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ВВЕДЕНИЕ

В настоящей работе мы применяем методы транскриптомного анализа к исследованию нейродегенеративных заболеваний - болезни Паркинсона и Альцгеймера. 

Нейродегенеративные заболевания – это заболевания, которые возникают в результате прогрессирующей дегенерации и гибели нейронов, входящих в определенные структуры центральной нервной системы, приводят к разрыву связей между отделами центрльной нервной системе и дисбалансу синтеза соответствующих нейромедиаторов и, как следствие, к нарушению памяти, координации движений и мыслительных способностей и т. д. Из этих заболеваний можно выделить болезни Паркинсона и Альцгеймера, как весьма распространенные и тяжелые.

Для анализа этих вопросов мы изучаем экспрессию генов, кодирующих белки HuR и TTP. 

ELAV-подобный белок 1 или HuR представляет собой белок, который у человека кодируется геном ELAVL1. Это кодируемый белок содержит 3' РНК-связывающие домены и связывает цис-действующие AU-богатые элементы. Это стабилизирует мРНК и тем самым регулирует экспрессию генов. 

Tristetraprolin (ТТП), также известный как белок ZFP36, является белком, кодируемым геном ZFP36. 

TTP связывается с AU-богатые элементы в 3'-нетранслируемые области мРНК, некоторых цитокинов(сигнальных белков отт клетки к клетке, провацирующих воспаление) и способствует их деградации. Мыши, дефицитные по TTP развивают сложный синдром воспалительных заболеваний.

В этой работе мы ищем коэкспрессию генов HuR и TTP при болезни Паркинсона и болезни Альцгеймера методами транкриптомного анализа.

Методы транскриптомного анализа - методы изучения клеток, при которых главным объектом исследования является транскриптом изучаемых клеток.Они позволяют нам считать транскриптом больных клеток и сравнить с транскриптомом здоровых.

Транскрипто́м — совокупность всех транскриптов, синтезируемых одной клеткой или группой клеток, включая мРНК и некодирующие РНК. Понятие «транскриптом» может обозначать полный набор транскриптов в данном организме или специфический набор транскриптов (молекул РНК), представленный в клетках определенного типа.Транскриптом может сильно меняться в зависимости от условий окружающей среды. Ввиду того, что понятие транскриптом включает в себя все транскрипты данной клетки, он также отражает профиль экспрессии генов в данный момент времени.Наиболее распространенный метод изучения транскриптома — секвенирование РНК и использование ДНК-микрочипов.

Технология microarray, применяемая для сбора данных об экспрессии генов, состоит в следующем.

Современный ДНК-микрочип состоит из тысяч дезоксиолигонуклеотидов (зондов, или проб), сгруппированных в виде микроскопических точек и закреплённых на твёрдой подложке. Каждая точка содержит несколько пикомолей ДНК с определённой нуклеотидной последовательностью. Олигонуклеотиды ДНК-микрочипа могут быть короткими участками генов или других функциональных элементов ДНК и используются для гибридизации с кДНК или мРНК (кРНК). Гибридизация зонда и мишени регистрируется и количественно характеризуется при помощи флюоресценции или хемилюминесценции, что позволяет определять относительное количество нуклеиновой кислоты с заданной последовательностью в образце.

Эта технология является высокоэффективной, так как дает точные результаты. Данные с ее помощью полученные, можно найти в базах данных, таких как GEO DataSets.

Мы выяснили, что при болезни Паркинсона гены ZFP36 и ELAVL1 неперспективны для исследований, так же как и ген ZFP36 при болезни Альцгеймера. Ген ELAVL1 может быть перспективным для исследований болезни Альцгеймера.

Настоящая работа имеет следующую структуру.

в разделе 2 кратко описаны методы и средства использованные в данном исследовании.

в разделе 3 описаны результаты этой работы

в разделе 4 проведен анализ результатовМоя работа является исследованием больных болезнью паркинсона и болезнью альцгеймера методами транскриптомного анализа.
ЦЕЛЬ
Проанализировать участие HuR и TTP в болезни Паркинсона и болезни Альцгеймера 

ЗАДАЧИ

1. Выделение дифференциально экспрессирующихся генов и их функциональных групп.
2. Выделение генов, коэкспрессирующихся с генами ZFP36 и ELAVL1, входящих в состав ДЕГ, и их функциональных групп.

3. Анализ полученных данных с целью выявления общих для каждой болезни и каждого гена групп.

4. Анализ перспективности.
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и методы
Первичные данные.

Первичные данные были взяты из базы данных GEO DataSets (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/). Поиск производился на запросы “болезнь Паркинсона ” и “ болезнь Альцгеймера ”.Это были данные, полученные с чипов microarray Affymetrix. Для болезни Паркинсона были взяты массивы данных Series GSE8397, Series GSE20291, Series GSE20292, Series GSE20168, Series GSE7621, а для болезни Альцгеймера Series GSE5281 и Series GSE28146. Затем данные были обработаны с помощью скриптов на языке программирования Perl, предоставленных мне научным руководителем. Применение этих скриптов позволило привести исходные данные с чипов в легко анализируемый вид. 
Поиск дифференциально экспрессирующихся генов.

Среди генов были найдены дифференциально экспрессирующиеся гены при помощи программы MeV и табличного редактора Excel. При выявлении дифференциально экспрессирующихся генов в программы MeV был использован t-тест с пороговым значением 0,05. Это статистический тест, который позволяет выявить, существуют ли различия между двумя группами при сравнении их средних. В данном случае нас интересуют различия между уровнями экспрессии контрольной и больной группы для каждого гена. Затем из полученных генов в табличном редакторе Excel оставили лишь те, в которых разница уровней экспрессии в двух группах была больше, чем в 1,5 раз. Полученные гены и являлись дифференциально экспрессирующимися. 
Поиск коэкспрессирующихся генов.

С помощью программы MeV в каждом массиве данных были выявлены гены, коэкспрессирующиеся с геном ZFP36 и геном ELAVL1 при использовании коэффициента корреляции Пирсона с пороговым значением 0,5. Ген ZFP36 связывается с нетранслируемым участком 3' конца мРНК, кодирующей некоторые цитокины, способствуя ее деградации. Ген ELAVL1 связывается с такой же мРНК, способствуя, напротив, ее стабилизации. Затем были отобраны лишь те, которые не только коэкспрессировались с нужным геном, но  и входили в состав дифференциально экспрессирующихся генов. 
Выделение функциональных групп.

После с помощью биоинформатической базы данных DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) были выделены функциональные кластеры, то есть мы смогли понять, какие функции исполняют белки, кодируемые выявленными нами генами, на основе списка id генов. 
РЕЗУЛЬТАТЫ
Было пранализированно 5 массивов данных с болезнью Паркинсона и 2 массива с болезнью Альцгеймера.
 В первом массиве, связанным с болезнью Паркинсона было найдено 627 дифференциально экспрессирующихся генов, для которых анализ по DAVID показал обогащение кластерами нейронной проэкции, организации мембраны, синапсов, деффиринцировки нейронов, цитоплазматических визикулов и пр. С TTP коэкспресируется 227 генов, среди них 1 ДЭГ – ILTRL1 – его белок - толл-подобный рецептор. С HuR коэкспрессируется 635 генов, среди них 51 ДЭГ. Коррелирующие с HuR гены обогащены представителями функциональных групп связывания с металлом, ответом на стресс, регуляции клеточной смерти, размера и роста и другие.
Во втором было найдено 10 дифференциально экспрессирующихся генов, для которых анализ по DAVID провести не удалось. С TTP коэкспресируется 329 генов, среди них 1 ДЭГ – MSN – его белок связывает мембрану и актин в цитоскелете. С HuR коэкспрессируется 109 генов, среди них 1 ДЭГ – он сам. 
В третьем  было найдено 134 дифференциально экспрессирующихся гена, для которых анализ по DAVID показал обогащенность кластерами электронного транспорта, митохондрий, регуляции кислорода, мембран органелл, оксидативной фосфорилазы, АТФазной активности, транспорта ионов, мембранных пептидов, регуляции клеточного цикла. С TTP коэкспресируется 10534 гена, среди которых 35 ДЭГ. Коррелирующие с TTP гены обогащены представителями функциональных групп связывания с ДНК, транскрипции, связывания с РНК и прчими.С HuR коэкспрессируется 9821 ген, среди которых 26 ДЭГ . Коррелирующие с HuR гены обогащены представителями функциональных групп митохондриальной мембраны, связывания с ДНК, транскрипции, связывание с металлом, транспорт ионов металла и другие.
В четвертом было найдено 239 дифференциально экспрессирующихся генов, для которых анализ по DAVID показал обогащение кластерами нейронной проэкции, АТФазной активности, транспорта ионов, мембраны, межклеточных сигналов, нейронной дифференцировки и пр. С TTP коэкспресируется 944 гена, среди них 11 ДЭГ. Коррелирующие с TTP гены обогащены представителями функциональных групп цитоскелета, сплайсинга, не прикрепленных органелл, плазматической мембраны, ионов металлов и других. С HuR коэкспрессируется 4723 гена, среди них 25 ДЭГ. Коррелирующие с HuR гены обогащены представителями функциональных групп дифференцировки нейронов, ответа на стимул, апоптоза, транскрипции, связанных с ДНК,связанных с РНК, ионов металлов и других.
В пятом было найдено 291 дифференциально экспрессирующийся ген, для которых анализ по DAVID показал обогащение кластерами организации хромосом, ответа на вирус, связывания с металлом, ГТФаной активности, транспорта ионов и пр. С TTP коэкспресируется 667 генов, среди них 2 ДЭГ – PXDNL и PIK3AP1 - ферменты. С HuR коэкспрессируется 927 генов, среди них 91 ДЭГ. Коррелирующие с HuR гены обогащены представителями функциональных групп организации хромосом, ядерных пор, ответа на вирус, транскрипции, связывания с ДНК, клеточного цикла, не прикрепленных органелл, развития органов эмбриона, апоптоза и других.
В первом массиве, связанным с болезнью Альцгеймера, было найдено 3403 дифференциально экспрессирующихся гена, для которых анализ по DAVID провести не удалось из-за большого количества генов. С TTP коэкспресируется 391 ген, среди них 270 ДЭГ. . Коррелирующие с TTP гены обогащены представителями функциональных групп ответа на травму, стимул, связывания с актином, организации хроматина, межклеточного взаимодействия, плазматической мембраны и других. С HuR коэкспрессируется 109 генов, среди них 8 ДЭГ. Коррелирующие с HuR гены обогащены представителями функциональных групп связывания с ДНК, фосфопротеинов и сплайсинга.
Во втором было найдено 315 дифференциально экспрессирующихся генов, для которых анализ по DAVID показал обогащение кластерами апоптоза, визикулярного транспорта, сигналов и пр. С TTP коэкспресируется 82 генов, среди них 0 ДЭГ. С HuR коэкспрессируется 169 генов, среди них 1 ДЭГ – UPP1 - фосфорилаза. 
Результаты представлены в таблице:
	Массив
	Всего ДЭГ
	Функц. группы ДЭГ
	Коэкспр. с TTP
	Функц. группы с TTP
	Коэкспр. с HuR
	Функц группы HuR

	Болезнь Паркинсона
	
	
	
	
	
	

	GSE8397
	627
	нейронная проэкция, организация мембраны, синапсов, деффиринцировка нейронов, цитоплазматические визикулов и пр.
	1
	Толл-образный рецептор
	51
	связывание с металлом, ответ на стресс, регуляция клеточной смерти, размера и роста и пр.

	GSE20291
	10
	
	1
	Связывает мебрану и актин в цитоскелете
	1
	HuR

	GSE20292
	134
	электронный транспорта, митохондрии, регуляция кислорода, мембраны органелл, оксидативная фосфорилаза, АТФазная активность, транспорт ионов, мембранные пептиды, регуляция клеточного цикла
	35
	связывание с ДНК, транскрипция, связывание с РНК и пр.
	26
	митохондриальная мембрана, связывание с ДНК, транскрипция, связывание с металлом, транспорт ионов металла и пр.

	GSE20168
	239
	нейронная проэкция, АТФазная активность, транспорт ионов, мембрана, межклеточные сигналы, нейронная дифференцировка и пр.
	11
	цитоскелет, сплайсинг, не прикрепленные органеллы, плазматическая мембрана, ионы металлов и пр.
	25
	дифференцировка нейронов, ответ на стимул, апоптоз, транскрипция, связанные с ДНК,связанные с РНК, ионоы металлов и пр.

	GSE7621
	291
	Организация хромосом, ответ на вирус, связывание с металлом, ГТФаная активность, транспорт ионов и пр.
	2
	фермент
	91
	Организация хромосом, ядерные поры, ответ на вирус, транскрипция, связывание с ДНК, клеточный цикл, не прикрепленные органеллы, развитие органов эмбриона, апоптоз и пр.

	Болезнь Альцгеймера
	
	
	
	
	
	

	GSE5281
	3403
	
	270
	ответ на травму, стимул, связывание с актином, организация хроматина, межклеточное взаимодействие, плазматическая мембрана и пр.
	8
	Связывание с ДНК, фосфопротеины и сплайсинг

	GSE28146
	315
	апоптоз, визикулярный транспорт, сигналы и пр.
	0
	
	1
	фосфорилаза


обсуждения
Мы выяснили, что про болезни Паркинсона гены, коррелирующие с ELAVL1 обогащены кластерами транскрипции, а также, связывающими ДНК и связывающими ионы металлов. Также апоптоза и реакции на внешний раздражитель и, несильно, в организации хромосом. Гены, коррелирующие с ZFP36 при этой болезни обогащены кластерами, связанными с мембраной, и трансмембранными белками и, немного, со связывающими ионы металлов.
При болезни Альцгеймера гены, коррелирующие с ELAVL1 обогащены кластерами фосфорилаз и, немного, связывающими с ДНК. Гены, коррелирующие с ZFP36 обогащены кластерами связанными с мембраной, и с трансмембранными белками, с межклеточным взаимодействием и реакцией на внешний раздражитель. Однако данные, полученные для гена ZFP36 при болезни Альцгеймера, могут отличаться сильной неточностью, в связи с недостаточным количеством данных.
ДЭГ среди всех белков, коэкспресирующихся с каждым геном при паркинсоне всегда менее 10%, так что можно предположить, что они работают почти так же, как в нормальном состоянии. При болезни Альцгеймера ген ELAVL1 ведет себя также, но ген ZFP36 в одном случае почти 70% генов с которыми он коэкспресируется входят в состав ДЭГ, а в другом ни один из выявленных коэкспресирующихся генов не является ДЕГом. Возможно это произошло от того, что во втором варианте было много образцов с низкой прогрессивностью болезни, и ген ELAVL1 при болезни Альцгеймера все-таки нарушает свое функционирование.
вывод

При болезни Паркинсона гены ZFP36 и ELAVL1 неперспективны для исследований, так же как и ген ZFP36 при болезни Альцгеймера. Ген ELAVL1 может быть перспективным для исследований болезни Альцгеймера.
ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР

В работе [1] даётся общее изложение изложение молекулярной биологии клетки.

В работе [2]:

Справочная информация: Болезнь Альцгеймера является наиболее распространенной формой слабоумия. В то время как число транскриптомных исследования были проведены на мозге с образцом Альцгеймера,  ясная картина не возникла на основе нейронных транскрипционных изменений, связанных с болезнью. Поэтому мы провели мета-анализ исследований, сравнивающих нейроны гиппокампа при болезни Альцгеймера с контрольной группой.

Результаты: Гомеостатические процессы, охватывающие контроль экспрессии генов, апоптоза и синтеза белка,  были определены как нарушающиеся во время болезни Альцгеймера. Обращая внимание на гены, осуществляющие эти функции, сеть белок-белкового взаимодействия была подготовлена для теории графов и исследования кластера. Такой подход определил эстрогеновые и андрогеновые рецепторы как ключевые компоненты и регуляторы нарушенных гомеостатических процессов.

Выводы: Наша системный биологический подход был в состоянии определить важность андрогеновых и эстрогеновый рецепторов не только в гомеостатических клеточных  процессах, но и роль других сильно центральных генов в нейронной дисфункции во время Альцгеймера. Это важно в связи со спорами и текущей работой в отношении заместительной гормональной терапии у женщин в постменопаузе, и, возможно, мужчин, как профилактический подход, чтобы отразить это нейродегенеративное расстройство.

В [3] даётся краткое описание врождённого иммунитета.   
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