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Холинергическая	система	ЦНС
• Вовлечена	в	регуляцию	процессов	обучения	и	памяти	(Haam	et	al,2017;	Hasselmo,	2006),		иммунного	ответа	

• При	фармакологической	активации,	способствует	снижению	нейродегенеративной	проявлений	при	
болезнях	Альцгеймера	(Vieira	et	al,	2017)	,	Паркинсона	(Rizzi	et	al,	2017)	,	является	мишенью	для	разработки	
новых	фармпрепаратов	

• Выступает	частым	объектом	нейродегенеративных	нарушений	сама	по	себе.	

Септо-гиппокампальная	ХС:		

- Активна	во	время	обучения	(Ragozzino	et	al.1996;		
- Stancampiano	et	al.1999;	Hironaka	et	al.2001)		

- 	Связана	с	индукцией	LTP	(Hyman,	2004)	на	основе	генерации	
	тета-ритма	(Lee	et	al,	1994)	

	-	необходима	для	активного	зрелого	нейрогенеза	(Mohapel		
et	al.2005;	Kotani	et	al.2006)

Актуальная	задача:	
-	Исследование	молекулярных	механизмов	холинорецепции	гиппокампа	на		
уровне	транскриптома	

Взято	из:	Mitsushima,2010	



Дизайн	эксперимента:

1) Объект:	крысы	Wistar	после	вживления	стимулирующего	электрода	в	область		
медиального	септума		

2) Время	проведения	эксперимента:	две	недели	спустя	после	вживления	электрода	

3) Полная	схема	эксперимента:		

	 -	основная	обсуждаемая	группа–	стимуляция	
	

	-	другие	группы:	обучение,	стимуляция		+	обучение:	

4)	Стимуляция	медиального	септума	проводилась	в	тета-диапазоне	(4	
гц.)	в	течение	одного	часа



Молекулярные	методы	исследования	
	
1)	Извлечение	тотальной	РНК:	
	
-	Вентральная	и	дорсальная	области	гиппокампа	
-	4	реплики	для	контрольной	и	экспериментальных	(стимуляция,	обучение,	стимуляция	+	обучен)	группы	для	каждой	из	
областей.	В	совокупности,	32	образца.	
	
2)	Подготовка	библиотек	кДНК	
	
	
	 Биоинформатические	методы	анализа:	
	
3)Секвенирование	на	платформе	BGISEQ	(Китай)	
	
4)Получение	прочтений	для	каждого	из	образцов	
			 -	контроль	качества	
	 -	выравнивание	на	геном	крысы	(версия	rn6,	UCSC)	
	 -	подсчет	количества	прочтений	в	пределах	известной	аннотации	генов	(версия	ENSEMBL):	47%	
	
5)Использование	прочтений	для	сборки	собственной	аннотации	к	генам	(de	novo)	
		 -	рост	используемых	прочтений	до	56%	
	 -	6700	новых	интергенных	локусов	
	 -	отсев	неудачных	образцов	(два	контроля:VH,DH)	
	
6)	Анализ	дифференциальной	экспрессии	генов:	
		 -	между	контрольными	группами	гиппокампов	
	 -	между	контрольной	и	экспериментальной	группой	в	каждом	из	них		
	
	
7)Построение	корреляционной	сети	ко-экспрессии	генов	(WGCNA),	регрессионный	анализ.	

Использованные	базы	данных:	энциклопедии	“биологических	путей”	и	сигнальных	каскадов	KEGG,	Reactome,	MsigDB	
	 	 							мета-анализ	5	исследований	Single-cell	нейронов	мыши	(McKenzie	et	al,	2018)	
	
	

Отличия	от	базовой	аннотации	
ENSEMBL:	
		
Распложение	сплайс-сайта	(24	т.	
транскриптов)

Новые	
фланкирующие	экзоны



																							Базовые	гиппокампальные	отличия	в	экспреcсии	генов:	
								-	Сравнения	всех	вентральных	и	дорсальных	образцов,	с	поправкой	на	эффекты	эксп.	групп



Сигнальные	пути	и	рецепторы

Вентральный	гиппокамп

Дофаминовые	рецепторы

Холинорецепторы

Серотониновые	рецепторы

Дорсальный	гиппокамп



Глиальные	маркеры	и	гены	нейрогенеза



Распределение	Ach-рецепторов	в	гиппокампах



Различия	в	экспрессии	транспозонов	различных	семейств	

Комбинированная	аннотация	(de	novo	+	ENSEMBL)	

Локализация	экспрессируемых	транспозонов	в	геноме	
крысы.		
		
Аннотация	базы	последовательностей	RepeatMasker	
(оба	гиппокампа)



Дорсальный	гиппокамп

Вентральный	гиппокамп

Дифференциальная	экспрессия	генов:	стимуляция	vs.	контроль

Рост	экспрессии	
Снижение	экспрессии



Дорсальный	гиппокамп
Возрастание	экспрессии Снижение	экспрессии



Вентральный	гиппокампВозрастание	экспрессии Снижение	экспрессии



Метаболизм	микро-РНК:	

Нейрогенез,	миграция	клеток	(+):	
-miR128	(Franzoni,	2015)	

Глиогенез	(+):	
-miR186	(Wang	et	al,	2017),	miR-let7a	(Li	Y,2016)	

Глиогенез	(-):	
-miR221	(Sage	et	al,	2007)	
	
Пролиферация	клеток,	онк.:	
-miR-421	(Chen	et	al.,	2013)





Корелляционная	сеть	генов:	Дорсальный	гиппокамп
N	генов	=	422

N	генов	=	1240



Вентральный	гиппокамп





Ко-экспрессия	Line-1	(аннотация	l1base)	и	кодирующих	генов	по	двум	гиппокампам

Гребневая	регрессия:	

-	Транспозоны	семейства	Line-1	(n	=	2300)	vs.	значения	“биологических	путей”	генов	по	каждому	образцу	



LINE-1	(n	~	100)

Холинорецепторы	и	их	мишени Известные	репрессоры	транскрипции	LINE-1

Холинергический	сигнальный	путь	(KEGG,	фрагмент)



Выводы:

Согласно	полученным	данным:	

• Гиппокампы	гетерогенны	по	своему	рецепторному	составу	с	преобладанием	
моноаминергической	и	холинергической	рецепции	в	вентральной	части	

• Эффекты	холинергической	стимуляции	(ХС)	имеют	большую	выраженность	в	вентральном	
гиппокампе	и		положительно	связаны	с	регуляцией	пролиферации,	дифференцировки	клеток	
(сигнальные	пути	Wnt,	mTOR),	экспрессией	олигодендроцитарных	маркеров	

• Эффекты	ХС	в	дорсальном	гиппокампе	выражены	слабее	и	ассоциированы	с	усилением	
экспрессии	генов	синаптической	активности	

• Негативное	влияние	ХС	на	экспрессию	генов	в	обоих	гиппокампах	затрагивает,	прежде	всего,	
некодирующие	локусы	и	транспозоны	различных	семейств	(в	ч.	нейронально-активное	
семейство	LINE-1).		

• Эффекты	ХС	в	дорсальном	гиппокампе,	предположительно,имеют	противовоспалительные	
эффекты	за	счет	снижения	экспрессии	генов	иммунного	ответа.	



Спасибо	за	внимание!


