовании комбинации OLE + 5-FU 
отмечался более выраженный апоптоз клеток AGS 
по сравнению с отдельным применением 5-FU 
(t = 9,64; p = 0,010; рис. 4, а). При комбинированном 
применении OLE и  Cis количество апоптотиче-
ских клеток  AGS значительно увеличивалось по 
сравнению с отдельным применением Cis (t = 5,62; 
p = 0,030; рис. 4, б). При использовании комбинации 
OLE с двумя химиопрепаратами (OLE + 5-FU + Cis) 
выраженность апоптоза клеток  AGS была более 
значительной по сравнению с отдельным при-
менением 5-FU  (t = 13,91; p = 0,005), Cis  (t = 13,41; 
p = 0,005) или комбинации 5-FU + Cis  (t = 20,3; p = 
= 0,002; рис.  4, в). Таким образом, при комбини-
рованном использовании OLE и химиопрепара-
тов (5-FU,  Cis) значительно усиливается гибель 
опухолевых клеток  AGS по механизму апоптоза,  
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что может способствовать уменьшению длитель-
ности курса химиотерапии у больных РЖ.

Способность OLE усиливать цитотоксическую 
активность химиопрепаратов (5-FU,  Cis) была 
подтверждена методом вестерн-блоттинга. При 
использовании комбинации OLE + 5-FU (p < 0,001) 
или OLE + Cis (p < 0,0023) в клетках AGS возрастала 
экспрессия маркера апоптоза (расщепленная фор-
ма PARP) по сравнению с отдельным применени-
ем 5-FU или Cis (рис. 4, г и д). Проапоптотическая 
активность OLE при его отдельном применении 
была ниже по сравнению с его использованием в 
комбинации с химиопрепаратами.

OLE способен регулировать процесс ЭМП в 
клетках РЖ. Влияние OLE на процесс ЭМП в клет-
ках AGS исследовали с использованием метода ве-
стерн-блоттинга и PCR. Было обнаружено, что OLE 
(p = 0,0060) и 5-FU (p = 0,0167) значительно снижают 
экспрессию гена CDH2 в клетках AGS (рис. 5, а). Кро-
ме того, под влиянием OLE в клетках AGS снижа-
лась экспрессия N-кадгерин (p =  0,0001; рис. 5, б и в). 
При использовании комбинации OLE + 5-FU в клет-
ках AGS экспрессия гена CDH2 (p = 0,0165) и коди-
руемого им белка N-кадгерин (p = 0,008) снижалась 
более значительно по сравнению с отдельным 
применением 5-FU (рис.  5,  а  и  б). Под влиянием 
OLE в клетках AGS снижалась экспрессия вимен-
тина (p = 0,0165) и клаудина-1 (p = 0,025; рис. 5, б). 
При использовании комбинации OLE + 5-FU в 
клетках AGS экспрессия виментина и клаудина-1 
снижалась более значительно по сравнению с 
отдельным применением OLE или 5-FU (рис. 5, б). 
При  комбинированном применении OLE и 5-FU 
экспрессия E-кадгерина не изменялась по сравне-
нию с контролем  (рис.  5. б). Таким образом, OLE 
ингибирует ЭМП в клетках AGS, что, вероятно, и 
обусловливает повышение чувствительности опу-
холевых клеток к химиопрепаратам.

Было показано, что под влиянием Cis экспрес-
сия гена CDH2 в клетках AGS не изменялась по срав-
нению с контролем. При использовании комбина-
ции OLE + Cis в клетках AGS экспрессия гена CDH2 
снижалась незначительно. В  то же время при 
комбинированном применении OLE и Cis в клет-
ках AGS экспрессия N-кадгерина снижалась более 
значительно по сравнению с отдельным примене-
нием OLE или Cis (p = 0,0061; рис. 5, в). Наконец, при 
использовании комбинации OLE с двумя химио-
препаратами (OLE + 5-FU + Cis) в клетках AGS резко 
снижалась экспрессия гена CDH2 по сравнению с 
комбинацией только химиопрепаратов 5-FU + Cis 
(p = 0,0193; рис. 5, а).

Таким образом, ингибирующий эффект 
комбинации OLE + 5-FU на экспрессию гена CDH2 
в  клетках  AGS обусловлен их аддитивным взаи
модействием. В  соответствии с этими резуль-
татами было обнаружено, что OLE усиливает  

экспрессию miR-23b-3p в клетках  AGS (p < 0,001; 
рис. 5, г). Ранее было продемонстрировано, что 
miR-23b-3p взаимодействует с геном  CDH2 через 
lncRNA  MALAT1  (рис.  1,  о  и  с). Химиопрепараты 
5-FU и Cis при отдельном использовании и в ком-
бинации (5-FU + Cis) не оказывали влияния на экс-
прессию miR-23b-3p. В то же время при комбини-
рованном применении OLE и химиопрепаратов 
(OLE + 5-FU, OLE + Cis и OLE + 5-FU + Cis) экспрессия  
miR-23b-3p значительно повышалась по сравне
нию с отдельным применением 5-FU (p = 0,0293),  
Cis (p < 0,001) и комбинации 5-FU  +  Cis (p = 0,0002; 
рис. 5, г).

Таким образом, в клетках AGS при использо-
вании комбинации OLE + 5-FU резко повышается 
экспрессия miR-23b-3p. Данная микроРНК, взаимо-
действуя с геном CDH2, снижает его экспрессию, 
что проявляется уменьшением синтеза N-кадгери-
на в опухолевых клетках.

Далее, было обнаружено, что под влиянием 
OLE в клетках AGS снижалась экспрессия гена 
транскрипционного фактора ZEB1, участвующего 
в процессе  ЭМП (p = 0,022; рис. 5, д). При отдель-
ном использовании 5-FU экспрессия гена ZEB1 не 
изменялась по сравнению с контролем. Тем не 
менее при использовании комбинации OLE + 5-FU 
экспрессия гена  ZEB1 в клетках  AGS также не 
изменялась. В противоположность, при отдель-
ном использовании Cis экспрессия гена  ZEB1 в 
клетках AGS увеличивалась по сравнению с кон-
тролем  (p = 0,0039). Использование комбинации 
OLE + Cis обусловливало снижение экспрессии 
гена  ZEB1 в клетках  AGS  (p = 0,0189). При комби-
нированном использовании химиопрепаратов 
(5-FU + Cis) также отмечалось снижение экспрес-
сии гена ZEB1 в клетках AGS  (p = 0,0033; рис. 5, д). 
В соответствии с этими результатами было обна-
ружено, что OLE усиливает экспрессию miR-200c 
в клетках  AGS  (рис. 5, е). Ранее было продемон-
стрировано, что miR-200c имеет сайт связывания 
с геном  ZEB1  (рис. 1, с). При использовании ком-
бинации OLE + 5-FU не отмечалось увеличения 
экспрессии miR-200c по сравнению с отдельным 
использованием 5-FU. В  то же время при комби-
нированном применении OLE + Cis экспрессия 
miR-200c значительно повышалась по сравне-
нию с отдельным использованием Cis (p = 0,0132). 
А  при  использовании комбинации OLE с двумя 
химиопрепаратами (OLE + 5-FU + Cis) также отмеча-
лось усиление экспрессии miR-200c по сравнению 
с комбинированным применением только химио-
препаратов (5-FU + Cis) (p < 0,001; рис. 5, е). Таким 
образом, в клетках AGS под влиянием Cis увеличи-
вается экспрессия гена ZEB1, участвующего в про-
цессе  ЭМП. При комбинированном применении 
OLE + Cis в клетках повышается экспрессия miR-200c, 
которая имеет сайт связывания с геном  ZEB1.  
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Рис. 5. Исследование способности OLE  (1,5  мг/мл), 5-FU  (25  мкМ), Cis  (20  мкМ) и их комбинаций ингибиро-
вать процесс эпителиально-мезенхимального перехода (ЭМП) в клетках AGS. а – Анализ экспрессии гена CDH2 
в клетках  AGS под влиянием OLE, 5-FU, Cis и их комбинаций. б  и  в  –  Изучение способности OLE, 5-FU, Cis  
и их комбинаций ингибировать процесс ЭМП в клетках  AGS методом вестерн-блоттитнга. Представлен ана-
лиз экспрессии N-кадгерина, E-кадгерина, виментина и клаудина-1, участвующих в процессе  ЭМП. β-Актин 
отражает уровень белка в образцах. На графиках – экспрессия изучаемых белков ЭМП, выраженная в пиксе-
лях. г  –  Анализ экспрессии miR-23b-3p в клетках  AGS, культивированных в течение 72 ч в присутствии OLE, 
5-FU, Cis и их комбинаций; д – анализ экспрессии гена ZEB1 в клетках AGS, культивированных в течении 72 ч 
в присутствии OLE, 5-FU, Cis и их комбинаций; е – анализ экспрессии miR-200c в клетках AGS, культивирован-
ных в течение 72 ч в присутствии OLE, 5-FU, Cis и их комбинаций; ж – анализ экспрессии гена SNAI1 в клетках 
AGS, культивированных в течение 72 ч в присутствии OLE, 5-FU, Cis и их комбинаций. OLE – экстракт листьев  
Olea europaea; 5-фторурацил  – 5-FU; цисплатин  – Cis. Уровень статистической значимости  (р) рассчитывался 
с помощью t-критерия Стьюдента для независимых выборок; * p < 0,05; n = 3

В  результате при использовании комбинации 
OLE + Cis экспрессия гена ZEB1 в клетках AGS резко 
снижается, т.к. miR-200c, связываясь с сайтом гена 
ZEB1, подавляет его экспрессию (посттранскрипци-
онная регуляция экспрессии гена).

Экспрессия гена транскрипционного факто-
ра SNAI1 в клетках AGS не изменялась при отдель-

ном использовании OLE и 5-FU, а также их комби-
нации (рис. 5, ж). Напротив, экспрессия гена SNAI1 
в клетках AGS резко повышалась при отдельном 
применении Cis (p = 0,0435; рис. 5, ж). При использо-
вании комбинации OLE + Cis экспрессия гена SNAI1 
снижалась по сравнению с отдельным приме-
нением Cis  (p = 0,0659). При комбинированном  
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Рис. 6. Изучение влияние OLE (1,5 мг/мл), 5-FU (25 мкМ), Cis  (20 мкМ) и их комбинаций на экспрессию белка 
SOX2 в клетках AGS методом иммунофлуоресцентной микроскопии. а и б – Клетки AGS инкубировали с OLE 
в течение 24 ч, с химиопрепаратами – 48 ч, с комбинацией OLE + химиопрепараты – 24 ч. Экспрессия белка 
SOX2 – зеленое свечение (определялось при длине волны 488 нм). Ядро клетки визуализировано с помощью  
красителя DAPI (синее окрашивание). в  –  Интенсивность свечения SOX2 в клетках  AGS. Показатель интен-
сивности свечения (H-score) для каждого образца рассчитывали по формуле: количество окрашенных кле-
ток (в  %)  ×  интенсивность окрашивания клеток. OLE  – экстракт листьев Olea europaea; 5-фторурацил  – 5-FU;  
цисплатин  – Cis. Уровень статистической значимости  (р) рассчитывался с помощью t-критерия Стьюдента 
для независимых выборок; * p < 0,05; n = 3

применении OLE с двумя химиопрепаратами (OLE + 
+ 5-FU + Cis) экспрессия гена SNAI1 лишь незначи-
тельно снижалась по сравнению с комбиниро-
ванным применением только химиопрепаратов 
(5-FU + Cis; p = 0,2759; рис. 5, ж).

OLE за счет ингибирования процесса ЭМП 
изменяет фенотип клеток AGS. Было продемон-
стрировано, что в клетках AGS активизированы 
сигнальные пути, опосредованные киназами PI3K 
и JAK/STAT (рис. 2, б), которые играют важную роль 
в развитии ЭМП. Киназы PI3K и  JAK/STAT способ-
ствуют повышению экспрессии в клетках тран-
скрипционного фактора SOX2, играющего важ-
ную роль в формировании фенотипа стволовых 

клеток [36–38]. В связи с этим было изучено влия-
ние  OLE, химиопрепаратов и их комбинаций на  
экспрессию белка SOX2 в клетках AGS методом им-
мунофлуоресцентной микроскопии. При отдель-
ном использовании OLE, 5-FU и Cis в клетках AGS 
отмечалось снижение экспрессии SOX2. Наиболь-
ший эффект оказывал OLE (рис. 6, а). При комбини-
рованном применении OLE и 5-FU экспрессия SOX2 
снижалась более значительно по сравнению с 
отдельным применением 5-FU. Аналогично, при 
комбинированном применении OLE и Cis экспрес-
сия SOX2 снижалась более значительно по срав-
нению с отдельным применением Cis (рис. 6, б). 
При использовании комбинации OLE с двумя 
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Рис. 7. Изучение влияние OLE (1,5 мг/мл), 5-FU (25 мкМ), Cis (20 мкМ) на скорость миграции клеток AGS. а – Cве-
товая микроскопия поврежденного участка монослоя клеток  AGS через различные промежутки времени  
(при повреждении – 0 ч, через 24 ч, через 48 ч). 1 – Контроль; 2 – OLE; 3 – 5-FU; 4 – OLE + 5-FU; 5 – Cis; 6 – OLE + Cis; 
7 – 5-FU + Cis; 8 – OLE + 5-FU + Cis. б – Изменение «области раны» (поврежденного участка монослоя клеток AGS) 
под влиянием OLE, химиопрепаратов и их комбинаций. Справа на графике – изменение «области раны» под 
влиянием OLE, химиопрепаратов и их комбинаций в первые 24 ч. Уровень статистической значимости (р) рас-
считывался методом однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA); * p < 0,05; n = 3

химиопрепаратами (OLE + 5-FU + Cis) отмечалось 
наиболее выраженное снижение экспрессии SOX2 
в клетках AGS (рис. 6, б). Полученные результаты 
коррелируют с показателем интенсивности свече-
ния (H-score) SOX2 в клетках AGS (рис. 6, в).

OLE подавляет миграцию клеток AGS за счет 
ингибирования процесса их ЭМП. Влияние OLE 
на миграцию клеток AGS исследовали с помощью 
Scratch-метода (Анализ заживления «раны» в обла-
сти монослоя опухолевых клеток). В контрольном 
образце поврежденный участок («рана») в области 
монослоя клеток AGS полностью закрылась через 
48 ч  (p < 0,0001). В то же время закрытие повреж-
денного участка при отдельном использовании 
OLE, 5-FU и Cis через 48 ч не наступало (рис. 7). 
Под влиянием OLE закрытие поврежденного 
участка существенно снижалось в первые 24 ч 
(p < 0,0001). Ингибирующий эффект 5-FU (p < 0,05) 
и Cis (p < 0,0001) на закрытие поврежденного участ-
ка отмечался только через 48 ч. При этом ингиби-
рующий эффект Cis был менее выражен по срав
нению с OLE и 5-FU (p < 0,0001). При использовании 
комбинаций OLE с химиопрепаратами (OLE + 5-FU 

и OLE + Cis) ингибирующий эффект был более 
выраженным по сравнению с отдельным приме-
нением 5-FU (p < 0,0001) и Cis (p < 0,0001): закрытие 
поврежденного участка замедлялось в первые 24 ч 
и не завершалось через 48 ч.

При использовании комбинации OLE с двумя 
химиопрепаратами (OLE + 5-FU + Cis) ингибирую-
щий эффект был более выраженным по сравнению 
с комбинированным применением только химио-
препаратов (5-FU + Cis; p < 0,0001; рис. 7). Таким об-
разом, OLE за счет ингибирования процесса ЭМП в 
клетках AGS снижал их способность к миграции. 
Кроме того, OLE усиливал ингибирующий эффект 
на миграцию клеток химиопрепаратов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Эпителиально-мезенхимальный переход яв-
ляется хорошо известным фактором, способствую-
щим прогрессированию роста злокачественной 
опухоли [39]. Опухолевые клетки за счет ЭМП при-
обретают подвижность, что усиливает инвазивный  
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рост опухоли в соседние ткани и облегчает раз-
витие метастазов. Кроме того, за счет  ЭМП опу-
холевые клетки приобретают резистентность к 
химиопрепаратам, что повышает риск развития 
рецидива опухоли после проведенного лече-
ния  [36]. Таким образом, ингибирование процес-
са ЭМП может стать новым перспективным подхо-
дом в терапии злокачественных новообразований.

В процессе ЭМП у опухолевых клеток нару-
шается экспрессия молекул адгезии, в частности 
кальций-зависимых белков-кадгеринов. В  част-
ности, при  ЭМП экспрессия кадгерина-2 (N-кад-
герин), кодируемого геном CDH2, увеличивается. 
Напротив, экспрессия кадгерина-1 (E-кадгерин), 
кодируемого геном CDH1, снижается. Такое нару-
шение экспрессии белков-кадгеринов, обозначае-
мое термином «cadherin switch», является одним 
из ключевых признаков ЭМП [40, 41].

В настоящей работе, соответствуя вышепри-
веденным данным, показано, что у большинства 
пациентов с раком желудка отмечается снижение 
экспрессии гена CDH1 и повышение экспрессии 
гена CDH2 (анализ результатов проектов TCGA и 
GTEx). Кроме того, у пациентов с  РЖ, имеющих 
повышенную экспрессию гена CDH2, отмеча-
лось снижение показателя общей выживаемо-
сти (рис. 1, г–е). Нами было обнаружено, что повы-
шенная экспрессия lncRNA  MALAT1 коррелирует 
со снижением общей выживаемости пациентов 
с  РЖ  (рис. 1, к–м). Известно, что lncRNA  MALAT1 
эпигенетически подавляет экспрессию белка 
E-кадгерин, способствуя развитию  ЭМП в опу-
холевых клетках  [42]. Кроме того, показано, что 
lncRNA  MALAT1 имеет сайт связывания с ге-
ном CDH2 и ее повышенная экспрессия указывает 
на прогрессирование РЖ [43]. Продемонстрирова-
но, что miR-23b-3p способна снижать экспрессию 
lncRNA  MALAT1  [44]. Напротив, при низкой экс-
прессии miR-23b-3p повышается инвазивный рост 
опухолевых клеток и их способность к миграции, 
что является признаком развития  ЭМП  [45]. В  то 
же время при повышении экспрессии miR-23b-3p 
происходит увеличение экспрессии и кадгерина-2 
и снижение экспрессии транскрипционного фак-
тора SNAIL. Известно, что транскрипционный 
фактор SNAIL участвует в развитии ЭМП, подавляя 
экспрессию кадгерина-1 и стимулируя экспрессию 
lncRNA MALAT1. В результате под влиянием тран-
скрипционного фактора SNAIL снижаются адгезив-
ные свойства опухолевых клеток и повышается их 
подвижность [45–47]. Следует отметить, что за счет 
повышенной экспрессии miR-23b-3p подавляются 
опосредованные lncRNA MALAT1 химиорезистент-
ные свойства опухолевых клеток РЖ [44]. Мы не 
смогли обнаружить прямое взаимодействие между 
miR-23b-3p и транскрипционным фактором SNAIL. 
Тем не менее при изучении базы данных  SNP 

в lncRNA были обнаружены возможности прямого 
взаимодействия между микроРНК miR-23b-3p и 
lncRNA MALAT1. Показано, что у пациентов с РЖ 
в опухолевой ткани отмечается низкий уровень 
экспрессии miR-23b-3p по сравнению с прилегаю-
щими нормальными тканями [44]. Обнаруженные 
нами нарушения экспрессии генов CDH1 и CDH2 у 
пациентов с РЖ соответствуют ранее опубликован-
ным результатам проекта TCGA, приведенным в 
международной базе данных. Поэтому результаты 
настоящего исследования могут быть использова-
ны для клинических рекомендаций больным РЖ. 
Согласно полученным нами результатам, в клет-
ках РЖ при снижении экспрессии miR-23b-3p нара-
стает экспрессия lncRNA MALAT1. В результате по-
вышается экспрессия гена CDH2, что способствует 
развитию ЭМП в опухолевых клетках и прогресси-
рованию заболевания.

Развитие ЭМП в опухолевых клетках, помимо 
описанного выше нарушения экспрессии белков-
кадгеринов («cadherin switch»), характеризуется 
активацией транскрипционных факторов ZEB1, 
SNAI1 и  TWIST  [4]. Согласно результатам проек-
тов TCGA и GTEx, при РЖ в развитии ЭМП наи-
более важную рол играет повышенная экспрессия 
транскрипционных факторов ZEB1 и SNAI1, чем 
экспрессия TWIST. Изменение экспрессии тран-
скрипционного фактора  ZEB1 рассматривается в 
качестве маркера прогрессирования солидных опу-
холей, в том числе РЖ [48, 49].

Показано, что экспрессия ZEB1 контролиру-
ется miR-200c [50]. При изучении базы данных SNP 
в lncRNA было обнаружено взаимодействие между 
транскрипционным фактором ZEB1 и miR-200c. 
Экспрессия miR-200c была снижена в образцах РЖ, 
полученных от пациентов, участвующих в настоя-
щем исследовании, по сравнению с их нормаль-
ными тканями. Вероятно, вследствие снижения 
экспрессии miR-200c при РЖ отмечалась высокая 
экспрессия транскрипционного фактора ZEB1 в 
опухолевых клетках. Продемонстрировано, что 
транскрипционный фактор SNAI1 способен взаи-
модействовать с членами семейства miR-200, на-
пример, с miR-203 [51]. Хотя мы и не обнаружили 
прямого взаимодействия между транскрипцион-
ным фактором SNAI1 и miR-200с, продемонстриро-
вано его участие в передаче сигнала между ZEB1 
и miR-200c  [51]. Таким образом, согласно полу-
ченным результатам, признаками развития ЭМП 
в клетках  РЖ являются: повышенная экспрессия 
генов CDH2, ZEB1 и SNAI1, повышенная экспрессия 
lncRNA MALAT1, сниженная экспрессия miR-23b-3p 
и miR-200c. Указанные признаки свидетельствуют 
о неблагоприятном течении заболевания и высо-
ком риске развития метастазов.

Поскольку ЭМП способствует прогрессиро-
ванию опухолевого роста и развитию химио-
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резистентности, ингибирование этого процесса  
может стать новым перспективным подходом 
в терапии злокачественных новообразований. 
В частности, в предыдущем исследовании мы про-
демонстрировали ингибирование процесса ЭМП 
в клетках глиобластомы за счет использования 
OLE  [15]. Кроме того, OLE ингибировал экспрес-
сию lncRNA MALAT1 в клетках РЖ [18]. Поэтому в 
настоящей работе мы исследовали влияние OLE 
на экспрессию генов CDH1, CDH2, ZEB1, SNAI1, экс-
прессию lncRNA MALAT1, а также экспрессию miR-
23b-3p и miR-200c, т.е. факторов, играющих важную 
роль в развитии ЭМП в опухолевых клетках. Иссле-
дования проводились на клетках  РЖ линии  AGS 
(аденокарцинома), в которых отмечаются низ-
кая экспрессия гена CDH2 и высокая экспрессия 
генов, кодирующих транскрипционные факторы, 
ZEB1 и SNAI1. Кроме того, мы исследовали способ-
ность OLE модулировать чувствительность клеток 
AGS к химиопрепаратам, применяемым в тера-
пии РЖ: 5-FU и Cis.

Мы показали, что под влиянием OLE в клет-
ках AGS снижалась экспрессия гена CDH2 и коди-
руемого им белка N-кадгерин (рис. 5, а и б). Кроме 
того, под влиянием OLE в клетках  AGS снижа-
лась экспрессия белков виментин и клаудин-1.  
Под действием OLE в клетках  AGS также снижа-
лась экспрессия транскрипционного фактора ZEB1. 
Вероятно, экспрессия указанных белков ЭМП сни-
жалась на посттранскрипционном уровне за счет 
воздействия miR-23b-3p и miR-200c на соответ-
ствующие гены. Под влиянием OLE экспрессия 
данных микроРНК в клетках  AGS повышалась. 
Продемонстрировано, что miR-23b-3p подавляет 
экспрессию lncRNA  MALAT1  [18, 44]. Полученные 
нами результаты указывают, что OLE не оказывал 
влияния на экспрессию транскрипционного факто-
ра SNAI1 (вероятно, miR-23b-3p и miR-200c не име-
ют сайта связывания с данным транскрипцион- 
ным фактором).

Мы также обнаружили, что под влиянием OLE 
в клетках  AGS значительно снижается экспрес-
сия белка SOX2, играющего важную роль в фор-
мировании фенотипа стволовых клеток  (рис.  6).  
Экспрессия SOX2 в зависимости от молекулярных 
особенностей клеток по-разному влияет на раз-
витие опухолевого процесса. Она может рассма-
триваться как в качестве маркера прогрессиро-
вания опухоли, так и в качестве благоприятного 
прогностического признака для больного  [52]. 
Показано, что в клетках AGS отмечается повышен-
ная экспрессия SOX2 [53]. Экспрессию SOX2 в клет-
ках  AGS индуцирует белок клаудин-6. Показано 
участие клаудина-6 в развитии  ЭМП за счет его 
взаимодействия с транскрипционным фактором 
SNAI1 [53, 54]. Кроме того, повышенная экспрессия 
SOX2 в клетках AGS может быть обусловлена акти-

вацией сигнальных путей, опосредованных кина-
зами JAK-STAT и  PI3K  [36–38]. Мы показали, что 
под влиянием OLE уменьшалась способность кле-
ток AGS к миграции  (рис.  7). Ослабление способ-
ности опухолевых клеток к миграции возникает 
вследствие усиления их адгезивных свойств [55]. 
Вероятно, OLE изменяет фенотип клеток AGS, что 
проявляется ингибированием процесса их ЭМП и 
соответствующим снижением способности к ми-
грации и усилением адгезивных свойств.

Развитие ЭМП также сопровождается при-
обретением опухолевыми клетками резистент-
ности к химиопрепаратам и лучевой терапии [56]. 
В  частности, в опухолевых клетках подавляется 
программа апоптоза, которая должна запускаться 
в ответ на грубое повреждение ДНК химиопре-
паратами [57]. Продемонстрирована способность 
OLE индуцировать апоптоз клеток различных опу-
холей: меланома, глиобластома, гепатоцеллюляр-
ная карцинома, рак молочной железы, рак толстой 
кишки и рак шейки матки [19, 54–63]. OLE индуци-
ровал апоптоз опухолевых клеток за счет воздей-
ствия на различные внутриклеточные процессы: 
нарушение деления раковых стволовых клеток, 
повреждение митохондрий, ослабление репара-
ции повреждений ДНК, нарушение секреции фак-
торов роста, нарушение ангиогенеза и инвазивно-
го роста и др. [18, 19, 26, 58, 60, 62–66]. Способность 
OLE индуцировать апоптоз клеток РЖ обусловлена 
ингибированием процесса их ЭМП. Данный меха-
низм согласуется с результатами нашей предыду-
щей работы, где OLE индуцировал апоптоз клеток 
глиобластомы [15]. Вероятно, ингибирование ЭМП 
является универсальным механизмом, способ-
ствующим развитию программированной гибели 
различных типов опухолевых клеток. Кроме того, 
под влияние OLE усиливалась проапоптотическая 
активность химиопрепаратов, используемых для 
терапии  РЖ в настоящее время: 5-FU и  Cis. Под 
влиянием комбинаций OLE с химиопрепаратами 
(OLE + 5-FU, OLE + Cis) в клетках AGS значительно 
повышалась экспрессия маркеров апоптоза (на-
пример, появление расщепленной формы  PARP1 
и увеличение количества Annexin V-позитивных 
клеток) (рис. 4). Кроме того, под влиянием OLE сни-
жалась половинная ингибирующая доза (IC50) ука-
занных химиопрепаратов для клеток AGS (рис. 3). 
Для OLE и Cis был обнаружен синергический ме-
ханизм взаимодействия  (рис.  3,  д  и  е), а для OLE 
и  5-FU  – аддитивный механизм взаимодействия. 
Указанные механизмы, таким образом, подтвер-
ждают способность OLE повышать чувствитель-
ность клеток РЖ к химиопрепаратам [67].

Мы также показали, что проапоптотическая 
активность OLE может быть связана с его способ-
ностью ингибировать ЭМП в клетках  РЖ. Было 
обнаружено, что OLE усиливал ингибирование 
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химиопрепаратами экспрессии гена CDH2 и тран-
скрипционного фактора ZEB1. Данный механизм 
обусловлен способностью OLE индуцировать в 
клетках  AGS экспрессию miR-23b-3p и miR-200c. 
Продемонстрировано, что miR-23b-3p подавляет 
экспрессию lncRNA  MALAT1  [18], в то же время 
miR-200c участвует в снижении экспрессии тран-
скрипционного фактора ZEB1. При комбиниро-
ванном использовании OLE и химиопрепаратов 
в клетках AGS ослаблялся процесс ЭМП, что при-
водило к снижению способности опухолевых кле-
ток к миграции и уменьшению экспрессии в них 
белка SOX2. В клетках AGS под влиянием OLE и его 
комбинаций с химиопрепаратами отмечалось сни-
жение экспрессии клаудина-1. Продемонстрирова-
но, что при нокауте гена, кодирующего клаудин-1, 
в клетках рака печени ослабляются процессы ауто-
фагии, что повышает чувствительность опухоле-
вых клеток к 5-FU [68]. Кроме того, показано, что 
при нокауте гена, кодирующего клаудин-1, повы-
шается чувствительность клеток рака яичников 
к карбоплатину и паклитакселу как in vitro, так и 
in vivo [69]. Следовательно, способность OLE повы-
шать чувствительность клеток AGS к химиопрепа-
ратам может быть также обусловлена ингибирова-
нием экспрессии клаудина-1. Кроме того, недавнее 
исследование показало, что транскрипционный 
фактор SNAIL усиливает ЭМП за счет повышения 
экспрессии N-кадгерина в клетках остеосаркомы, 
что сопровождается усилением их инвазивного 
роста и способности к миграции  [70]. Продемон-
стрировано, что под влиянием транскрипцион-
ного фактора SNAIL усиливалась способность к 
миграции клеток AGS. Наши результаты показыва-
ют, что OLE за счет способности индуцировать экс-
прессию miR-23b-3p может модулировать экспрес-
сию транскрипционного фактора SNAI1. Данный 
механизм обусловлен способностью miR-23b-3p 
оказывать влияние на взаимодействие гена CDH2 
и lncRNA  MALAT1  [71]. Для полного понимания 
механизмов противоопухолевой активности OLE 
необходимы дальнейшие эксперименты с исполь-
зованием различных клеточных линий РЖ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Значительный прогресс в лечении локали-
зованного (неметастатического) рака желудка 
был достигнут за счет сочетанного применения 
хирургической операции и курсов пред- и после-
операционной химиотерапии. В то же время по-
казатели безрецидивной выживаемости и общей 
выживаемости у пациентов с метастатическими 
и рецидивирующими формами  РЖ продолжают 

оставаться на низком уровне. Это обусловлено раз-
витием резистентности опухолевых клеток к хи-
миопрепаратам. Важную роль в прогрессировании 
злокачественной опухоли играет процесс  ЭМП. 
В представленной работе было изучено влияние 
экстракта листьев Olea europaea на процесс ЭМП 
в клетках  РЖ и их чувствительности к химио-
препаратам. Показана способность OLE ингибиро-
вать ЭМП, а также усиливать гибель клеток РЖ по 
механизму апоптоза in vitro. В частности, при ком-
бинированном применении OLE с химиопрепа-
ратами 5-FU и Cis отмечалась выраженная гибель 
опухолевых клеток  РЖ по механизму апоптоза. 
Кроме того, при использовании комбинации OLE 
с химиопрепаратами значительно снижалась ми-
грация и инвазивный рост опухолевых клеток РЖ. 
Таким образом, представленная работа свидетель-
ствует о способности OLE индуцировать апоптоз 
клеток  РЖ за счет подавления процесса их ЭМП 
и повышения чувствительности к химиопрепара-
там (5-FU и Cis).
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The overall survival of patients with the advanced and recurrent gastric cancer (GC) remains unfa-
vorable. In particular, this is due to cancer spreading and resistance to chemotherapy associated with 
the epithelial-mesenchymal transition (EMT) of tumor cells. EMT can be identified by the transcrip-
tome profiling of GC for EMT markers. Indeed, analysis of the TCGA and GTEx databases (n = 408) and 
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a cohort of GC patients (n = 43) revealed that expression of the CDH2 gene was significantly decreased 
in the tumors vs. non-tumor tissues and correlated with the overall survival of GC patients. Expression 
of the EMT-promoting transcription factors SNAIL and ZEB1 was significantly increased in GC. These 
data suggest that targeting the EMT might be an attractive therapeutic approach for patients with GC.  
Previously, we demonstrated a potent anti-cancer activity of the olive leaf extract (OLE). However, its ef-
fect on the EMT regulation in GC remained unknown. Here, we showed that OLE efficiently potentiated 
the inhibitory effect of the chemotherapeutic agents 5-fluorouracil (5-FU) and cisplatin (Cis) on the EMT 
and their pro-apoptotic activity, as was demonstrated by changes in the expression of the EMT mark-
ers (E- and N-cadherins, vimentin, claudin-1) in GC cells treated with the aforementioned chemother-
apeutic agents in the presence of OLE. Thus, culturing GC cells with 5-FU + OLE or Cis + OLE attenuated 
the invasive properties of cancer cells. Importantly, upregulation of expression of the apoptotic mark-
ers (PARP cleaved form) and increase in the number of cells undergoing apoptosis (Annexin V-positive)  
were observed for GC cells treated with a combination of OLE and 5-FU or Cis. Collectively, our data illus-
trate that OLE efficiently interferes with the EMT in GC cells and potentiates the pro-apoptotic activity of 
certain chemotherapeutic agents used for GC therapy.

Keywords: gastric cancer, Olea europaea leaf extract, epithelial-mesenchymal transition, apoptosis, chemo-
therapeutic agents, cadherin 2, SOX2, non-coding RNA, miR-23b-3p, anti-cancer effect


