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Обратная транскрипция в сочетании с количественной (в реальном времени) по-
лимеразной цепной реакцией (ОТ-кПЦР) является золотым стандартом для
оценки экспрессии генов на уровне РНК, однако требует тщательного выбора
валидных референсных генов для нормализации результатов. Целью данной ра-
боты было определение оптимальных референсных генов для ОТ-кПЦР экспе-
риментов в височной коре и дорзальном гиппокампе мозга крыс в латентную фа-
зу (период эпилептогенеза до появления спонтанных рецидивирующих судорог)
литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии на фоне раздельного или
сочетанного применения рекомбинантного провоспалительного цитокина – ре-
цепторного антагониста интерлейкина-1 (100 мг/кг в сутки) и комбинации анти-
оксидантов (100 мг/кг витамина С, 200 мг/кг витамина Е, 25 мкг/кг S-аденозил-
метионина). Была проанализирована экспрессия 9 референсных генов (Actb,
B2m, Gapdh, Rpl13a, Sdha, Ppia, Hprt1, Pgk1, Ywhaz). С помощью сервиса RefFind-
er® мы определили оптимальные референсные гены для оценки уровня содер-
жания целевых мРНК в дорзальном гиппокампе (Gapdh, Pgk1, Hprt1) и височной
коре (Pgk1, Sdha, Ppia) головного мозга. При этом было выявлено значимое уси-
ление экспрессии генов Actb и B2m в дорзальном гиппокампе, которое не подав-
лялось ни применением IL-1ra, ни смесью антиоксидантов, ни их сочетанием.
Мы также оценили уровень экспрессии гена провоспалительного цитокина ин-
терлейкина-1 бета (Il1b) в дорзальном гиппокампе, нормируя его относительно
трех оптимальных (Gapdh, Pgk1, Hprt1) референсных генов либо относительно
нестабильных Actb и B2m. В случае использования оптимальных референсных ге-
нов было обнаружено, что экспрессия гена Il1b увеличивается в латентную фазу
литий-пилокарпиновой модели эпилепсии, и ни один из видов терапии не изме-
няет этой реакции. При нормировке относительно уровня мРНК Actb и B2m, из-
менения экспрессии гена Il1b в дорзальном гиппокампе в латентную фазу литий-
пилокарпиновой модели не выявляются. Исходя из этого, гены Actb и B2m могут
быть вовлечены в процесс эпилептогенеза и не могут использоваться в качестве
референсных в эпилептических моделях. Таким образом, результаты нашей ра-
боты демонстрируют важность аккуратного выбора референсных генов.
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Обратная транскрипция в сочетании с количественной (в реальном времени)
полимеразной цепной реакцией (ОТ-кПЦР) является золотым стандартом для
оценки экспрессии генов на уровне РНК. Этот метод обладает рядом важных пре-
имуществ, включая высокий уровень стандартизации, широкий динамический
диапазон измерений, возможность оценки большого количества мишеней. Тем не
менее, получение качественных данных требует соблюдения ряда условий при пла-
нировании, проведении, обработке и публикации результатов ОТ-кПЦР, которые
легли в основу руководства MIQE (Minimum Information for Publication of Quantita-
tive Real-Time PCR Experiments – минимальная информация для публикации экс-
периментов с применением количественной ПЦР) [1]. Кроме соблюдения всех тре-
бований к пробоподготовке и проведению реакции для количественной оценки экс-
прессии генов крайне важно затем правильно нормировать полученные данные.

На сегодняшний день стандартным подходом к нормированию данных ОТ-кПЦР
является расчет содержания целевых мРНК относительно мРНК референсных ге-
нов [2]. Традиционно для таких целей использовались гены домашнего хозяйства,
однако в последние десятилетия накапливаются свидетельства того, что их экс-
прессия может тоже изменяться в некоторых моделях, и поэтому разрабатываются
подходы для поиска наиболее надежных референсных генов среди эксперимен-
тальных образцов [3–5]. Неудачный выбор референсных генов может привести к
потере значимых различий или даже обнаружению противоположных реальным по
знаку изменений экспрессии целевых РНК [6].

Ранее нами были определены оптимальные референсные гены для ОТ-кПЦР в
пентилентетразоловой модели острых судорог, не приводящих к индукции эпилеп-
тогенеза [7]. Настоящая работа направлена на оценку стабильности наиболее часто
используемых референсных генов в мозге крыс в латентную фазу литий-пилокарпи-
новой модели височной эпилепсии при применении экспериментальной терапии,
направленной на подавление процессов нейровоспаления и окислительного стресса.
Литий-пилокарпиновая модель считается одной из лучших моделей для изучения
патогенеза приобретенной эпилепсии [8]. Процессы нейровоспаления и окисли-
тельного стресса, сопутствующие нейродегенеративным изменениям при эпилепто-
генезе, способны взаимно усиливать друг друга, и считаются перспективными ми-
шенями для превентивной терапии приобретенных форм эпилепсии [9].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на самцах крыс Вистар, выращенных в экспериментально-
биологической клинике Института эволюционной физиологии и биохимии
им. И.М. Сеченова РАН (ИЭФБ РАН). Все процедуры, выполненные в исследова-
ниях с участием животных, соответствовали этическим стандартам, утвержденным
правовыми актами РФ, принципам Базельской декларации и рекомендациям Био-
этического комитета ИЭФБ РАН.

На начало эксперимента возраст животных составлял 6–8 нед. Индукцию пило-
карпин-индуцированного эпилептического статуса проводили, как подробно опи-
сано ранее [10]. За сутки до введения пилокарпина всем крысам, включая кон-
трольных, внутрибрюшинно (в/б) вводили раствор хлорида лития в дозе 127 мг/кг
(LiCl; Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США). Для блокады периферических
мускариновых рецепторов вводили бромид N-метилскополамина (1 мг/кг, в/б;
Sigma-Aldrich) за час до введения пилокарпина. Пилокарпин (Sigma-Aldrich) вводи-
ли дробно в дозе 10–40 мг/кг (по 10 мг/кг с интервалом 30 мин, в/б) до развития су-
дорог силой 4 балла по шкале Racine [11]. По истечении 75 мин после начала 4-й ста-
дии судорог их блокировали введением диазепама (в/б, 10 мг/кг, Sigma-Aldrich).
Животным контрольной группы вместо пилокарпина вводили физиологический
раствор.
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Экспериментальную терапию начинали через час после остановки эпилептиче-
ского статуса и проводили в течение 7 дней. Части животных вводили человеческий
рекомбинантный противовоспалительный цитокин – рекомбинантный рецепторный
антагонист интерелейкина-1 (в/б, IL-1ra, препарат анакинра, Государственный НИИ
особо чистых биопрепаратов, Санкт-Петербург, Россия) в дозе 100 мг/кг (группа Li-
PC + IL-1ra), другим – смесь антиоксидантов [12]: витамин С (ОАО “Дальхим-
фарм”, Хабаровск, Россия) в дозе 100 мг/кг, витамин E (АО “Мосагроген”,
Москва, Россия) в дозе 200 мг/кг, S-аденозилметионин (адеметионина бутанди-
сульфонат, препарат “Гептор”, АО “Верофарм”, Россия) в дозе 25 мг/кг (в/б); тре-
тьим вариантом терапии было комбинированное введение IL-1ra и смеси антиок-
сидантов (в/б).

Нелеченым животным после эпилептического статуса и контрольной группе (вве-
дение LiCl без пилокарпина) вводили физраствор и стерильное подсолнечное масло
(растворитель для инъекционной формы витамина Е). Выбор терапии обусловлен по-
казанным ранее нейропротекторным эффектом выбранной дозы IL-1ra в исследуемой
модели эпилепсии [13], а также эффективным подавлением окислительного стресса
при применении указанного сочетания низкомолекулярных антиоксидантов [12].

Через 7 дней после эпилептического статуса (одни сутки после последней инъ-
екции препаратов) животных декапитировали, быстро извлекали мозг, заморажи-
вали и хранили мозг при –80°С до дальнейшей обработки. Дорзальную область
гиппокампа и височную область коры больших полушарий выделяли с использо-
ванием микротома-криостата, как было подробно описано ранее [7]. Границы на-
чала и окончания извлечения областей мозга указаны на рис. 1.

РНК выделяли методом кислой гуанидин-изотиоцианат-хлороформной экс-
тракции с использованием реагента ExractRNA (Евроген, Москва, Россия). Образ-
цы РНК подвергали обработке RQ1 ДНКазой, свободной от РНКаз, (Promega,
США) в течение 15 мин с последующей преципитацией РНК в растворе хлорида
лития (конечная концентрация около 6 M) и промывкой в 75%-ном этаноле. Кон-
центрацию РНК определяли по поглощению раствора при длине волны 260 нм, а
чистоту препарата – по соотношению оптической плотности при длинах волн
260/280 нм на спектрофотометре NanoDropLite (ThermoFisherScientific, США).
Обратную транскрипцию проводили с использованием 1 мкг выделенной РНК,
0.5 мкг oligodT- и 0.25 мкг случайных 9-мерных праймеров (ДНК-Синтез, Москва,
Россия), 15 е. а. РНАзина (Силекс, Москва, Россия) и 100 е. а. MMLV-ревертазы
(Евроген, Москва, Россия) при 42°С в течение часа с предварительным отжигом
праймеров при 70°С в течение 10 мин (до добавления фермента). Реакцию останав-
ливали прогреванием в течение 10 мин при 65°С, полученную кДНК разводили в
10 раз и хранили при –20°С перед ПЦР.

ПЦР в реальном времени для анализа экспрессии 9 референсных генов (Actb,
B2m, Gapdh, Rpl13a, Sdha, Ppia, Hprt1, Pgk1, Ywhaz) проводили с применением ори-
гинальных мультиплексных тест-систем нашей разработки, как подробно описано
ранее [14], c использованием TaqM-полимеразы (Алкор-био, Санкт-Петербург,
Россия) на приборе CFX384 (Bio-Rad Laboratories, США) в конечном объеме реак-
ции 5 мкл, внося по 0.7 мкл образцов кДНК в четырех повторностях, с использова-
нием отрицательного контроля ПЦР (вода вместо кДНК) и отрицательного кон-
троля обратной транскрипции (пробы, в которые во время проведения обратной
транскрипции не добавляли ревертазы). Также дополнительно оценивали экспрес-
сию гена провоспалительного цитокина интерлейкина-1 β (Il1b). Последователь-
ности праймеров приведены в табл. 1. Праймеры были синтезированы компанией
“ДНК-синтез” (Москва, Россия).

Стабильность референсных генов оценивали с помощью онлайн-сервиса
RefFinder® [15], объединяющего в себе 4 популярных алгоритма оценки стабиль-
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Рис. 1. Стабильность экспрессии референсных генов в дорзальном гиппокампе (а) и височной коре (b)
головного мозга крыс в латентную фазу литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии на фоне
раздельной и комбинированной терапии рецепторным антагонистом IL-1ra (анакинра, 100 мг/кг) и
смесью антиоксидантов (100 мг/кг витамина С, 200 мг/кг витамина Е, 25 мг/кг S-аденозилметионина).
Материал для анализа забирали через 7 дней после индукции эпилептического статуса, терапию начи-
нали через час после остановки судорог. × – гены непригодные для использования в качестве рефе-
ренсных согласно алгоритму geNorm (M > 0.5), по оси ординат указан объединенный ранг стабильности
гена, рассчитанный на основании геометрического усреднения рангов, рассчитанных 4 алгоритмами.
Слева от графиков приведены условные границы начала (верхний рисунок) и окончания (нижний рису-
нок) забора материала для анализа согласно атласу крысиного мозга в стереотактических координатах [26]
(дорзальный гиппокамп: Interaural 6.60…4.56 Bregma –2.40…–4.44; височная кора: Interaural 6.24…4.32
Bregma –2.76…–4.68).
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ности: geNorm [3], Normfinder [15], BestKeeper [5], comparative Delta-Ct [4] и фор-
мирующего объединенный рейтинг стабильности на основании геометрического
усреднения рангов каждого гена, полученного каждым из этих методов.

Экспрессию изучаемых генов рассчитывали относительно трех оптимальных ре-
ференсных для конкретной области с помощью 2–∆∆Сt метода [16]. Данные норми-
ровали по среднему значению контрольной группы (инъекции LiCl) и логарифми-
ровали по основанию 2, чтобы привести к нормальному распределению. Статисти-
ческую обработку проводили в программе GraphPad Prism 7.00 c применением
однофакторного дисперсионного анализа и апостериорного попарного сравнения
с применением критерия Даннета (в качестве группы сравнения использовались
нелеченые животные после эпилептического статуса). Для поиска выпадающих
значений применяли метод Грабба.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Мы оценили стабильность экспрессии 9 референсных генов, традиционно ис-
пользуемых для нормализации данных ОТ-кПЦР, в гиппокампе и височной коре
головного мозга крыс в латентную фазу литий-пилокарпиновой модели височ-

Таблица 1. Праймеры и зонды для количественной ПЦР

*  Мечены флуорофором R6G и гасителем флуоресценции BHQ2; # – мечены FAM и гасителем флуорес-
ценции BHQ1 quencher; &– мечены флуорофором ROX и гасителем флуоресценции BHQ2; 1, 2, 3 – тест-
системы с одинаковым индексом входят в состав одного мультиплекса.

Название гена
Номер в базе 

данных RefSeq
Последовательность 5′-3′

(прямой, обратный, зонд) Ссылка на источник

Gapdh1

NM_017008
TGCACCACCAACTGCTTAG
GGATGCAGGGATGATGTTC
ATCACGCCACAGCTTTCCAGAGGG*

 [17]

Ppia2

NM_017101
AGGATTCATGTGCCAGGGTG
CTCAGTCTTGGCAGTGCAGA
CACGCCATAATGGCACTGGTGGCA&

 [18]

B2m1

NM_012512
TGCCATTCAGAAAACTCCCC
GAGGAAGTTGGGCTTCCCATT
ATTCAAGTGTACTCTCGCCATCCACCG&

 [19]

Actb1

NM_031144
TGTCACCAACTGGGACGATA
GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
CGTGTGGCCCCTGAGGAGCAC#

Прямой и обратный 
праймер – [20]
зонд – [14]

Ywhaz3

NM_013011
GATGAAGCCATTGCTGAACTTG
GTCTCCTTGGGTATCCGATGTC
TGAAGAGTCGTACAAAGACAGCACGC&

Прямой и обратный 
праймер – [21]
зонд – [14]

Rpl13a2

NM_173340
GGATCCCTCCACCCTATGACA
CTGGTACTTCCACCCGACCTC
CTGCCCTCAAGGTTGTGCGGCT#

Прямой и обратный 
праймер – [22]
зонд – [14]

Pgk13

NM_053291
ATGCAAAGACTGGCCAAGCTAC
AGCCACAGCCTCAGCATATTTC
TGCTGGCTGGATGGGCTTGGA*

Прямой и обратный 
праймер – [21]
зонд [14]

Hprt13

NM_012583
TCCTCAGACCGCTTTTCCCGC
TCATCATCACTAATCACGACGCTGG
CCGACCGGTTCTGTCATGTCGACCCT#

Прямой и обратный 
праймер – [23]
зонд – [14]

Sdha2

NM_130428
AGACGTTTGACAGGGGAATG
TCATCAATCCGCACCTTGTA
ACCTGGTGGAGACGCTGGAGCT*

Прямой и обратный 
праймер – [24] 
зонд – [14]

Il1b
NM_031512

CACCTCTCAAGCAGAGCACAG
GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC
TGTCCCGACCATTGCTGTTTCCTAG #

 [25]
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ной эпилепсии на фоне раздельной или совместной терапии противовоспали-
тельными (рецепторный антагонист IL-1) и антиоксидантными (витамин С, ви-
тамин Е, S-аденозилметионин) препаратами.

Согласно алгоритму geNorm, ориентируясь на критерий M > 0.5, в дорзальном
гиппокампе 8 из 9 проанализированных генов, исключая только ген B2m, могут ис-
пользоваться в качестве референсных (рис. 1a). Используя объединенный рейтинг
стабильности на основании геометрического усреднения рангов каждого гена, по-
лученного с помощью четырех методов, мы выявили, что наиболее стабильно экс-
прессируются гены Gapdh, Pgk1 и Hprt1.

В височной коре экспрессия изученных генов в целом была менее стабильной
(рис. 1b). Согласно алгоритму geNorm, четыре гена (Actb, Gapdh, B2m, Ywhaz) экспрес-
сировались нестабильно и были непригодны для нормализации данных ОТ-кПЦР.
По объединенному рейтингу наиболее стабильными референсными генами оказа-
лись Pgk1, Sdha, Ppia.

Мы рассчитали уровень экспрессии 6 изученных генов относительно трех опти-
мальных референсных генов для каждой изученной области (рис. 2 и 3).

В дорзальном гиппокампе обнаружено увеличение экспрессии генов B2m и Actb по-
сле эпилептического статуса, при этом ни один из исследованных видов терапии не
подавлял этих изменений (рис. 2; B2m: F (4.37) = 4.777; p < 0.01 и Actb: F (4.36) = 3.674;
p = 0.01). В височной области коры значимых изменений экспрессии генов обнару-
жено не было (рис. 3).

Чтобы оценить, как может повлиять на оценку экспрессии генов интересов вы-
бор референсных генов, мы оценили экспрессию гена провоспалительного цито-
кина интерлейкина-1 бета (Il1b) в гиппокампе крыс, нормируя относительно уров-
ня экспрессии каждого из трех наиболее стабильных референсных генов (Gapdh,
Pgk1, Hprt1), их геометрического среднего, или относительно двух самых неста-
бильных (B2m и Actb) (рис. 4). При использовании наиболее стабильных референс-
ных генов было выявлено значимое повышение уровня экспрессии гена Il1b после
эпилептического статуса (геометрическое среднее: F (4.35) = 3.8, p = 0.01; Hprt1:
F (4.35) = 4.3, p < 0.01; Pgk1: F (4.35) = 3.9, p = 0.01; Gapdh: F (4.35) = 3.3, p = 0.02). В
то же время при нормализации относительно экспрессии гена B2m или Actb изме-
нений экспрессии не выявлялось (B2m: F (4.34) = 0.52, p = 0.72; Actb: F (4.34) = 1.9,
p = 0.13).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мы изучили стабильность экспрессии 9 референсных генов в височной коре и
гиппокампе крыс при экспериментальном эпилептогенезе – в латентную фазу ли-
тий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии – на фоне применения экспе-
риментальной противовоспалительной (рецепторный антагонист IL-1), антиокси-
дантной (витамин С, витамин Е, S-аденозилметионин) терапии и их сочетания.
Ранее подобных исследований с литий-пилокарпиновой моделью не проводилось,
однако были работы с моделями электрической стимуляции перфорантного пути и
каинатной моделью, а также с пилокарпиновой моделью без использования хлори-
да лития [27, 28]. В нашей недавней работе на пентилентетразоловой модели ост-
рых судорог мы показали, что выбор устойчивых референсных генов для гиппокампа
и разных областей коры сильно различается, что воспроизвелось и в настоящем ис-
следовании. Так, экспрессия гена Gapdh была наиболее стабильной в гиппокампе, в
то время как в височной коре она не была стабильной (рис. 1). С другой стороны,
стабильность экспрессии генов Ppia и Sdha была высокой в височной коре, но не в
гиппокампе (рис. 1, 2).
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В период эпилептогенеза в каинатной модели гены Ppia и Actb были описаны как
оптимальные референсные гены в гиппокампе [27]. Мы же выявили, что в литий-
пилокарпиновой модели, по крайней мере на фоне экспериментальной терапии,
их экспрессия мало стабильна (рис. 1). Стоит также отметить, что в модели пенти-
лентетразоловых судорог экспрессия гена Ppia была стабильна в дорзальном гип-
покампе [29]. Интересно, что ранее Actb называли одним из наиболее стабильных
референсных генов в гиппокампе крыс при эпилептогенезе, индуцированном си-
стемным введением пилокарпина (хлоридом лития) [28], однако наше исследова-
ние не подтверждает данные Marques с коллегами. Наблюдаемые расхождения мо-

Рис. 2. Экспрессия референсных генов в дорзальном гиппокампе крыс в латентную фазу (7 дней после
индукции) литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии на фоне раздельной и комбинирован-
ной терапией противовоспалительным цитокином IL-1ra и смесью антиоксидантов). Li – контрольные
животные без индукции судорог (только введение хлорида лития), Li-PC – животные, у которых вызы-
вали эпилептический статус путем введения пилокарпина; IL-1ra – лечение рецепторным антагони-
стом интерлейкина-1 (анакинра, 100 мг/кг в сут), AOx – лечение смесью антиоксидантов (100 мг/кг ви-
тамина С, 200 мг/кг витамина Е, 25 мг/кг S-аденозилметионина в сутки). ** – p < 0.01 (однофакторный
дисперсионный анализ с последующим попарным сравнением критерием Даннета – в качестве группы
сравнения использованы нелеченные животные после эпилептического статуса; группа “Li” использо-
вана для демонстрации эффектов пилокарпиновых судорог на изучаемые показатели, напрямую не
сравнивалась с животными после судорог, получавшими терапию)
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гут объяснены иным выбором сроков: в процитированной работе стабильность
экспрессии оценивали сразу после и через сутки после инъекции хемоконвульсан-
та, когда эффекты эпилептогенеза еще не выражены. Кроме того, в нашем случае
эффекты вводимых препаратов могли дополнительно сказаться на стабильности
экспрессии изучаемых генов. Данное противоречие подчеркивает важность экспе-
риментального подбора оптимальных референсных генов с учетом исследуемой
области мозга и экспериментальных условий, так как даже в близких моделях ста-
бильность одних и тех же референсных генов может кардинально различаться.

В настоящей работе продемонстрировано усиление экспрессии генов Actb и B2m
в гиппокампе крыс при экспериментальной индукции эпилептогенеза в литий-пи-
локарпиновой модели, при этом данные эффекты были устойчивы к проведенной
антиоксидантной и противовоспалительной терапии (рис. 2). Данный феномен
требует дальнейшего изучения, так как, по-видимому, связан c патогенетическими

Рис. 3. Экспрессия референсных генов в височной области коры головного мозга крыс в латентную фазу
литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии на фоне раздельной и комбинированной терапией
противовоспалительным цитокином IL-1ra. Li – контрольные животные без индукции судорог (только
введение хлорида лития), Li-PC – животные, у которых вызывали эпилептический статус путем введения
пилокарпина; IL-1ra – лечение рецепторным антагонистом интерлейкина-1 (анакинра, 100 мг/кг в сут-
ки), AOx – лечение смесью антиоксидантов (100 мг/кг витамина С, 200 мг/кг витамина Е, 25 мг/кг S-аде-
нозилметионина в сутки).
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перестройками – либо изменениями транскрипции, либо соотношением клеточ-
ных элементов нервной ткани. С учетом того, что Actb является одним из популяр-
нейших референсных генов, часто используемых как единичный без дополнитель-
ной проверки [30], следует с осторожностью относиться к интерпретации данных
ОТ-кПЦР в случае, если не проводится проверка стабильности референсных генов.

В нашем исследовании продемонстрировано, что выбор референсных генов мо-
жет существенно повлиять на результаты исследования. Например, при нормализа-

Рис. 4. Стратегия нормирования данных ОТ-кПЦР влияет на обнаружение изменений экспрессии ге-
на Il1b в дорзальной области гиппокампа крыс в латентную фазу литий-пилокарпиновой модели ви-
сочной эпилепсии. Li – контрольные животные без индукции судорог (только введение хлорида ли-
тия), Li-PC – животные, у которых вызывали эпилептический статус путем введения пилокарпина;
IL-1ra – лечение рецепторным антагонистом интерлейкина-1 (анакинра, 100 мг/кг в сут), AOx – ле-
чение смесью антиоксидантов (100 мг/кг витамина С, 200 мг/кг витамина Е, 25 мг/кг S-аденозилме-
тионина в сутки). Уровень экспрессии гена Il1b был нормирован относительно уровня экспрессии
каждого из трех наиболее стабильных референсных генов (Gapdh, Pgk1, Hprt1), их геометрического
среднего, или относительно двух самых нестабильных (B2m и Actb); **p < 0.01 (однофакторный дис-
персионный анализ с апостериорным критерием Даннета – попарное сравнение всех групп с нелече-
ными животными после эпилептического статуса).
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ции результатов относительно генов B2m или Actb, которые в данной модели нежела-
тельно использовать в качестве референсных, мы не наблюдали значимого увеличе-
ния экспрессии гена Il1b, которое обнаруживается при нормализации относительно
любого из трех оптимальных референсных генов (рис. 4). Схожие эффекты были ра-
нее продемонстрированы при анализе экспрессии гена белка програнулина (Pgrn) в
гиппокампе крыс в вальпроатной модели расстройств аутистического спектра: не-
оптимальный выбор стратегии нормализации приводил не только к исчезновению
статистически выявляемых эффектов, но даже к ложному выявлению противопо-
ложных реальным изменений содержания целевой мРНК [6]. Стоит также отметить,
что в упомянутой работе Gapdh оказывался наименее стабильным и невалидным ре-
ференсным геном в гиппокампе, в то время как в настоящей работе (рис. 1), так и в
наших предыдущих исследованиях на модели пентилентетразоловых судорог [31] он
оказывается наиболее стабильным в дорзальном гиппокампе.

Таким образом, мы определили регионоспецифичные оптимальные референсные
гены для оценки уровня содержания целевых мРНК в дорзальном гиппокампе (Gapdh,
Pgk1, Hprt1) и височной коре (Pgk1, Sdha, Ppia) головного мозга крыс в латентную фа-
зу литий-пилокарпиновой модели височной эпилепсии на фоне сочетанной или
раздельной экспериментальной противовоспалительной и антиоксидантной тера-
пии. При этом было выявлен значимое усиление экспрессии генов Actb и B2m в дор-
зальном гиппокампе, которое не подавлялось ни применением IL-1ra, ни смеси ан-
тиоксидантов (витамин С, витамин Е, аденозилметионин), ни их сочетанием.
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The Reference Gene Validation in the Brain of Rats during Antioxidant
and Anti-Inflammatory Treatment in the Lithium–Pilocarpine Model of Temporal Epilepsy

A. P. Schwarza, *, A. V. Dyominaa, M. V. Zakharovaa, A. A. Kovalenkoa,
M. O. Gryaznovaa, A. M. Ischenkob, and A. V. Zaitseva

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of RAS, Saint Petersburg, Russia
bResearch Institute of Highly Pure Biopreparations, Federal Medical-Biological Agency, 

Saint Petersburg, Russia
*e-mail:aleksandr.pavlovich.schwarz@gmail.com

Reverse transcription combined with quantitative (real-time) polymerase chain reaction
(RT-qPCR) is the gold standard for assessing gene expression, but requires careful selec-
tion of valid reference genes to normalize the results. The aim of this work was to deter-
mine the optimal reference genes for RT-qPCR experiments in the temporal cortex and
dorsal hippocampus of the rat brain in the latent phase (the period of epileptogenesis be-
fore the onset of spontaneous recurrent seizures) of the lithium-pilocarpine model of
temporal lobe epilepsy during the separate or combined treatment with recombinant
pro-inflammatory cytokine, an interleukin-1 receptor antagonist (100 mg/kg i.p. per
day) and a balanced antioxidant cocktail (100 mg/kg vitamin C, 200 mg/kg vitamin E,
25 mcg/kg S-adenosylmethionine i.p. per day). The expression of 9 reference genes
(Actb, B2m, Gapdh, Rpl13a, Sdha, Ppia, Hprt1, Pgk1, Ywhaz) was analyzed. Using the
RefFinder® online tool, we determined the optimal reference genes for assessing the
levels of target mRNAs in the dorsal hippocampus (Gapdh, Pgk1, Hprt1) and temporal
cortex (Pgk1, Sdha, Ppia). At the same time, we revealed a significant increase in the ex-
pression of the Actb and B2m genes in the dorsal hippocampus, which was not sup-
pressed either by the treatment with IL-1ra, or by a mixture of antioxidants (vitamin C,
vitamin E, adenosylmethionine), or by their combination. Based on this, the Actb and
B2m genes may be involved in the epileptogenesis and cannot be used as reference genes
in epileptic models. Thus, the results of our work highlight the importance of careful se-
lection of reference genes.

Keywords: RT-PCR, reference genes, gene expression, mRNA, temporal lobe epilepsy,
lithium-pilocarpine model, brain, real time PCR



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /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 true
  /GrayImageMinResolution 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /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 true
  /MonoImageMinResolution 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /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 (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /RUS ()
    /ENU <>
  >>
  /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
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice




