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Нейрексины представляют собой семейство белков синаптической адгезии, которые играют клю-
чевую роль в формировании и поддержании синапсов. Нейрексины подвергаются обширному аль-
тернативному сплайсингу в шести сайтах (SS1–SS6), что приводит к экспрессии множества различ-
ных изоформ. Альтернативный сплайсинг регулирует функциональную активность нейрексинов в
различных типах тканей и клеток и, предположительно, играет ключевую роль в определении спе-
цифичности взаимодействия различных нейронов. В этом исследовании мы провели анализ ткане-
вой экспрессии изоформ мРНК нейрексина-1α, содержащих вставку в недавно обнаруженном сай-
те сплайсинга SS6, с использованием TaqMan ПЦР в реальном времени в различных органах крыс
линии Wistar. Изоформа, содержащая вставку в сайте SS6, была обнаружена только в нейрональных
тканях, что указывает на ее потенциальную функциональную важность. Положение вставки SS6 в
шарнирной области между доменами LNS5 и LNS6 увеличивает вариабельность возможных кон-
формаций молекулы, что может представлять собой дополнительный механизм регулирования
функциональной активности нейрексина-1α в головном мозге.
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ВВЕДЕНИЕ

Нейрексины (Nrxn1–3) представляют собой
семейство белков синаптической адгезии, кото-
рые играют ключевую роль в формировании и
стабилизации синапсов [1]. Нейрексины и их ли-
ганды образуют сложные сети взаимодействия,
опосредуя многие регуляторные функции. Нару-
шения в работе нейрексинов и взаимодействую-
щих с ними белков вызывают расстройство аути-
стического спектра (РАС), шизофрению и умствен-
ную отсталость [2]. Нейрексины представляют
собой мембранные белки 1-го типа и первоначаль-
но были обнаружены как рецепторы α-латроток-
сина [3]. Нейрексины кодируются тремя гомоло-
гичными генами Nrxn1–3. Каждый ген, в свою
очередь, транскрибируется с двух независимых
промоторов (α и β), что приводит к образованию

длинной (α) и короткой (β) форм нейрексинов [4,
5]. Внеклеточная область α-нейрексинов состоит
из трех модулей, содержащих два домена LNS
(Laminin, Neurexin, Sex-hormone binding protein
domain, который также называют доменом Lami-
nin G), между которыми находится EGF-подоб-
ный домен. Внеклеточный фрагмент β-нейрекси-
нов содержит только один домен LNS [4].

Нейрексины подвергаются обширному аль-
тернативному сплайсингу, в результате чего экс-
прессируется множество различных изоформ.
Альтернативный сплайсинг нейрексинов по-раз-
ному регулируется в областях мозга и зависит от
стадии развития и синаптической активности [6, 7].
Считается, что альтернативный сплайсинг регули-
рует функциональную активность нейрексинов и,
предположительно, играет ключевую роль в
определении специфичности взаимодействия
различных нейронов. Первоначально были из-
вестны пять сайтов сплайсинга (SS1–SS5) в
α-нейрексинах, два из которых (SS4 и SS5) также
были обнаружены в β-нейрексинах. Позже был
идентифицирован шестой сайт сплайсинга (SS6)
нейрексина-1α (Nrxn1α), который расположен
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между пятым LNS и третьим EGF-подобным до-
менами. Вставка в этой области соответствует
пептиду из 9 а.о. VALMKADLQ, который консер-
вативен у животных [8, 9].

Первоначально было обнаружено, что гены
Nrxn экспрессируются в головном мозге, но в бо-
лее поздних исследованиях выявлена экспрессия
Nrxn не только в нервных тканях. В меньших ко-
личествах экспрессия мРНК Nrxn1 была обнару-
жена в почках, печени, сердце, желудке и легких
[10]. Нейрексины также были обнаружены в сосу-
дистой системе [11]  и в β-клетках поджелудочной
железы [12], где они играют функциональную
роль. Nrxn1α – компонент механизма регуляции
экзоцитоза, он необходим для стыковки инсули-
новых гранул с мембраной в β-клетках поджелу-
дочной железы [13]. мРНК Nrxn3 была обнаруже-
на в тканях легких, поджелудочной железы, серд-
ца, плаценты, печени и почек. Более того,
специфические варианты сплайсинга Nrxn3 были
идентифицированы в сердце [14]. Неясно, что
именно запускает экспрессию изоформ нейрек-
сина в разных тканях.

Цель данной работы – анализ экспрессии ней-
рексина-1α с альтернативным сплайсингом по
сайту SS6 с помощью TaqMan ПЦР в реальном
времени в различных органах крысы для выявле-
ния потенциальной роли альтернативного сплай-
синга в регуляции функциональной активности
нейрексинов в различных тканях.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Поскольку нейрексины обнаруживаются не

только в нервных тканях, мы исследовали экс-
прессию Nrxn1α со вставкой в недавно обнару-
женном сайте сплайсинга SS6 в различных орга-
нах крыс линии Wistar с использованием анализа
TaqMan ПЦР в реальном времени. Из четырех са-
мок крыс были выделены органы: почки, печень,
сердце, поджелудочная железа и головной мозг.
Из каждого извлеченного органа крыс была выде-
лена тотальная РНК. Головной мозг делили на
три части: кору мозга, мозжечок и оставшуюся

часть. Тотальную РНК из каждой части мозга вы-
деляли по отдельности. С помощью реакции об-
ратной транскрипции были получены образцы
кДНК из различных органов крысы, которые да-
лее анализировали методом TaqMan ПЦР в ре-
альном времени.

Для обнаружения изоформ Nrxn1α (SS6+) и
(SS6–) мы использовали одинаковые прямой
праймер и зонд, но разные обратные праймеры
(табл. 1). Один из них гибридизировался на гра-
нице экзонов 17 и 18, что позволило амплифици-
ровать только фрагмент кДНК, содержащий
вставку в SS6-сайте. Другой праймер отжигался
на границе экзонов 16 и 18, что позволило полу-
чить фрагмент кДНК без вставки SS6. В качестве
референсного гена использовали ген домашнего
хозяйства Gapdh.

Изоформа рецептора, содержащая вставку
SS6, была обнаружена только в головном мозге,
тогда как вариант сплайсинга без вставки – во
всех пяти анализируемых органах (рис. 1). В мозге
уровень экспрессии изоформы нейрексина без
вставки SS6 значительно превышает уровень экс-
прессии изоформы, содержащей вставку (рис. 1).
Соотношение экспрессии этих двух изоформ в
разных частях головного мозга также было раз-
ным. Наибольшее количество Nrxn1α (SS6–) бы-
ло обнаружено в мозжечке, тогда как максималь-
ная экспрессия Nrxn1α (SS6+) наблюдалась в ко-
ре головного мозга. Если общее обнаруженное в
каждой части мозга количество Nrxn1α предста-
вить как 100%, то значения экспрессии изоформ
(SS6–) и (SS6+) были бы следующими: 87 и 13% в
коре головного мозга, 96 и 4% в мозжечке, 94 и 6%
в остальной части мозга.

В отличие от изоформы Nrxn1α (SS6+), кото-
рая была обнаружена только в ткани головного
мозга, изоформа (SS6–) экспрессировалась и в
других тканях, таких как сердце, почки, печень и
поджелудочная железа, но в гораздо меньших ко-
личествах. Среди последних названных органов
наибольшее количество изоформы (SS6–) на-
блюдалось в поджелудочной железе.

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидных праймеров и зондов, использованных в TaqMan ПЦР в ре-
альном времени

Ген Праймер Последовательность (5'–3')

Nrxn1 Nx_probe FAM-TGATGCTCTTTTCTGCAATGGGCAAATTGAG-BHQ1
Nx_fw CTTTCAAGGTTGCCTGGCATCTGT
Nx_(SS6+)_rev GTTGTGCTGGGCCCTTGCAAG
Nx_(SS6–)_rev GTTGTGCTGGGCCCTTCGCAT

Gapdh Gapdh_probe FAM-CCTGGAGAAACCTGCCAAGTATGATG-BHQ1
Gapdh_fw CATGGCCTTCCGTGTTCCTA
Gapdh_rev CGCCTGCTTCACCACCTTCT
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Обнаруженная нами экспрессия гена Nrxn1 в
ненейрональных тканях подтверждается совре-
менными литературными данными секвенирова-
ния РНК из различных органов. Согласно дан-
ным секвенирования РНК одиночных клеток,
ген Nrxn1 экспрессируется в островках поджелу-
дочной железы человека [15] , экспрессия Nrxn1
была выявлена в альфа-, бета-, дельта-, ацинар-
ных клетках и клетках протоков поджелудочной
железы (табл. 2). Также есть данные об экспрес-
сии Nrxn1 в редких гамма-клетках поджелудоч-
ной железы [16]. Секвенирование РНК почки
мыши выявило экспрессию Nrxn1 в клетках соби-
рательных трубочек и в клетках толстой восходящей

части петли Генле. Среднее значение экспрессии
гена Nrxn1 в собирательных трубочках составило 1.8
транскриптов на миллион (TPM) [17].

Альтернативный сплайсинг по-разному регу-
лируется среди генов нейрексинов, несмотря на
их гомологию. Каждая изоформа Nrxn демон-
стрирует уникальный профиль экспрессии в за-
висимости от области, типа клеток и сенсорной
системы [18]. Механизм регуляции экспрессии
изоформ нейрексина изучен недостаточно хоро-
шо. Недавние исследования показывают, что аль-
тернативный сплайсинг сайтов SS3 и SS4 регули-
руется нейрональной активностью [1]. Мы обна-
ружили изоформу Nrxn1α со вставкой в сайте SS6

Рис. 1. Анализ экспрессии изоформ Nrxn1α (SS6+) и (SS6–) в органах крыс линии Wistar (n = 4) с использованием
TaqMan ПЦР в реальном времени. Отрезками отмечены значения среднеквадратической ошибки (SEM). ПЦР с каж-
дым образцом кДНК проводили в трех повторностях. * p < 0.001. Цифрами обозначены органы: 1 – кора мозга, 2 – моз-
жечок, 3 – остальная часть мозга, 4 – сердце, 5 – почка, 6 – печень, 7 – поджелудочная железа.
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только в головном мозге, тогда как вариант
сплайсинга без вставки в SS6 был выявлен во всех
протестированных органах. Наибольшее количе-
ство Nrxn1α (SS6–) было обнаружено в мозжеч-
ке, тогда как максимальная экспрессия Nrxn1α
(SS6+) наблюдалась в коре головного мозга.
Можно предположить, что альтернативный
сплайсинг в сайте сплайсинга SS6 представляет
собой механизм, контролирующий функцио-
нальную активность Nrxn1α в различных тканях.

Недавние исследования с использованием
комбинации электронной томографии отдельных
частиц (IPET), рентгеновской кристаллографии
и малоуглового рентгеновского рассеяния (SAXS)
показали, что эктодомен Nrxn1α принимает не-
сколько дискретных конформаций [19]. Разнооб-
разие наблюдаемых конформаций обеспечивает-
ся за счет двух основных шарнирных областей
внутри Nrxn1α. Один из шарниров расположен
между доменами LNS1 и LNS2, а другой – между
доменами LNS5 и LNS6 [19]. Было показано, что
вставка в сайте SS6, расположенная непосред-
ственно в молекулярном шарнире между домена-
ми LNS5 и LNS6, увеличивает вариабельность
конформаций молекулы [19]. Можно предполо-
жить, что включение вставки SS6 может влиять на
связывание белков-партнеров в синаптической
щели, изменяя фактические сайты связывания
или доступность к этим сайтам связывания. Со-
общается, что вставка SS6 чувствительна к про-
теолизу. Таким образом, вероятная функция
вставки SS6 может заключаться в том, чтобы сде-
лать молекулу нейрексина-1α чувствительной к
протеолизу, позволяя отщепляться области L1–
L5 [19]  с образованием секретируемой формы ре-
цептора. Подобная растворимая секретируемая
форма была обнаружена для рецептора Nrxn3 [20,
21]. Функциональное значение растворимой фор-
мы Nrxn3 подтверждается сниженной экспрессией
и соотношением трансмембранных и раствори-
мых изоформ Nrxn3 postmortem в мозге при болез-
ни Альцгеймера [22].

Тканеспецифическая экспрессия различных
изоформ Nrxn1α указывает на потенциальную

роль альтернативного сплайсинга SS6 в регуля-
ции функциональной активности Nrxn1α.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Эксперименты с животными. В экспериментах

использовали самок крыс линии Wistar (n = 4) в
возрасте 3–4 месяца (Питомник лабораторных
животных “Столбовая”, Россия). Животные бы-
ли здоровыми и содержались в стандартных усло-
виях. Перед хирургическим удалением органов
крыс анестезировали золетилом (20 мг/кг массы те-
ла) и ксилазином (5 мг/кг массы тела) в 0.9%-ном
растворе NaCl.

Органы крысы: почки, печень, поджелудоч-
ную железу, сердце и головной мозг – вырезали,
каждый орган помещали в отдельную пробирку
IKA DT-20-М (IKA, Германия) с TRIzol Reagent
(Invitrogen, США) и сразу же целиком гомогени-
зировали с использованием гомогенизатора IKA
Ultra-Turrax Tube Drive. Головной мозг делили на
три части: кору головного мозга, мозжечок и
оставшуюся часть мозга. Каждую часть мозга го-
могенизировали по отдельности.

Получение кДНК. Тотальную РНК из органов
крысы выделяли с помощью реагента TRIzol (In-
vitrogen, США) согласно протоколу производите-
ля. Для удаления примесей геномной ДНК образ-
цы тотальной РНК обрабатывали ДНКазой I
(Thermo Scientific, США) согласно протоколу
производителя. кДНК получали реакцией обрат-
ной транскрипции с использованием набора для
обратной транскрипции RevertAid RT Reverse
Transcription Kit (Thermo Scientific, США) и слу-
чайных гексамерных праймеров (random hexamer
primer), входящих в состав набора, согласно про-
токолу производителя.

TaqMan ПЦР в реальном времени. Праймеры и
специфический зонд для каждого конкретного
гена были выбраны с использованием программ
Gene Runner (http://www.generunner.net/), Oligo
Explorer (https://www.genelink.com/tools/gl-oe.asp)
и Oligo Analyzer (https://eu.idtdna.com/pag-
es/tools/oligoanalyzer), специфичность праймеров и
зондов подтверждали с помощью BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Ген Gapdh ис-
пользовали в качестве референсного гена.
Праймеры были синтезированы ЗАО “Евро-
ген” (Россия), зонды – ООО “Люмипроб РУС”
(Россия). Для обнаружения изоформ Nrxn1α
(SS6+) и (SS6–) использовали одни и те же пря-
мой праймер и зонд, но разные обратные прайме-
ры. Зонд на 5'-конце содержал метку флуоресцен-
ции FAM (Fluorescein amidites), на 3'-конце – га-
ситель BHQ1 (Black Hole Quencher 1).

Для каждой пары праймеров рассчитывали эф-
фективность реакции (Е) по формуле: E = 10 – 1/k,
где k берется из уравнения прямой линии: CT =

Таблица 2. Экспрессия гена Nrxn1 в различных типах
клеток островков поджелудочной железы человека [15]

Примечание: ТРМ – транскриптов на миллион.

Типы клеток островков 
поджелудочной железы

Значения экспрессии гена 
Nrxn1, TPM

Ацинарные клетки 1.758
Альфа-клетки 2.718
Бета-клетки 2.343
Дельта-клетки 2.841
Клетки протоков 2.642
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= klogP0 + b, в котором P0 – концентрация кДНК,
СT – количество циклов, в которых флуоресценция
достигает порогового уровня, а значения k и b по-
лучены из линейной аппроксимации экспери-
ментальных данных. Эффективность реакции для
генов-мишеней и референсного гена Gapdh со-
ставляла 2, что соответствует максимальной эф-
фективности реакции.

TaqMan ПЦР в реальном времени с каждым
образцом кДНК проводили в трех повторностях
на приборе DTprime (ДНК-Технология, Россия)
в 20 мкл реакционной смеси, использовали 1 ед.
Taq ДНК-полимеразы с “горячим стартом” (ЗАО
“Евроген”, Россия), концентрация праймеров
составляла 0.4 мкМ, зонда – 0.2 мкМ. Параметры
реакции: предварительная денатурация 95°С –
5 мин; 45 циклов амплификации: 95°С – 15 с,
60°С – 10 с, 72°С – 10 с.

Относительный уровень экспрессии (NE) вы-
числяли по формуле [23]:

где ER – эффективность реакции для рефе-
ренсного гена, ET – эффективность реакции для
гена-мишени, CTR – количество циклов, в кото-
рых флуоресценция достигает порогового уровня
для референсного гена, CTT – количество циклов,
в которых флуоресценция достигает порогового
уровня для гена-мишени.

Статистическую обработку данных ПЦР в ре-
альном времени проводили с помощью про-
граммного обеспечения Prism 6 (GraphPad
Software, США), используя критерий Стьюден-
та (t-тест). Статистически значимыми считали
отличия при p < 0.05.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведен подробный анализ экспрессии изо-
форм нейрексина-1α (Nrxn1α) с альтернативным
сплайсингом по сайту SS6 с помощью TaqMan
ПЦР в реальном времени в различных органах
крыс линии Wistar. Показана тканеспецифичная
экспрессия изоформ Nrxn1α. Изоформа, содер-
жащая вставку в сайте SS6, была обнаружена
только в нейрональных тканях, что указывает на
ее потенциальную функциональную важность.
Положение вставки SS6 в шарнирной области
между доменами LNS5 и LNS6 увеличивает вари-
абельность возможных конформаций молекулы,
что может представлять собой дополнительный
механизм регулирования функциональной ак-
тивности Nrxn1α в головном мозге.

( )
( )

R

T

R

T

,
CT

CT
ENE
E
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Neurexins are a family of synaptic adhesion proteins that play a key role in synapse formation and mainte-
nance. Neurexins undergo extensive alternative splicing at six sites (SS1–SS6) resulting in expression of thou-
sands of different isoforms. Alternative splicing regulates the functional activity of neurexins in various types
of tissues and cells and presumably plays a key role in determining the specificity of the interaction of various
neurons. In this study, we have investigated the pattern of tissue expression of neurexin-1α mRNA isoforms
including and excluding an insert in the recently discovered splice site SS6 using Real-Time PCR in different
rat organs. The isoform containing the insert in SS6 site was found only in neuronal tissues suggesting its po-
tential functional importance. Position of the SS6 insert in the hinge region between the LNS5 and LNS6
domains increases variability of possible conformations of the molecule which may represent an additional
mechanism for regulating functional activity of the neurexin-1α in the brain.

Keywords: neurexin, splicing site, SS6, brain, expression

A. G. Petrenko


