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Фактор роста сосудистого эндотелия А (VEGFA) – сигнальный гликопротеин, индуцируемый гипоксией.
VEGFA вызывает рост и деление клеток эндотелия сосудов, что способствует восстановлению сосудиB
стой сети в областях головного мозга, поврежденных ишемией. Однако на ранних стадиях ишемии этот
белок принимает участие также в процессах воспаления и отека. Синтетический пептид семакс, облаB
дающий нейропротекторными и противовоспалительными свойствами, активно применяется при ишеB
мии головного мозга. Ранее мы обнаружили, что в условиях глобальной ишемии головного мозга семакс
снижает выраженность сосудистых нарушений у крыс и активирует синтез мРНК нейротрофинов и их
рецепторов. В представленной работе изучено влияние семакса и его СBконцевого фрагмента PGP на
экспрессию гена Vegfa в различных отделах головного мозга крыс спустя 0.5, 1, 2, 4, 8, 12 и 24 ч после
необратимой окклюзии общих сонных артерий. Показано, что ишемия увеличивает уровень мРНК Vegfa
в мозге животных (через 4 ч после окклюзии – в мозжечке, коре и гиппокампе, через 8 ч – в коре и гипB
покампе и через 24 ч – в коре). Введение семакса приводит к снижению уровня мРНК Vegfa в лобной
коре (через 4, 8 и 12 ч) и гиппокампе (через 2 и 4 ч) ишемизированных крыс. Влияние PGP на экспрессию
этого гена было почти незаметным. Показано, что семакс препятствует активации экспрессии гена Veg�
fa под действием гипоксии на ранних стадиях глобальной ишемии головного мозга. В свою очередь, увеB
личение содержания мРНК Vegfa, обнаруженное в гиппокампе через 24 ч после окклюзии и введения сеB
макса, поBвидимому, отражает нейропротекторные свойства препарата.

Ключевые слова: Vegfa, семакс, PGP, количественный метод ОТBПЦР, крысы Wistar, неполная глоB
бальная ишемия мозга, экспрессия мРНК.

THE EFFECT OF SEMAX AND ITS CBEND PEPTIDE PGP ON Vegfa GENE EXPRESSION IN THE
RAT BRAIN DURING INCOMPLETE GLOBAL ISCHEMIA, by V. V. Stavchansky1*, T. V. Tvorogova2,
A. Y. Botsina2, V. I. Skvortsova2, S. A. Limborska1, 2, N. F. Myasoedov1, L. V. Dergunova1, 2 (1Institute of
Molecular Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, 123182 Russia; *eBmail: bacbac@yandex.ru;
2Federal Stroke Institute, Russian State Medical University Moscow, 117997 Russia). Vascular endothelial
growth factor (VEGFA) is a hypoxiaBinducible signal glycoprotein. VEGFA causes vascular endothelial cell
growth and proliferation, that leads to the regeneration of vascular network in brain regions damaged by isB
chemia. However, this protein is involved in processes of inflammation and edema in early stages of ischemia.
Synthetic peptide semax shows neuroprotective and antiBinflammatory properties and is actively used in the
treatment of ischemia.We have previously shown that semax reduces vascular injury and activates the mRNA
synthesis of neurotrophins and their receptors under global cerebral ischemia in rats. Here we have analyzed
the effects of semax and its CBterminal ProBGlyBPro tripeptide upon Vegfa mRNA expression in different rat
brain regions after common carotid artery occlusion. The animals were decapitated 30 min, 1, 2, 4, 8, 12, 24 h
after the operation. It was shown that ischemia increases levels of Vegfa mRNA in the rat brain of animals (4 h
after the occlusion – in the cerebellum, cerebral cortex and hippocampus, 8 h – in the cortex and hippocampus,
and 24 h in the cortex). Semax treatment reduces Vegfa mRNA levels in the frontal cortex (4, 8 and 12 h after
the occlusion) and hippocampus of ischemic rats (2 and 4 h). Effect of PGP on the Vegfa gene expression was
almost negligible. Our results showed that semax prevents activating effect of hypoxia on the Vegfa gene expresB

УДК 577.21 

Принятые сокращения: ПЦР – полимеразная цепная реакция; ОТ – обратная транскрипция; GADPH – глицеральдегид!3!
фосфат–дегидрогеназа. 
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Фактор роста сосудистого эндотелия A
(VEGFA) – сигнальный гликопротеин, ключе!
вой индуктор ангиогенеза. Между тем, этот бе!
лок обладает широким спектром действия на
различные клетки головного мозга млекопита!
ющих. Ген Vegfa экспрессируется нейронами,
астроцитами, а также клетками эндотелия сосу!
дов [1]. Хорошо известно, что уровень экспрес!
сии гена Vegfa увеличивается при ишемии и ги!
поксии [2, 3]. Однако в настоящее время роль
белка VEGFA в патологических и восстановитель!
ных процессах, происходящих в тканях мозга при
ишемии, остается недостаточно понятной. С од!
ной стороны, этот белок защищает от ишемии –
вызывает рост и развитие сосудов в поврежденной
области, препятствует гибели нервных и глиаль!
ных клеток. С другой стороны, VEGFA принимает
участие в таких патологических процессах, как
воспаление и отек мозга [3–5]. Оказалось, что ме!
ханизмы, увеличивающие проницаемость сосу!
дов и активацию микроглии в момент острого
развития ишемии, могут негативно влиять на со!
стояние нервной ткани [6]. 

Пептид семакс (Met!Glu!His!Phe!Pro!Gly!
Pro) – синтетический аналог фрагмента адрено!
кортикотропного гормона (4–7), к С!концу ко!
торого присоединен трипептид Pro!Gly!Pro
(PGP). В настоящее время семакс успешно ис!
пользуется при многих неврологических заболе!
ваниях, в том числе, связанных с нарушением
мозгового кровообращения. В многочисленных
опытах in vitro и in vivo показано, что семакс об!
ладает рядом важных терапевтических свойств.
Особенно стоит отметить его ноотропные, ней!
ропротекторные и противовоспалительные эф!
фекты [7–10]. Трипептид PGP, защищающий
молекулу семакса от преждевременной деграда!
ции, также проявляет некоторую регуляторную
активность [11–13]. Ранее мы показали, что се!
макс и PGP активируют экспрессию генов нейро!
трофических факторов и их рецепторов в услови!
ях экспериментальной ишемии головного мозга
крыс [14, 15].

При изучении действия семакса и PGP на функ!
циональную морфологию клеток нервной ткани в
норме и при моделировании неполной глобальной
ишемии мы обнаружили, что оба пептида активи!
руют капиллярную сеть в головном мозге здоровых
крыс. Кроме того, в присутствии семакса уменьша!
лись проявления сосудистого стаза и отека меж!

клеточного пространства в условиях ишемии [16].
Белок VEGFA считается одним из ключевых регу!
ляторов функций сосудистого эндотелия, поэто!
му в представленной работе изучено влияние
пептидов семакс и PGP на экспрессию мРНК ге!
на Vegfa в различных отделах мозга крысы через
0.5, 1, 2, 4, 8, 12 и 24 ч после необратимой окклю!
зии общих сонных артерий. Эти временные отрез!
ки были выбраны для детального анализа уровня
экспрессии гена Vegfa в течение первых суток по!
сле окклюзии. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Модель неполной глобальной ишемии. Исполь!
зовали двухмесячных самцов крыс линии Wistar
(n = 84) массой около 200 г, содержавшихся в
условиях естественного освещения и свободного
доступа к пище и воде. Необратимую двусторон!
нюю окклюзию общих сонных артерий (модель
“неполная глобальная ишемия мозга”) проводи!
ли под эфирным наркозом. Через 15 мин после ли!
гирования артерий крысам внутрибрюшинно вво!
дили один из препаратов: семакс, Pro!Gly!Pro
(PGP) или физиологический раствор. Животных
разделили на четыре группы: 1 – ложноопериро!
ванные животные с введенным физраствором; 2 –
ишемизированные животные с введенным физрас!
твором; 3 – ишемизированные животные, полу!
чавшие семакс; 4 – ишемизированные животные,
получавшие PGP. Каждую группу, в свою очередь,
разделили на подгруппы в соответствии со време!
нем выведения животных из эксперимента: через
30 мин, 1, 2, 4, 8, 12 и 24 ч после окклюзии. В каж!
дой подгруппе было не менее трех животных. Жи!
вотным, не выведенным из эксперимента, через
1, 4 и 8 ч после наложения лигатур дополнительно
вводили препараты. Семакс применяли из расче!
та 10 мкг/100 г веса крысы; PGP – 3.75 мкг/100 г. 

Выделение РНК из тканей мозжечка, лобной
коры и гиппокампа, синтез кДНК и ОТ!ПЦР в
реальном времени проводили как описано ранее
[15]. Праймеры, специфичные к гену Vegfa и ре!
ференсному гену Gapdh, подобраны с помощью
пакета программ OLIGO Primer Analysis Software
6.31 и синтезированы фирмой “Синтол” (Россия)
(табл. 1). Амплифицикацию проводили в присут!
ствии указанных праймеров на приборе Mx3000P
(“Stratagene”, США) в следующем режиме: дена!
турация – 95°С, 10 мин; амплификация с измере!

sion in early stages of global ischemia. Furthermore, increase in the level of mRNA Vegfa in the hippocampus
(24 h after occlusion) perhaps reflects neuroprotective properties of this drug.

Keywords: Vegfa, semax, PGP, realBtime qRTBPCR, Wistar rat, incomplete global cerebral ischemia, mRNA
expression.
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нием флуоресценции – 95°С, 15 с; 64°С, 30 с;
72°С, 30 с (40 циклов); построение кривой плав!
ления продуктов амплификации. Длина продук!
тов амплификации во всех случаях соответствова!
ла ожидаемой. Продукты другой длины не обна!
ружены. Каждый образец кДНК анализировали
трижды. Пороговый цикл (Ct) и кривая плавле!
ния образцов получены с помощью программно!
го обеспечения “Mx 3000p v2.00”. 

Значения уровней относительной экспрессии (R)
определяли, обрабатывая данные пороговой флуо!
ресценции (Ct) при помощи программы REST [17,
18]. Результаты представлены в табл. 2 и табл. 3 в
виде R ± SE.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Уровни экспрессии мРНК Vegfa в структурах
мозга крыс, подвергнутых неполной глобальной
ишемии в течение 1 сут, соотносили с уровнем
мРНК этого гена у ложнооперированных живот!
ных (табл. 2). Содержание мРНК Vegfa в мозжечке
через 4 ч после лигирования сосудов было в
1.8 раза выше, чем у ложнооперированных жи!
вотных. В лобной коре ишемия приводила к по!
вышению относительного содержания мРНК
Vegfa более чем в 2 раза через 4, 8 и 24 ч после ок!
клюзии по сравнению с контролем. Схожие изме!
нения наблюдались в гиппокампе ишемизиро!
ванных животных, где содержание мРНК Vegfa

через 4 и 8 ч после окклюзии было в 2.7 и 1.9 раза
выше, чем в контроле соответственно.

При анализе воздействия пептидов семакс и
PGP на экспрессию мРНК Vegfa в отделах голов!
ного мозга крыс в качестве контроля использова!
ли уровень этой мРНК у животных с ишемией,
получавших физраствор (табл. 3). Влияние обоих
пептидов на экспрессию гена Vegfa в мозжечке
было незначительным. Однако введение PGP
ишемизированным животным привело к увели!
чению содержания мРНК Vegfa в этом отделе го!
ловного мозга через 12 ч после окклюзии общих
сонных артерий (в 1.6 раза относительно контро!
ля). Эффекты семакса и PGP на экспрессию
мРНК Vegfa в гиппокампе и лобной коре при ише!
мии существенно различались. Через 4, 8 и 24 ч по!
сле окклюзии под действием семакса содержание
транскриптов гена Vegfa в лобной коре было в 2 ра!
за ниже, чем у крыс с ишемией, получавших физ!
раствор (0.48, 0.55, 0.52 соответственно). В гиппо!
кампе введение семакса вызвало снижение отно!
сительного уровня мРНК Vegfa через 2 и 4 ч (0.59
и 0.19 от уровня мРНК Vegfa у животных с ишеми!
ей, получавших физраствор). Спустя 24 ч относи!
тельный уровень экспрессии мРНК Vegfa увели!
чился в 3.8 раза по сравнению с контролем. Вве!
дение PGP, напротив, не влияло на экспрессию
мРНК Vegfa в гиппокампе при ишемии. В лобной
коре относительное содержание мРНК Vegfa сни!
зилось через 24 ч после наложения лигатур и вве!

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров, использованных для анализа экспрессии генов

Праймер Нуклеотидная последовательность GeneBank acc. no. Позиция 
нуклеотидов

Длина 
продукта, п.н.

Vegfa (F) 5'!CCACGACAGAAGGGGAGCA!3'
NM_031836

83–102
264 

Vegfa (R) 5'!GTGCTGGCTTTGGTGAGG!3' 328–346

Gapdh (F) 5'!TGCCATCAACGACCCCTTCA!3'
NM_017008

936–955
188 

Gapdh (R) 5'!ACTCAGCACCAGCATCACCC!3' 1104–1123

Таблица 2. Относительное содержание мРНК гена Vegfa в отделах головного мозга крыс при неполной глобаль!
ной ишемии

Продолжительность ишемии, ч

0.5 1 2 4 8 12 24

Отдел

Мозжечок 1.04 ± 0.15 1.23 ± 0.24 1.00 ± 0.14 1.81 ± 0.43* 1.04 ± 0.14 0.72 ± 0.11 1.16 ± 0.20

Лобная кора 1.04 ± 0.26 1.00 ± 0.25 1.06 ± 0.08 2.52 ± 0.46** 2.52 ± 0.40** 1.46 ± 0.27 3.00 ± 0.43**

Гиппокамп 0.90 ± 0.07 1.66 ± 0.14 1.10 ± 0.11 2.70 ± 0.20* 1.91 ± 0.20** 1.61 ± 0.24 1.65 ± 0.18

* p <  0.05.
** p <  0.01.
Примечание. Указана кратность различий в уровне транскриптов гена Vegfa у ишемизированных и у ложнооперированных
крыс. Жирным выделены статистически значимые результаты.
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дения PGP (0.57 от уровня мРНК Vegfa у живот!
ных с ишемией, получавших физраствор.

Активация транскрипции Vegfa является важ!
ной частью скоординированного ответа генома
на ишемию [3]. Способность белка VEGFA сти!
мулировать ангиогенез и вызывать прямые ней!
ротрофические эффекты делает его потенциаль!
ной мишенью для терапевтического воздействия
при ишемии. Однако имеются сведения, что этот
фактор не только влияет на процессы ангиогенеза
и васкуляризации в ишемизированном мозге, но
и участвует в патологических процессах воспале!
ния и отека мозга. Механизмы увеличения прони!
цаемости сосудов и активации микроглии, кото!
рые запускаются при ангиогенезе, в момент остро!
го развития ишемии негативно воздействуют на
состояние нервной ткани [4–6]. С другой стороны,

многочисленные данные указывают, что белок
VEGFA способен также проявлять нейротрофиче!
ские и нейропротекторные свойства, обусловлен!
ные прямым действием этого фактора на нейро!
нальные и глиальные клетки. Среди этих свойств
особенно отмечают увеличение выживаемости
нейронов, нейропролиферативную активность,
активацию направленного роста аксона [1, 3, 19]. 

Ранее мы показали, что в условиях использо!
ванной модели под воздействием семакса увели!
чивается экспрессия генов нейротрофических
факторов, при этом максимальный нейропротек!
торный эффект пептида проявился в гиппокампе
животных спустя 12 ч после окклюзии сосудов,
когда ишемическое повреждение привело к су!
щественному снижению экспрессии генов ней!
ротрофинов и их рецепторов. В данной работе мы
обнаружили, что в использованной модели ише!
мия вызывает значительное и продолжительное
увеличение экспрессии мРНК Vegfa в гиппокампе
и лобной коре крыс. Увеличение относительного
содержания мРНК Vegfa у крыс при ишемии на!
блюдали через 4 и 8 ч после окклюзии. Активация
экспрессии гена Vegfa в тканях головного мозга
под действием ишемии может быть обусловлена
реакцией генома на гипоксию [3]. В нашем опыте
под воздействием семакса снижалось содержание
мРНК Vegfa в гиппокампе и лобной коре ишеми!
зированных крыс (табл. 4). При этом можно от!
метить не только значительное снижение содер!
жания мРНК Vegfa (0.2 от уровня у ишемизиро!
ванных животных в гиппокампе через 4 ч после
окклюзии), но и продолжительность этого эф!
фекта (в лобной коре снижение наблюдалось че!
рез 4, 8 и 24 ч после наложения лигатур, в гиппо!
кампе – через 2 и 4 ч). Полученные результаты

Таблица 4. Схематическое изображение эффекта се!
макса на содержание мРНК гена Vegfa в отделах голов!
ного мозга крыс, подвергнутых неполной глобальной
ишемии в течение 1 сут

Время, ч
Отдел

0.5 1 2 4 8 12 24

Мозжечок – – – – – – –

Лобная кора – – – ↓ ↓ – ↓

Гиппокамп – – ↓ ↓ – – ↑

Примечание. Стрелками указан характер изменения уровня
транскриптов гена Vegfa в структурах головного мозга крыс с
ишемией, получавших семакс, по сравнению с уровнем в
структурах мозга крыс с ишемией, получавших физиологи!
ческий раствор (соответствующие статистически значимые
величины представлены в табл. 3), прочерк означает отсут!
ствие статистически значимого эффекта.

Таблица 3. Относительное содержание мРНК гена Vegfa в отделах головного мозга крыс при введении пептидов
семакс и PGP

Продолжительность ишемии, ч

Отдел
0.5 1 2 4 8 12 24

СЕМАКС

Мозжечок 0.90 ± 0.16 0.82 ± 0.14 0.91 ± 0.16 0.95 ± 0.13 1.23 ± 0.18 1.67 ± 0.28 1.29 ± 0.21

Лобная кора 0.71 ± 0.11 0.88 ± 0.27 1.09 ± 0.12 0.48 ± 0.09* 0.55 ± 0.08* 0.81 ± 0.18 0.52 ± 0.12**

Гиппокамп 0.94 ± 0.08 0.73 ± 0.06 0.59 ± 0.08** 0.19 ± 0.02** 1.12 ± 0.11 0.68 ± 0.07 3.84 ± 0.4*

PGP

Мозжечок 1.16 ± 0.17 1.21 ± 0.39 0.99 ± 0.14 1.00 ± 0.25 0.87 ± 0.14 1.55 ± 0.22** 1.33 ± 0.28

Лобная кора 1.08 ± 0.17 0.94 ± 0.29 1.31 ± 0.19 0.60 ± 0.14 1.56 ± 0.2 1.09 ± 0.15 0.57 ± 0.1**

Гиппокамп 0.67 ± 0.1 0.74 ± 0.1 1.62 ±0.46 0.60 ± 0.05 0.64 ± 0.07 0.65 ± 0.09 0.63 ± 0.06

* p < 0.05.
** p < 0.01.
Примечание. Указана кратность различий в уровне транскриптов гена Vegfa у ишемизированных животных, получавших се!
макс, PGP или физраствор. Жирным выделены статистически значимые результаты.
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говорят о существенном влиянии семакса на
экспрессию этого гена. По!видимому, можно
предположить, что один из путей терапевтиче!
ского действия семакса связан с влиянием на
функционирование системы лиганда VEGFA и
его рецепторов в условиях ишемии. Влияние се!
макса на экспрессию мРНК Vegfa в первые часы
ишемии можно охарактеризовать как нормализую!
щее: семакс препятствует увеличению содержания
мРНК Vegfa, вызванного ишемией, через 4 и 8 ч по!
сле окклюзии, приближая его к уровню мРНК это!
го гена у ложнооперированных животных.

Через 24 ч после окклюзии у крыс, получавших
семакс, содержание мРНК Vegfa было выше, чем у
ишемизированных животных, которым вводили
физраствор. По!видимому, этот результат показы!
вает, что у животных, получавших семакс, клетки,
синтезирующие VEGFA, отличаются лучшей вы!
живаемостью. Действительно, нами показано, что
спустя 24 ч после окклюзии у животных, которым
вводили физраствор, в нервной ткани возникали
множественные очаги некроза, тогда как у крыс,
получавших семакс, в зонах ишемических повре!
ждений отсутствовали признаки формирования
глубоких деструктивных изменений и распада
клеточных элементов [16].

Введение PGP не повлияло существенно на со!
держание транскриптов гена Vegfa у крыс с ишеми!
ей. Было выявлено снижение уровня экспрессии
этого гена через 24 ч и небольшое увеличение в
мозжечке через 12 ч после окклюзии. Таким обра!
зом, регуляторные свойства PGP в данном опыте
проявились весьма слабо. 

Как можно объяснить тот факт, что семакс
препятствует накоплению мРНК Vegfa в клетках
нервной ткани на ранних этапах развития ише!
мии и при этом оказывает нейропротекторное
действие, наблюдаемое в условиях выбранной
модели? Согласно опубликованным данным [20]
и полученным нами результатам, гипоксия при!
водит к увеличению уровня мРНК Vegfa в тканях
головного мозга при ишемии. Можно предполо!
жить, что более низкий уровень мРНК Vegfa у
крыс, получавших семакс, обусловлен компенса!
торным эффектом препарата, направленным на
снижение патологического влияния ишемии.
Так, ранее уже установили, что семакс способен
восстанавливать кровоснабжение в поврежден!
ных тканях в условиях неполной глобальной ише!
мии [16, 21]. Этим свойством, как известно, обла!
дают некоторые пептиды меланокортиновой
природы, к числу которых принадлежит и семакс
[22]. Кроме того, существенный вклад в увеличе!
ние экспрессии гена белка VEGFA при ишемиче!
ских процессах может давать микроглия [23]. Се!
макс же проявляет противовоспалительные свой!
ства, он снижает активность клеток микроглии,

что также может приводить к уменьшению синте!
за ими мРНК Vegfa [24]. 

Таким образом, результаты нашей работы по!
казали, что семакс препятствует увеличению экс!
прессии мРНК гена Vegfa на ранних этапах разви!
тия ишемического повреждения тканей, что, по!
видимому, обусловлено его антигипоксическими
свойствами. Снижение экспрессии гена Vegfa в
этот период может, в свою очередь, уменьшить
повреждающий потенциал провоспалительных
каскадов и препятствовать формированию отека
в тканях головного мозга. 

Работа выполнена при поддержке Российско!
го фонда фундаментальных исследований (12!
04!31528). 
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