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Пептидный препарат семакс успешно применяется при ишемическом инсульте. Семакс обладает ярко
выраженным ноотропным, нейропротективным и иммуномодулирующим действием. Проведенный
нами ранее RNA-Seq-анализ повреждающего действия ишемии на уровне транскриптома в условиях
моделирования обратимой окклюзии средней мозговой артерии обнаружил увеличение содержания
мРНК ряда генов, участвующих в воспалении, тогда как семакс снижал их экспрессию. Однако RNA-Seq
не выявил значимых эффектов ишемии–реперфузии и семакса на экспрессию мРНК многих генов, ко-
дирующих хорошо известные медиаторы воспаления, в том числе IL-1α, IL-1β, IL-6, TNF-α. По дан-
ным RNA-Seq значения FPKM, характеризующие число фрагментов на 1 т.п.н., отнесенное на миллион
прочтений, свидетельствовали о низком содержании мРНК таких генов. В связи с этим нами проанали-
зировано влияние пептида на экспрессию низко представленных мРНК нескольких генов провоспали-
тельных медиаторов с помощью метода ОТ-ПЦР в реальном времени, который позволяет наиболее точ-
но определить содержание транскриптов в исследуемых образцах. По данным ОТ-ПЦР в реальном вре-
мени в условиях эксперимента под воздействием семакса происходило статистически значимое
снижение экспрессии мРНК генов интерлейкинов (Il1a, Il1b, Il6) и хемокинов (Ccl3 и Cxcl2), компенси-
ровавшее активацию транскрипции этих генов, вызванную ишемией–реперфузией. Таким образом,
протективный эффект семакса при инсульте может быть обусловлен выраженным противовоспали-
тельным действием пептида. Обсуждаются ограничения метода RNA-Seq и значимость ОТ-ПЦР в ре-
альном времени для количественной оценки содержания низко представленных транскриптов.

Ключевые слова: церебральная ишемия, воспаление, провоспалительные цитокины, крысы Wistar,
экспрессия генов, ОТ-ПЦР в реальном времени, RNA-Seq
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ВВЕДЕНИЕ
Ишемический инсульт – одно из тяжелейших

заболеваний с высокой инвалидизацией и смерт-

ностью. Острое снижение мозгового кровотока
до критического уровня приводит к гибели ней-
ронов и клеток глии, сопровождающейся масси-

Сокращения: АКТГ – адренокортикотропный гормон; ДЭГ – дифференциально экспрессирующиеся гены; МРТ – маг-
нитно-резонансная томография; СМА – средняя мозговая артерия; 3D-TOF MRA – трехмерная времяпролетная магнит-
но-резонансная ангиография; ADC – измеряемый коэффициент диффузии (apparent diffusion coefficient); Ct – пороговый
цикл амплификации; DWI – диффузионно-взвешенное изображение (diffusion-weighted imaging); FPKM – число фрагмен-
тов на 1 т.п.н., отнесенное на миллион прочтений (fragments per kilobase per million reads); PGP – Pro-Gly-Pro; pMCAO –
модель перманентной окклюзии средней мозговой артерии (permanent middle cerebral artery occlusion model); RNA-Seq –
метод высокопроизводительного секвенирования РНК; T2 WI – T2-взвешенное изображение в поперечной плоскости;
tMCAO – модель обратимой окклюзии средней мозговой артерии (transient middle cerebral artery occlusion model).
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рованным воспалением. Накопившиеся экспери-
ментальные данные убедительно свидетельству-
ют о ключевой роли медиаторов воспаления в
патогенезе ишемического инсульта. С первых ча-
сов ишемии в мозге экспрессируются провоспали-
тельные цитокины IL-1α, IL-1β, IL-6 и TNF-α,
которые оказывают мощное инициирующее и
усиливающее действие на воспалительный ответ
[1–3]. Показано, что уровень провоспалительных
цитокинов в крови может коррелировать с объе-
мом и тяжестью инсульта [4]. Кроме того, имеют-
ся данные, что ингибирование экспрессии или
нейтрализация с помощью антител к IL-1β эф-
фективно снижает объем инфаркта на моделях
инсульта у крыс [1], а одновременный нокаут ге-
нов IL-1α и IL-1β в модели обратимой окклюзии
средней мозговой артерии (tMCAO) мыши снижа-
ет объем очага инсульта в 3 раза [5]. Многочислен-
ные исследования свидетельствуют об увеличении
экспрессии мРНК провоспалительных цитокинов
в мозге животных, подвергнутых церебральной
ишемии [6–8]. В число провоспалительных цито-
кинов входят многие хемокины. Индукция хемо-
кинов Ccl3 и Cxcl2 при инсульте ассоциирована с
инфильтрацией лейкоцитов в очаг ишемии и уве-
личением проницаемости гематоэнцефалическо-
го барьера [9–11], поэтому подавление синтеза
провоспалительных цитокинов относится к чис-
лу терапевтических стратегий, направленных на
лечение ишемической травмы головного мозга.

В терапии ишемического инсульта успешно
используется пептидный препарат семакс (Met-
Glu-His-Phe-Pro-Gly-Pro), на N-конце которо-
го находится фрагмент АКТГ(4–7), а С-конец
стабилизирован присоединением трипептида
Pro-Gly-Pro (PGP). Семакс обладает ярко выра-
женным ноотропным, нейропротективным и им-
муномодулирующим действием [12–14]. Тран-
скриптомные исследования с использованием
неполной глобальной ишемии мозга крыс и пер-
манентной окклюзии СМА крыс (pMCAO) пока-
зали, что пептид активирует экспрессию мРНК
генов нейротрофинов и их рецепторов [15, 16],
существенно влияет на экспрессию генов, ассо-
циированных с процессами иммунного ответа
[17, 18].

Ранее для изучения эффектов ишемии и за-
щитных свойств семакса на уровне транскрипто-
ма с помощью высокопроизводительного секве-
нирования РНК (RNA-Seq) мы использовали мо-
дель tMCAO [19, 20]. С помощью метода RNA-Seq
в подкорковых структурах мозга крыс спустя сут-
ки после начала 90-минутной окклюзии СМА об-
наружено, что под действием пептида изменяется
экспрессия мРНК 394 генов, участвующих в раз-
личных клеточных процессах, включая воспале-
ние [20]. Введение семакса преимущественно по-
давляло экспрессию мРНК генов, связанных с
воспалением (Ccl6, Ccl9, Cxcl16, Icam1, Cd14 и дру-

гих), активация которых наблюдалась при ише-
мии–реперфузии в отсутствие пептида. Функцио-
нальная аннотация семакс-индуцированных диф-
ференциально экспрессирующихся генов (ДЭГ) в
условиях tMCAO также показала, что пептид по-
давляет многие сигнальные пути, участвующие в
воспалении [20]. Однако проведенный нами
RNA-Seq-анализ не выявил статистически значи-
мого влияния семакса на экспрессию мРНК мно-
гих генов, кодирующих хорошо известные медиа-
торы воспаления, в том числе генов IL-1α, IL-1β,
IL-6, TNF-α. По данным RNA-Seq значения
FPKM, характеризующие число фрагментов на
1 т.п.н., отнесенное на миллион прочтений, сви-
детельствовали о низком содержании мРНК таких
генов. В связи с этим нам представлялось важным
проанализировать влияние пептида на экспрес-
сию низко представленных мРНК нескольких ге-
нов провоспалительных медиаторов. С этой целью
мы использовали метод ОТ-ПЦР в реальном вре-
мени, который позволяет наиболее точно опреде-
лить содержание транскриптов в образцах [21].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Животные. Исследование проводили на двух-

месячных самцах крыс линии Wistar массой 200–
250 г, содержавшихся в условиях 12-часового
цикла день/ночь, при температуре 22–24°С и сво-
бодном доступе к пище и воде. Исследование
проведено с соблюдением биоэтических норм об-
ращения с экспериментальными животными в
соответствии с “Правилами лабораторной прак-
тики в РФ” (Приказ МЗ РФ №267 от 19.06.2003).

Модель tMCAO. Обратимую фокальную цере-
бральную ишемию вызывали эндоваскулярной
окклюзией правой СМА с использованием фила-
мента с силиконовым наконечником (“Doccol
Corporation”, США) как описано ранее [19, 20].
Окклюзия проходила в течение 90 мин, после чего
филамент вынимали, и кровоток восстанавливал-
ся. Перед оперативным вмешательством животное
вводили в наркоз с помощью 3%-го изофлурана,
затем использовали 1.5–2%-ный изофлуран с 78%-
ной смесью воздуха для поддержания наркоза при
помощи системы для анестезии животных EZ-7000
(E-Z Anesthesia systems, США). Животные, под-
вергнутые полуторачасовой окклюзии, получали
семакс (группа “ишемия–реперфузия + семакс”)
в дозе 10 мкг на 100 г массы животного или фи-
зиологический раствор (группа “ишемия–репер-
фузия”). Пептид или физиологический раствор
вводили животным интраперитонеально через
90 мин, 2.5 и 6.5 ч от начала окклюзии. Группу
крыс, обозначенную как “ложная операция”, так-
же подвергали хирургическому вмешательству под
наркозом (разрез на шее, выделение бифуркации),
но не производили окклюзию СМА. Животные
группы “ложная операция” получали физиологи-
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ческий раствор в те же временные точки. Каждая
экспериментальная группа состояла не менее чем
из 10 животных. Крыс выводили из эксперимента
методом декапитации спустя 24 ч после операции.
Из мозга крыс выделяли подкорковые структуры.
Образцы мозга помещали в раствор RNAlater (“Sig-
ma-Aldrich” , США) на 24 ч при 0°С, а затем хра-
нили при –70°С.

Магнитно-резонансная томография. Магнитно-
резонансную томографию (МРТ) ишемического
повреждения головного мозга крыс проводили с
использованием системы ClinScan (“Bruker Bio-
Spin”, США) для небольших животных с индук-
цией магнитного поля 7 Тл, как описано ранее
[20]. Стандартный протокол включал следующие
режимы: диффузионно-взвешенные изображе-
ния (DWI) с построением карт измеряемого ко-
эффициента диффузии (ADC) и T2-взвешенные
изображения (T2 WI) в поперечной плоскости.
Трехмерную времяпролетную магнитно-резо-
нансную ангиографию (3D-TOF MRA) использо-
вали для визуализации основных артерий и кон-
троля реканализации. Количественная оценка
объема очага инфаркта выполнена с использова-
нием программного пакета ImageJ (Wayne Ras-
band, National Institute of Mental Health, США). У
крыс из групп “ишемия–реперфузия” и “ише-
мия–реперфузия + семакс” МРТ проводили не-
посредственно перед декапитацией.

Гистологическое исследование головного мозга
крыс. Извлеченный из черепной коробки голов-
ной мозг крыс фиксировали в течение 48 ч в кислой
жидкости Буэна, затем тщательно отмывали от
пикриновой кислоты в четырех сменах 70%-ного
этанола. Гистотопографическую вырезку мозга
выполняли с фронтальной ориентацией двух
тканевых блоков на уровнях –0.5…+5.0 мм и
‒4.0…–0.5 мм от брегмы для их последующего
микротомирования в каудоростральном направ-
лении. После стандартной гистологической про-
водки на гистопроцессоре Leica TP1020 (Германия)

ориентированные фрагменты мозга заключали в
Гистомикс (“БиоВитрум”, Россия) на станции за-
ливки HistoStar (“ThermoFisher Scientific”, США).
Для гистологических исследований серийные сре-
зы толщиной 5–6 мкм, полученные с блоков через
0.5–1 мм на микротоме Leica RM2235 (Германия),
после депарафинирования окрашивали гематок-
силином и эозином (“БиоВитрум”). Патоморфо-
логический анализ выполнен с учетом критериев
вариантов нормы и патологии нервных клеток, а
также артифициальных, суправитальных и реак-
тивных изменений клеток нервной ткани, вызван-
ных манипуляциями при выделении головного
мозга и его погружением в фиксирующие смеси
[22–24]. Гистотопографическое картирование зон
повреждения и точное определение уровней коро-
нарных срезов проводили по стереотаксическому
атласу головного мозга крыс [25].

Выделение РНК и синтез кДНК. Суммарную
РНК из образцов тканей выделяли с помощью ре-
агента TRIzol (“Invitrogen”, США), обрабатывали
ДНКазой I (“ThermoFisher Scientific”). Целост-
ность препаратов РНК проверяли путем электро-
фореза в агарозном геле в денатурирующих усло-
виях. кДНК синтезировали с использованием на-
бора RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(“ThermoFisher Scientific”) с праймером oligo(dT)18
согласно инструкции производителя.

Количественный анализ экспрессии генов с
помощью ОТ-ПЦР в реальном времени. В качестве
матрицы ПЦР использовали первую цепь кДНК.
Cодержание транскриптов генов Il1a, Il1b, Il6,
Cxcl2 анализировали с использованием прайме-
ров фирмы “Qiagen” (США) (https://geneglobe.
qiagen.com/product-groups/quantitect-primer-assays).

 Праймеры, специфичные для генов Ccl3, Tnfa,
Gapdh, Rpl3, подобранные с использованием про-
граммного обеспечения OligoAnalyzer Tool (https://
www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer), синтези-
рованы акционерной компанией “Евроген” (Рос-
сия) и представлены в табл. 1. Реакционные сме-

Таблица 1. Характеристика ПЦР-праймеров

Ген Праймер, 5' → 3' RefSeq ПЦР-продукт, п.н.

Ccl3
F: ACTGCCTGCTGCTTCTCCTA

NM_013025 206
R: GTTCCTTGCTGCCTCTAATCTC

Tnfa
F: CAGACCCTCACACTCAGAT

NM_012675 213
R: TTGTCCCTTGAAGAGAACCT

Gapdh
F: ACTCTACCCACGGCAAGTTCAACG

NM_017008.4 148
R: GTAGACTCCACGACATACTCAGCAC

Rpl3
F: ATGGGTCCTTGGGCTTCTTG

NM_198753.2 239
R: CACAATACCCACAACCACCA
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си объемом 25 мкл содержали 1 мкл кДНК, пря-
мой и обратный праймеры (5 пмоль каждого) и
5 мкл 5× реакционной смеси (“Евроген”), содер-
жащей Taq ДНК-полимеразу, нуклеотиды и SYBR
Green I. Реакции проводили с использованием
прибора StepOnePlus (“Applied Biosystems”, США)
в следующих условиях: (1) денатурация при 95°С –
10 мин; (2) амплификация с одним измерением
флуоресценции при 95°С – 15 с, 65°С – 25 с, 72°С –
35 с (40 циклов); (3) анализ температуры плавле-
ния продуктов амплификации. Каждый образец
кДНК анализировали трижды.

В качестве внутреннего контроля для норма-
лизации содержания мРНК использовали гены
Gapdh и Rpl3. Расчеты проводили с использова-
нием программы BestKeeper, version 1 и Relative
Expression Software Tool (REST) 2005 software.
Руководство доступно на сайте “REST.-gene-
quantification.info” (http://www.genequantification.de/
rest-2009.html). Содержание исследуемых РНК
относительно мРНК генов сравнения оценивали
по-формуле 2Ct(ref) – Ct(tar), где Ct(tar) – средняя вели-
чина порогового цикла амплификации (Ct) иссле-
дуемых РНК, Ct(ref) – среднее значение Ct мРНК
генов сравнения. В каждую группу сравнения
включено не менее семи животных. При сравне-

нии данных статистически значимыми считали
различия с величиной вероятности р < 0.05. До-
полнительную обработку данных осуществляли
при помощи программы Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Магнитно-резонансная томография

Ишемический очаг в мозге животных, под-
вергнутых tMCAO, детектировали с помощью
МРТ непосредственно перед декапитацией. Дан-
ные о варьировании объема очага ишемии у живот-
ных групп “ишемия–реперфузия” и “ишемия–ре-
перфузия + семакс” представлены в табл. 2. У всех
животных очаг ишемического повреждения лока-
лизовался в подкорковых структурах мозга со сто-
роны окклюзии, при этом у 40% крыс он распро-
странялся на область коры. На рис. 1 представле-
ны результаты МРТ исследования очага ишемии
с подкорковой локализацией через 24 ч после
tMCAO при введении крысам физиологического
раствора или семакса. Воздействие семакса на со-
держание транскриптов генов цитокинов и хемо-
кинов в условиях tMCAO изучали на области под-
корки.

Таблица 2. Объем очагов ишемического повреждения мозга через 24 ч после tMCAO

Группа Вид очага DWI, мм3 T2 WI, мм3

Ишемия–реперфузия
Подкорковый 19.10–72.40 20.15–81.31

Полушарный 85.30–332.57 59.39–332.70

Ишемия–реперфузия + семакс
Подкорковый 31.03–59.26 23.66–53.64

Полушарный 42.26–436.25 51.83–384.46

Рис. 1. Контроль окклюзии средней мозговой артерии с помощью МРТ в условиях tMCAO. DWI-сканы с картой ADC
и T2 WI-сканы мозга крыс, получавших физиологический раствор или семакс, через 24 ч от начала tMCAO.
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Морфология тканей мозга у крыс 
экспериментальных групп

У крыс группы “ишемия–реперфузия” через
24 ч после обратимой окклюзии правой СМА
ишемические повреждения ткани мозга в виде
отека и очагов “просветления” определяли в ла-
теральных участках базальных ядер подкорковой
области правого полушария в диапазоне от +1.7
до –3.3 мм от брегмы. Одно из составляющих ба-
зальных ядер полушарий головного мозга – поло-
сатое тело (corpus striatum), образованное ком-
плексом хвостатое тело–скорлупа (nucleus cauda-
tus–putaimen) и бледным шаром (globus pallidus). У
грызунов стриатум не дифференцирован на хво-
статое ядро и скорлупу и представлен единым об-
разованием, которое называют каудопутамен.

Типичная картина формирования фокальной
ишемии в стриатуме показана на рис. 2. Зоны ин-
фаркта имели вытянутую форму в дорсовентраль-
ном направлении и захватывали большую часть
латеральной области каудопутамена (рис. 2а, б) с
отчетливой визуализацией пенумбры – погра-
ничной зоны между ядром инфаркта и нормаль-
ной тканью мозга (рис. 2в), и очагов формирова-
ния ядра инфаркта с необратимым повреждением
нервной ткани, наличием участков некроза с де-
струкцией элементов нейропиля и погибшими
пикноморфными нейронами (рис. 2г). При этом
зоны ишемического инсульта охватывали значи-
тельную часть базальных ядер до мозолистого те-
ла и наружной капсулы. Менее выраженные па-
томорфологические изменения наблюдались в

Рис. 2. Микрофотографии коронарных срезов головного мозга крысы, окрашенных гематоксилином и эозином, через
24 ч после обратимой окклюзии правой средней мозговой артерии. а – Коронарный срез головного мозга на уровне
+0.5 мм от брегмы; овалом отмечена зона ишемического повреждения стриатума правого полушария. б – Фокальная
ишемия латеральной области стриатума; фрагмент части а при большем увеличении. в – Фрагмент части б, отмечен-
ный белым прямоугольником; зона перехода нормальной ткани в перифокальную область инфаркта; белые стрелки –
интактные нейроны, тонкие черные стрелки – снижение базофилии хроматина в ядрах нейронов, толстые черные
стрелки – пикноз ядер и перицеллюлярный отек ишемически поврежденных нейронов, белые звездочки – отек и ва-
куолизация нейропиля. г – Фрагмент части б, отмеченный черным прямоугольником; локус формирования ядра ин-
фаркта; тонкие черные стрелки – снижение базофилии хроматина в ядрах нейронов, толстые черные стрелки – пик-
номорфные нейроны, белые звездочки – отек и деструкция нейропиля.
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пенумбре (рис. 2в). Необходимо отметить, что пе-
нумбра, или “ишемическая полутень” – это пери-
фокальная область гипоксически поврежденных,
но сохраняющих жизнеспособность клеток, окру-
жающая очаг первичного необратимого ишемиче-
ского повреждения. Область полутени может оста-
ваться жизнеспособной в течение нескольких ча-
сов после ишемического события и сохраняет
возможность обратимых поражений мозга. Со-
гласно патоморфологическим критериям, часть
нейронов в перифокальной области инфаркта на-
ходилась в состоянии гипоксического поврежде-
ния (снижение базофилии хроматина в ядрах, отек
и гомогенизация цитоплазмы) и гибели (пикноз и
деструкция ядер, лизис цитоплазмы). В пенумбре
располагались также нейроны без выраженных па-
тологических изменений (рис. 2в). В медиальной
области каудопутамена вне зон визуализируемой
фокальной ишемии грубых патологических изме-
нений в перикарионе большинства нейронов не
выявлено.

Действие семакса на экспрессию мРНК
генов цитокинов

Анализ изменений содержания мРНК генов
Il1a, Il1b, Il6, Tnfa, Cxcl2, Ccl3 через 24 ч от начала
окклюзии СМА в подкорковом отделе мозга крыс
группы “ишемия–реперфузия” по сравнению с
группой “ложная операция” и животных группы
“ишемия–реперфузия + семакс” относительно
группы “ишемия–реперфузия” представлен на
рис. 3. Согласно проведенному ранее RNA-Seq
анализу [19, 20] при воздействии ишемии–репер-
фузии наблюдается тенденция к увеличению со-
держания транскриптов генов Il1b, Il6, Tnfa, Cxcl2,
Ccl3 (рис. 3а), тогда как введение семакса привело
к снижению уровня мРНК гена Ccl3 и выявило ста-
тистически незначимое снижение уровня мРНК
генов Il1b, Il6, Tnfa, Cxcl2 (рис. 3б). В табл. 3 приве-
дены значения FPKM, характеризующие уровень
экспрессии мРНК исследуемых генов, а также
представленных для сравнения генов, кодирую-
щих хемокины Cxcl16, Ccl9 и молекулы клеточной
адгезии Icam1, экспрессия которых по данным
проведенного секвенирования изменилась стати-
стически значимо. Как видим из табл. 3, содержа-
ние мРНК большинства исследованных генов
было низким в образцах мозга животных всех
групп: значение FPKM транскриптов генов Il1a,
Il1b, Il6, Tnfa, Cxcl2 было в десятки раз ниже зна-
чений FPKM выявленных ДЭГ (Cxcl16, Ccl9 и
Icam1) и на несколько порядков ниже FPKM ге-
нов домашнего хозяйства (Rpl3 и Gapdh). Низкая
представленность мРНК гена Ccl3 в мозге ложно-
оперированных животных (FPKM – 0.551), по-
видимому, также не позволила получить стати-
стически значимых результатов изменения уров-
ня его транскриптов под действием повреждения
(табл. 3).

По данным ПЦР в реальном времени через
24 ч от начала окклюзии СМА содержание мРНК
всех исследованных генов в группе животных
“ишемия–реперфузия” по сравнению с группой
“ложная операция” повышалось статистически
значимо (рис. 3а). Содержание транскриптов ге-
нов провоспалительных цитокинов Il1b и Il6 было
увеличено более чем в 10 раз, генов Il1a и Tnfa –
более чем в 5 раз относительно контроля. Тран-
скрипция генов хемокинов также существенно
повысилась: Cxcl2 – более чем в 30 раз, Ccl3 – бо-
лее чем в 20 раз. Согласно результатам ПЦР в ре-
альном времени под воздействием семакса содер-
жание мРНК генов Il1a, Il1b, Il6, Cxcl2, Ccl3 в под-
корке снизилось более чем в 2 раза по сравнению с
контролем, тогда как снижение уровня мРНК гена
Tnfa не было статистически значимым (рис. 3).

Таким образом, по данным ПЦР в реальном
времени в условиях использованной нами модели
церебральной ишемии tMCAO через 24 ч после
начала окклюзии в подкорке крыс значительно

Рис. 3. Изменение экспрессии генов провоспалитель-
ных цитокинов через 24 ч от начала tMCAO в подкор-
ке крыс, получавших физиологический раствор или
семакс. а – Группа “ишемия–реперфузия” относи-
тельно группы “ложная операция”. б – Группа “ише-
мия–реперфузия + семакс” относительно группы
“ишемия–реперфузия”. Для нормализации содержа-
ния мРНК в группах использовали два гена сравне-
ния: Gapdh и Rpl3, уровень мРНК которых принят за
100%. Данные представлены как среднее ± стандарт-
ная ошибка среднего.
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повысилась экспрессия генов провоспалитель-
ных цитокинов, включая интерлейкины и хемо-
кины. Введение семакса животным с ишемией
снижало активацию транскрипции генов провос-
палительных интерлейкинов IL-1α, IL-1β, IL-6 и
хемокинов Cxcl2, Ccl3, но не оказало заметного
эффекта на экспрессию цитокина Tnfa.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Влияние пептидного препарата семакс на экс-
прессию генов, кодирующих провоспалительные
цитокины, мы анализировали на модели обрати-
мой ишемии мозга экспериментальных живот-
ных с использованием филаментов. Эта модель
наилучшим образом отражает события, происхо-
дящие при ишемическом инсульте у человека и
его лечении тромболитическими препаратами
[26, 27]. Согласно данным МРТ при постановке
модели к концу первых суток после окклюзии
СМА у всех животных детектировали очаг повре-
ждения, который локализовался в подкорковой
области и частично (у 40% крыс) распространялся
на кору. Известно, что при постановке данной
модели размер повреждения в мозге животных
может значительно варьировать из-за их анато-
мических особенностей, размера филамента, точ-
ности позиционирования нити, прилежания фи-
ламента к стенкам сосуда, степенью его перекры-
тия [28]. В связи с этим для применения данной
модели чрезвычайно важны ее воспроизводи-

мость и локализация очага повреждения. В усло-
виях нашей модели tMCAO с помощью МРТ
(рис. 1) и гистопатологического исследования
(рис. 2) ишемический очаг и область пенумбры
были локализованы в подкорковых структурах го-
ловного мозга крыс, взятой для исследования экс-
прессии мРНК ряда генов провоспалительных ци-
токинов с помощью ОТ-ПЦР в реальном времени.

Сравнительный анализ изменений содержа-
ния мРНК генов Il1a, Il1b, Il6, Tnfa, Cxcl2, Ccl3 в
подкорковых структурах головного мозга крыс,
подвергнутых ишемии–реперфузии, и у ложно-
оперированных животных, проведенный с помо-
щью ОТ-ПЦР в реальном времени, выявил суще-
ственное увеличение уровня транскриптов всех
цитокинов, что подтверждает результаты других
экспериментаторов [6–8]. В то же время под воз-
действием семакса детектировалось статистиче-
ски значимое снижение экспрессии мРНК про-
воспалительных цитокинов IL-1α, IL-1β, IL-6,
Ccl3, Cxcl2, свидетельствующее о выраженном
противовоспалительном действии пептида (рис. 3).

Ранее мы провели сравнительный RNA-Seq-
анализ ДЭГ в подкорковой области мозга живот-
ных, подвергнутых ишемии–реперфузии, и у
ложнооперированных животных. Группы срав-
нения содержали по три животных, были сгене-
рированы 10 млн ридов в каждом образце, и ис-
пользована программа Cuffdiff для анализа ДЭГ.
В результате обнаружено около 2000 ДЭГ, экс-
прессия которых изменилась более чем в 1.5 раза

Таблица 3. Средние значения FPKM, характеризующие уровень экспрессии мРНК генов, кодирующих провос-
палительные факторы, и генов домашнего хозяйства Rpl3 и Gapdh в подкорковых структурах мозга крыс

Примечание. Значения FPKM приведены по данным проведенного ранее RNA-Seq-анализа [19, 20].
Использовали три группы сравнения (три животных в группе спустя 24 ч от начала tMCAO).

Ген
FPKM

группа “ишемия–реперфузия” группа “ишемия–реперфузия + семакс” группа 
“ложнооперированные”

Гены медиаторов воспаления
Il1a 0.069 0.268 0.076
Il1b 1.390 0.509 0.166
Il6 1.501 1.005 0.244
Tnfa 1.637 0.602 0.225
Cxcl2 1.803 0.201 0.059
Ccl3 10.017 3.813 0.551

Гены сравнения (ДЭГ по данным RNA-Seq)
Cxcl16 26.550 17.545 5.185
Ccl9 12.806 6.605 5.068
Icam1 9.687 6.158 2.845

Гены домашнего хозяйства
Gapdh 2305.257 2123.387 2385.423
Rpl3 482.763 448.423 363.870
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(Padj <0.05) [19]. Однако среди выявленных ДЭГ
мы не обнаружили генов, кодирующих известные
медиаторы воспаления – IL-1α, IL-1β, IL-6,
TNF-α, Ccl3, Cxcl2. Согласно данным RNA-Seq,
наблюдается тенденция к увеличению уровня
транскриптов большинства этих генов под дей-
ствием ишемии–реперфузии. В аналогичном ис-
следовании выявлено около 400 генов (ДЭГ), экс-
прессия которых отличалась в подкорке живот-
ных, подвергнутых tMCAO, и получавших семакс
или физиологический раствор. При этом стати-
стически значимо снизилось только содержание
мРНК гена Ccl3 [20]. По данным RNA-Seq значе-
ние FPKM для транскриптов большинства иссле-
дованных генов цитокинов было в десятки раз
ниже значений выявленных ДЭГ (Cxcl16, Ccl9 и
Icam1), что свидетельствовало о низком их содер-
жании (табл. 3).

В настоящее время метод RNA-Seq, позволяю-
щий оценить транскрипционную активность все-
го генома единовременно, является основным
подходом к поиску ДЭГ, построению сигнальных
путей, которые участвуют в ответе на то или иное
специфическое воздействие [29, 30]. Однако при-
менение технологий секвенирования мРНК для
количественной оценки транскриптов с низким
содержанием затруднено из-за возможных техни-
ческих требований (число животных в группах,
глубина секвенирования, биоинформатический
анализ данных и других). К числу важных показа-
телей, используемых при RNA-Seq, относится по-
рог экспрессии генов [31]. Значения FPKM, отсе-
кающие низко представленные транскрипты,
строго не обозначены и в разных исследованиях ва-
рьируют от 0.3 до 12 [31–33]. При этом наряду с экс-
периментальным шумом могут отсекаться актив-
ные, но достаточно низко представленные тран-
скрипты. Видно, что в условиях использованного
нами метода RNA-Seq в число транскриптов с по-
казателем FPKM ниже 0.3 вошли активные тран-
скрипты, содержание которых определено с по-
мощью метода ОТ-ПЦР в реальном времени.
Имеются данные, что для получения высокона-
дежных оценок экспрессии генов в случае низко
представленных транскриптов необходимо про-
анализировать не менее 20–30 млн ридов в каж-
дом образце [32]. Однако высокая стоимость
RNA-Seq не всегда позволяет достичь такой глу-
бины секвенирования. По-видимому, при мень-
шем, допустимом для анализа, количестве счи-
тываний (10 млн) для получения статистически
значимых количественных оценок уровня экс-
прессии мРНК с низким FPKM незаменимым
остается метод ПЦР в реальном времени. Можно
полагать, что применение данного метода, позво-
ляющего использовать большее число экспери-
ментальных точек и большее количество мРНК,
необходимо не только для верификации резуль-
татов RNA-Seq, но и для выявления возможных

активных участников обнаруженных сигнальных
путей, кодирующих низко представленные тран-
скрипты.

Таким образом, используя метод ОТ-ПЦР в
реальном времени, мы показали, что в условиях
tMCAO спустя 24 ч после окклюзии СМА пептид-
ный препарат семакс статистически значимо
снизил экспрессию мРНК медиаторов воспале-
ния IL-1α, IL-1β, IL-6, Ccl3 и Cxcl2, компенсиро-
вав активацию транскрипции этих генов под дей-
ствием ишемии–реперфузии. Полученные ре-
зультаты дополнили число выявленных ранее с
помощью RNA-Seq ДЭГ, участвующих в воспале-
нии, экспрессия которых снизилась под действи-
ем пептида в условиях tMCAO. Наряду с обнару-
женными нами ранее нейропротективным и им-
муномодулирующим эффектами, семакс проявил
выраженное противовоспалительное действие,
важное при лечении инсульта.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (грант № 19-14-00268).

Все процедуры, проведенные с участием жи-
вотных, соответствовали этическим стандартам
учреждений или принятой практике таких иссле-
дований.
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THE PEPTIDE DRUG ACTG(4-7)PGP (SEMAX) SUPPRESSES mRNA 
TRANSCRIPTS ENCODING PROINFLAMMATORY MEDIATORS INDUCED 

BY REVERSIBLE ISCHEMIA OF THE RAT BRAIN
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Due to its nootropic, neuroprotective and immunomodulatory effects, the peptide Semax is utilized in the
treatment of ischemic stroke. Our earlier RNA-Seq analysis of the transcriptome in ischemic model of tran-
sient occlusion of the middle cerebral artery showed an increase in the mRNA levels of many proinflamma-
tory genes, and the suppression their induction by Semax. However, for many relevant genes, including IL-1α,
IL-1β, IL-6 and TNF-α, the levels of their expression were too low for detailed quantitative evaluation. Here
we utilize qRT-PCR to analyze the effects of the Semax peptide on the expression of weakly expressed mRNAs
encoding several proinflammatory mediators and show that an exposure to Semax leads to a statistically sig-
nificant decrease in the Il1a, Il1b, Il6, Ccl3 and Cxcl2 mRNAs, which compensated for the increase in the
transcription of these genes induced by ischemia–reperfusion. We conclude that observed protective effect of
Semax in the model of stroke may be due to its anti-inflammatory effects. We also discuss limitations of the
RNA-Seq when applied to quantifying less abundant transcripts as compared to the real-time RT-PCR method.

Keywords: cerebral ischemia, inflammation, proinflammatory cytokines, chemokines, gene expression, real-
time RT-PCR, RNA-Seq



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


