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Тирозингидроксилаза (TH) гидроксилирует L-тирозин до L-3,4-диоксифенилаланина, что пред-
ставляет собой первую и ключевую стадию синтеза дофамина, норадреналина и адреналина. 
Мутации в гене  TH человека ассоциированы с наследственными нарушениями моторики. 
В  гене  Th мыши выявлена встречающаяся у распространённых лабораторных линий мышей 
мутация C886T, приводящая к замене R278H в молекуле фермента. В работе исследовали влия-
ние данной мутации на активность TH в среднем мозге мыши. Было показано, что активность 
TH в мозге мышей подвида Mus musculus сastaneus (CAST), гомозиготных по аллели 886C, выше, 
чем у мышей инбредных линий C57BL/6 и DBA/2, гомозиготных по аллели 886T. При этом такая 
разница в активности фермента не связана с изменением в уровне мРНК гена  Th и концентра-
ции белка TH. В среднем мозге мышей из популяции расщепляющихся интеркроссов F2 между 
C57BL/6 и CAST выявлено сцепление аллели 886C с высокой активностью фермента и полное 
доминирование данной аллели над аллелью 886T. В то же время данная мутация не влияла на 
уровень белка TH в мозге. Это доказывает, что мутация C886T является основным генетическим 
фактором, определяющим активность TH в мозге мышей распространённых лабораторных ли-
ний. Мутация C886T является первой спонтанной распространённой мутацией в гене  Th мыши, 
для которой показано влияние на активность фермента. Полученный результат создаёт базу для 
углубления представлений о роли TH в механизмах адаптивного и патологического поведения, 
о молекулярных механизмах регуляции активности данного фермента и поиска фармакологи-
ческих средств коррекции его активности.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: тирозингидроксилаза, мутация C886T, активность, экспрессия, мозг, мыши.
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Принятые сокращения: CAST – Mus musculus сastaneus; DA – дофамин; GAPDH – глицеральдегид-3-фосфатде-
гидрогеназа; L-DOPA – L-3,4-диоксифенилаланин; TH – тирозингидроксилаза.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Дофаминовая (DA) система мозга играет клю-
чевую роль в регуляции нервной системы, эндо-
кринных желез и в механизмах адаптивного и 
патологического поведения [1–4]. Нигростриарная 
DA система регулирует моторику, её гиперфунк-
ция сопровождается гиперактивностью [5–7], а её 
гипофункция  – дистонией  [8–10] и каталепсией/
кататонией [11,  12]. Мезолимбическая DA система 
участвует в оценке значимости сигнала для орга-
низма и играет ключевую роль в процессе обуче-

ния  [13–15] и формирования наркотической зави-
симости  [16–19].

В мозге DA синтезируется из аминокислоты 
L-тирозина в два этапа: на первом этапе фермент 
тирозингидроксилаза (TH) гидроксилирует L-тиро-
зин до L-3,4-дигидроксифенилаланина (L-DOPA), на 
втором этапе фермент декарбоксилаза ароматиче-
ских аминокислот декарбоксилирует L-DOPA до DA. 
Реакция гидроксилирования L-тирозина является 
ключевой, определяющей уровень DA в мозге. Дей-
ствительно, нокаут гена  Th снижает уровень DA 
в головном мозге мышей  [20,  21]. Показана ассо-
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циация некоторых мутаций в гене TH человека с 
дистонией и детским паркинсонизмом  [22], рис-
ком болезни Паркинсона  [22,  23], дистонией  [24–
27] и биполярными расстройствами  [28]. Однако 
изучение цепи молекулярных событий, связыва-
ющих мутацию в гене  TH с нарушениями нерв-
ной системы, моторики и психических функций 
человека, затруднено социальными и этическими 
ограничениями. Поэтому задача моделирования 
нарушения молекулярных событий, вызванных 
мутациями, на лабораторных грызунах является 
чрезвычайно актуальной.

В базе данных Ensembl genome database (https://
www.ensembl.org/index.html) можно найти инфор-
мацию о 21  однонуклеотидном полиморфизме 
(SNP) в гене  Th мыши, вызывающем замену ами-
нокислоты в молекуле TH. Только одна мутация 
из 21  SNP, а именно C886T, приводящая к замене 
R278H в молекуле TH, выявлена в гене  Th широко 
распространённых линий лабораторных мышей. 
Аллель 886T обнаружена у мышей большинства 
лабораторных линий, таких как C57BL/6, C3H, 
DBA/2, CBA, в то время как аллель 886C выявлена 
у мышей подвида Mus musculus castaneus (CAST). 
Ранее было показано, что мутация G1449A в гене 
Tph2 мыши (замена R441H в молекуле трипто
фангидроксилазы  2) резко снижает активность дан-
ного фермента в мозге мышей  [29,  30]. Поскольку 
TH и TPH2 являются родственными ферментами 
из группы гидроксилаз ароматических аминокис-
лот [31], можно ожидать, что мутация C886T также 
будет снижать активность TH.

Целью исследования было изучение влияния 
мутации C886T в гене  Th на активность TH в мозге 
мыши. Для этого были сравнены активности TH 
в среднем мозге – структуре, содержащей тела DA 
нейронов  – у мышей линий C57BL/6 (886T), DBA/2 
(886T) и CAST (886C). Чтобы учесть возможное 
влияние на активность TH межлинейных разли-
чий по уровню экспрессии гена  Th, был определён 
уровень мРНК данного гена и уровень белка TH в 
среднем мозге этих линий мышей. Чтобы оценить 
вклад данной мутации в активность TH на фоне 
влияния других генов, было изучено сцепление 
аллелей 886T и 886C с активностью фермента в 
среднем мозге расщепляющихся интеркроссов F2 
между мышами C57BL/6 и CAST.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Опыты проводились на полово-
зрелых самцах линий C57BL/6 (n  =  6), DBA/2 (n  =  6) 
и самцах подвида CAST (n  =  5), а также на 41  по-
ловозрелых самцах и самках интеркроссов F2 
между мышами C57BL/6 и CAST. Последние были 
получены в результате скрещивания между собой 

гибридов первого поколения F1(C57BL/6× CAST). 
На  момент начала эксперимента все мыши были 
в возрасте 12  недель и имели статус SPF (specific 
pathogen free) на протяжении всего эксперимента. 
Животные содержались в стандартных условиях 
SPF-вивария при постоянной температуре 23  °С 
и световом режиме «14  ч свет и 10  ч темнота» 
(включение и выключение света в 01:00 и 15:00 
соответственно). Полноценный стерильный сухой 
корм и воду животные получали без ограничений. 
В возрасте 3  недель молодых животных отсажи-
вали от матерей в группы по 4–5 животных одного 
пола в клетке (Optimice, «Animal Care Systems, Inc.», 
США). Животных маркировали засечками на ушах, 
и кусочки ушей, полученные при маркировке, 
использовали для выделения ДНК и определения 
генотипа животного. За два дня до начала экс-
перимента животных изолировали в отдельные 
клетки, чтобы уменьшить возможное влияние 
группового эффекта на активность TH. Животных 
усыпляли CO2, декапитировали, выделяли средний 
мозг, содержащий тела DA нейронов, экспрессиру-
ющих TH, замораживали его в жидком азоте и хра-
нили при −80  °С до определения активности  TH.

Генотипирование аллелей 886T и 886C. 
Образцы геномной ДНК выделяли из кусочков 
ушей, полученных при маркировке животных, 
с помощью осаждения насыщенным раствором 
NaCl, растворяли в стерильной воде, измеряли 
их оптическую плотность на спектрофотометре 
NanoDrop 2000 («Thermo Fisher Scientific», США) и 
разводили до концентрации 50  нг/мкл. Определе-
ние аллелей 886T и 886C проводили с помощью 
разработанного нами метода количественной 
ПЦР реального времени, используя набор реак-
тивов R-402 («Синтол», Россия), прямого праймера 
(5′-GTAAGGGACCTCGCATCAGA-3′) и двух обратных 
T-аллель-(5′-CAGCTGGAGGATGTGTCACA-3′) и C-ал-
лель-(5′-CAGCTGGAGGATGTGTCACG-3′) специфичных 
праймеров. Для увеличения специфичности  T в 
18  позиции аллель-специфичных праймеров был 
заменён на A. Для диагностики аллелей каждый 
образец ДНК (50  нг) амплифицировали сначала в 
присутствии прямого и T-специфичного прайме-
ров, а затем прямого и C-специфичного праймеров 
на амплификаторе реального времени CFX96 («Bio-
Rad», США) по рекомендованному производителем 
(«Синтол») протоколу: 94  °С  – 5  мин, (94  °С  – 15  с, 
60  °С  – 60  с, 80  °С  – 2  с, измерение флуоресцен-
ции)  ×  40  циклов. Количество продуктов опреде-
ляли по флуоресценции флуорофора Sybr Green 
после нагревания смеси до 80  °С для плавления 
димеров. Пороговый цикл был 24–25 при совпаде-
нии аллели в образце ДНК с выбранным аллель-
специфическим праймером и больше 28 в против-
ном случае. Для большей точности диагностику 
каждой пробы повторяли 3  раза.

https://www.ensembl.org/index.html
https://www.ensembl.org/index.html
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Приготовление проб для ОТ-ПЦР и ВЭЖХ. 
Для определения активности TH и уровня мРНК 
гена Th средний мозг гомогенизировали в 400  мкл 
холодного 50 мМ Tris-HCl, pH  6,0, с помощью мик-
рогомогенизатора (Z359971, «Sigma-Aldrich», Герма-
ния). Аликвоту 100  мкл гомогената немедленно  
смешивали с 1  мл реагента ExtractRNA («Eurogene», 
Россия) для экстракции общей РНК, согласно про-
токолу производителя. Осадок РНК растворяли в 
25  мкл стерильной воды, обрабатывали свобод-
ной от РНК ДНКазой EM-100 («Биолабмикс», Рос-
сия), согласно протоколу производителя, измеря-
ли оптическую плотность на спектрофотометре 
NanoDrop 2000 («Thermo Fisher Scientific»), разводи-
ли стерильной водой до концентрации 125  нг/мкл 
и хранили при –80  °С. Качество образцов общей 
РНК проверяли с помощью электрофореза в 
1%-ном агарозном геле: в дальнейшее исследова-
ние были взяты только образцы с чётко выражен-
ными двумя полосами рибосомальной РНК.

Оставшиеся 300  мкл гомогената центрифуги-
ровали 15  мин при 12  700  об./мин (4  °С). Чистый 
супернатант переносили в чистые пробирки, 
определяли концентрацию белка по Бредфорду с 
помощью набора Bio-Rad Protein Assay («Bio-Rad»), 
согласно протоколу производителя, хранили при 
–80  °С и использовали для определения актив-
ности TH.

Определение активности TH. Нами был раз-
работан метод количественного определения 
активности TH в тканях мозга с помощью ВЭЖХ 
по скорости синтеза L-DOPA. Аликвоту 15  мкл 
чистого супернатанта, содержащего TH, инкуби-
ровали 15  мин при 37  °С в присутствии 0,3  мМ 
L-тирозина («Sigma-Aldrich»), 0,3  мМ искусствен-
ного кофактора 6,7-диметил-5,6,7,8-тетрагидропте-
ридина (DMPH4, «Sigma-Aldrich»), 0,3  мМ ингиби-
тора декарбоксилазы, m-гидроксибензилгидразина 
(«Sigma-Aldrich»), и 5 ед. каталазы («Sigma-Aldrich») 
в конечном объёме 25  мкл. Инкубацию останав-
ливали путём добавления 75  мкл 0,6  М HClO4. Бе-
лок осаждали центрифугированием 15  мин при 
14  000  об./мин. Чистый супернатант разбавляли 
вдвое ультрачистой водой, чтобы снизить концен-
трацию кислоты до безопасного для детектора зна-
чения, 0,3  М. Синтезированный L-DOPA отделяли 
на колонке Luna C18(2) (длина 100  мм, диаметр 
4,6  мм, размер частиц 5  мкм, «Phenomenex», США),  
которой предшествовала предколонка Zorbax SB-C8 
(длина 12,5  мм, диаметр 4,6  мм, размер частиц 
5  мкм, «Agilent», США) на хроматографе LC-20AD 
(«Shimadzu Corporation», Япония). Мобильная фаза 
(pH  3,2) содержала 13,06  г KH2PO4, 200  мкл 0,5  М 
Na2ЭДТА, 300  мг натриевой соли 1-октансульфоно-
вой кислоты, 940 мкл концентрированной H3PO4 и 
130  мл метанола (13%) в 1  л. Скорость мобильной 
фазы была 0,6  мл/мин. Концентрацию синтезиро-

ванного L-DOPA определяли с помощью электрохи-
мического детектора DECADE  II™ и стеклоуглерод-
ного электрода VT-03 (3  мм, «Antec», Нидерланды). 
Температура колонки и детектора была 40  °С. 
В  этих условиях время освобождения L-DOPA с 
колонки составляло 4 мин. Площадь пика L-DOPA 
определяли с помощью программы LabSolution 
LG/GC, версия 5.54 («Shimadzu Corporation») и кали-
бровали с помощью стандартов 25, 50 и 100 пмоль 
L-DOPA. Активность TH выражали в пмоль L-DOPA, 
синтезированного за 1  мин, в пересчёте на 1  мг 
белка, измеренного по Бредфорду.

Примечание  1. Поскольку не было обнаруже
но следов эндогенного L-DOPA в супернатанте, 
тканевый контроль проб не проводился.

Примечание  2. К сожалению, время освобо-
ждения L-DOPA с колонки (4  мин) совпадает с та-
ковым для кофакторов 5,6,7,8-тетрогидробиоптери-
на и 6-метил-5,6,7,8-тетрагидроптерина. Поэтому  
в исследованиях использовался только DMPH4 
в  качестве кофактора.

Определение уровня мРНК гена Th. Синтез 
кДНК осуществляли со случайным гексануклео-
тидным праймером с помощью набора реакти-
вов R01 («Биолабмикс»), согласно протоколу про-
изводителя. Уровень кДНК гена  Th определяли с 
помощью набора реактивов R-402 («Синтол»), пря-
мого (5′-CCGTACACCCTGGCCATTGATG-3′) и обратного 
(5′-ATGAAGGCCAGGAGGAATGCAGG-3′) праймеров, 
специфичных для нуклеотидной последовательно-
сти экзона гена  Th мыши, согласно протоколу про-
изводителя: 94  °С – 5 мин, (94  °С – 15 с, 64  °С – 60 с, 
80  °С  – 2  с, измерение флуоресценции)  ×  40  [31]. 
В качестве гена домашнего хозяйства использо-
вали Polr2а. Образцы кДНК амплифицировали с 
прямым (5′-GTTGTCGGGCAGCAGAATGTAG-3′) и обрат-
ным (5′-TCAATGAGACCTTCTCGTCCTCC-3′) праймера-
ми, специфичными для нуклеотидной последо-
вательности экзона гена Polr2а мыши, согласно 
протоколу производителя: 94  °С  – 5  мин, (94  °С  – 
15  с, 63  °С  – 60  с, 80  °С  – 2  с, измерение флуорес-
ценции)  ×  40  [32]. Для калибровки значений поро-
гового цикла использовали батарею стандартов, 
содержащих соответственно 25, 50, 100, 200, 400, 
800, 1600 и 3200  копий геномной ДНК мыши 
в  1  мкл. Уровень экспрессии гена  Th оценивали 
числом копий кДНК данного гена в пересчёте на 
100  копий кДНК гена Polr2а  [33].

Определение количества белка с помощью 
Вестерн-блот анализа. Уровень белка ТГ опреде-
ляли с помощью Вестерн-блот анализа, как опи-
сано ранее  [34]. Белок разделяли в 10%-ном геле 
с помощью SDS-PAGE гель-электрофореза. На одну 
дорожку добавляли аликвоту образца с общей кон-
центрацией белка 10 мкг. Для выявления целевого 
белка были использованы поликлональные анти-
тела кролика к белку TГ (1  :  500, ab112, «Abcam», 
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Великобритания). В качестве внутреннего контро-
ля были использованы поликлональные антитела 
кролика к глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназе, 
GAPDH (1  :  2000, ab9485, «Abcam»), и моноклональ-
ные антитела мыши к GAPDH (1  :  10  000, HC301, 
«TransGen», Китай). Экспрессию белка ТГ норми-
ровали на экспрессию белка GAPDH и выражали в 
относительных единицах. Белок ТГ детектировали 
на 60  кДа, GAPDH  – на 37  кДа.

Статистический анализ полученных ре-
зультатов проводили в программе Statistica  9.0 
(«StatSoft, Inc.»). Значения уровня мРНК гена  Th, 
уровня белка и активности TH в среднем мозге 
выражали как среднее ±  ошибка среднего и ана-
лизировали с помощью однофакторного (межли-
нейные различия) и двухфакторного (F2) ANOVA 
с последующим межгрупповым сравнением мето-
дом LSD по Фишеру. Соответствие расщепления 
генотипов TT, TC и CC среди интеркроссов F2 со-
отношению 1  :  2  :  1 проверяли с помощью χ2-кри-
терия Пирсона. Уровень значимости был принят 
равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Сравнение экспрессии гена Th и активно-
сти TH в среднем мозге самцов мышей линий 
C57BL/6 (886T), DBA/2 (886T), CAST (886C). Мыши 
трёх исследуемых линий различались по актив-
ности TH в среднем мозге (F(2,14)  =  21,68, p  <  0,001). 
Активность фермента в среднем мозге мышей 
CAST была значительно выше, чем у мышей ли-

ний C57BL/6 (p  <  0,001) и DBA/2 (p  <  0,001) (рис.  1). 
В то же время межлинейных различий по уров-
ню транскриптов гена Th (F(2,13)  =  2,67, p  =  0,11) и 
белка TH (F(2,14)  =  1,23, p  =  0,32) в среднем мозге 
данных линий мышей не выявлено (рис.  1).

Активность TH в среднем мозге интеркрос-
сов F2. Количество самцов и самок генотипов TT, 
TC и CC среди 42  интеркроссов F2 представлено в 
таблице. Для статистики данные по самцам и сам-
кам каждого генотипа были объединены. Полу-
ченные значения хорошо соответствуют ожидае-
мому распределению 1  :  2  :  1 (χ2(1)  =  0,805, p  >  0,05).

Двухфакторный ANOVA выявил высокий 
вклад фактора «генотип» в активность TH в 
среднем мозге F2 (F(2,34)  =  9,47, p  <  0,001). В то 
же время не было обнаружено влияния фактора 
«пол» (F(1,34)  <  1) и взаимодействия факторов 
(F(2,34)  =  1,74, p  =  0,19) на активность TH в сред-
нем мозге мышей F2, что позволяет объединить 
значения для самцов и самок одного генотипа, 
чтобы увеличить выборки для каждого генотипа. 

Распределение числа самцов и самок с генотипами 
TT, TC и CC среди самцов и самок интеркроссов F2, 
полученных при скрещивании гибридов F1 (C57BL/6× 
CAST)

Генотип Самцы Самки Самцы + самки

TT 5 3 8

TC 13 10 23

CC 5 6 11

Рис. 1. Активность TH (а), уровень мРНК гена Th (б) и уровень белка TH  (в) в среднем мозге мышей инбред-
ных линий C57BL/6 (TT), DBA/2 (TT) и подвида CAST (CC). Представлены индивидуальные значения, сред-
ние  ±  ошибки средних. Экспрессия гена Th калибрована на экспрессию гена Polr2а, а уровень белка TH ка-
либрован на уровень белка GAPDH. ***  p  <  0,001 vs CAST



МУТАЦИЯ C886T В ГЕНЕ TH 1011

БИОХИМИЯ том 89 вып. 6 2024

Рис. 2. Активность (а) и уровень белка  (б) TH в среднем мозге интеркроссов F2 с генотипами TT, TC и CC. 
Данные по самцам и самкам объединены. Представлены индивидуальные значения, средние ± ошибки сред-
них. Уровень белка TH калиброван на уровень белка GAPDH. *  p  <  0,05, ***  p  <  0,001 vs TT

Активность TH в среднем мозге у особей с гено-
типом TT была ниже, чем у особей с генотипом 
TC (p  <  0,001) и CC (p  =  0,02) (рис. 2). В то же время 
различий между генотипами по уровню белка TH 
выявлено не было (F(2,38)  =  2,22, p  =  0,12) (рис.  2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Данное исследование предоставляет первое 
экспериментальное доказательство влияния рас-
пространённой мутации C886T в гене Th на актив-
ность TH в среднем мозге лабораторных мышей. 
Данная структура была выбрана потому, что TH 
экспрессируется в телах дофаминовых и норадре-
налиновых нейронов, расположенных в среднем 
мозге, а затем аксональным транспортом распре-
деляется по другим структурам мозга, имеющим 
проекции от данных нейронов. На первом этапе 
исследования были сравнены активности TH в 
среднем мозге мышей двух генотипов, TT (C57BL/6 
и DBA/2) и CC (CAST), и было обнаружено увеличе-
ние активности фермента у мышей с генотипом 
CC по сравнению с животными с генотипом TT. 
Хотя данная мутация находится в каталитическом 
домене молекулы TH и даже теоретически не мо-
жет влиять на экспрессию гена Th, нельзя исклю-
чить, что увеличенная активность фермента у 
мышей CAST может быть вызвана неизвестными 
генетическими факторами, увеличивающими экс-
прессию данного гена и/или уровень белка. Для 
проверки этого предположения была измерена 
экспрессия гена Th и белка TH в среднем мозге 
мышей линий C57BL/6, DBA/2 и CAST. Не были 

выявлены различия по данным признакам между 
этими генотипами мышей. Можно предположить, 
что у данных трёх исследованных генотипов раз-
личия в активности фермента не связаны с регу-
ляцией экспрессии кодирующего его гена и/или 
стабильности белка.

Строгое доказательство связи аллелей 886C и 
886T с высокой и низкой активностью TH может 
быть получено только демонстрацией сцепления 
данных аллелей с высокой/низкой активностью 
фермента соответственно. Для этого были полу-
чены расщепляющиеся интеркроссы F2 и иссле-
дована связь активности TH с генотипами TT, TC 
и CC у этих мышей. Было показано, что распреде-
ление данных генотипов среди F2 хорошо соответ-
ствует ожидаемому менделевскому расщеплению 
1  :  2  :  1, что, в свою очередь, может служить до-
казательством отсутствия влияния данной мута-
ции на выживание мышей. Было показано, что 
активность TH в мозге мышей F2 с генотипами 
TC и CC выше, чем у мышей с генотипом TT. Этот 
результат не только демонстрирует сцепление вы-
сокой активности фермента с аллелью 886C, но 
и свидетельствует о том, что данный полимор-
физм C886T в гене  Th является основным генети-
ческим фактором, определяющим активность TH 
в головном мозге мышей. Действительно, влия-
ние данного фактора на активность TH настоль-
ко велико, что расщепление по огромному числу 
мутаций, по которым различаются мыши C57BL/6 
и CAST, но которые теоретически могут влиять на 
активность TH, не может замаскировать эффект 
мутации C886T. В то же время не было выявлено 
сцепления данной мутации с уровнем белка TH.  
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Этот результат можно рассматривать как дополни-
тельное экспериментальное доказательство того, 
что полиморфизм C886T не влияет на экспрессию 
и/или стабильность белка TH.

Возникает закономерный вопрос о возможном 
молекулярном механизме снижения активности 
TH, вызванного заменой R278H в молекуле фер-
мента. Наиболее ожидаемый механизм  – сниже-
ние уровня активного белка за счёт уменьшения 
стабильности и времени жизни мутантного белка. 
В этом случае активность TH у гетерозигот дол-
жна равняться средней арифметической таковой 
у обоих гомозигот. Недавно было показано, что 
мутация C1473G в гене Tph2 мыши, вызывающая 
замену P447R в молекуле фермента, снижает ста-
бильность молекулы ТPH2, уменьшает время её 
жизни и, как следствие, число активных молекул 
фермента  [35]. Было показано, что активность 
TPH2 в мозге гетерозигот 1473CG равна среднему 
арифметическому активности фермента у гомо-
зиготных особей 1473CC и 1473GG  [36]. В данном 
исследовании не было обнаружено различий по 
активности TH между генотипами 886TC и 886CC, 
что свидетельствует о полном доминировании 
действия аллели 886C. Такой характер наследова-
ния противоречит гипотезе о влиянии мутации 
C886T на уровень белка TH. Поскольку TH, как и 
все гидроксилазы ароматических аминокислот, 
является тетрамером, состоящим из 4 субъединиц, 
можно предположить, что присутствие в сборке 
«нормальной» субъединицы (аллель 886C) у ге-
терозиготных животных каким-то образом кор-
ректирует негативное воздействие «дефектной» 
субъединицы (аллель 886T) на активность всего 
тетрамера. Однако выяснение точного механизма 
действия замены R278H на активность TH требует 
специального исследования на рекомбинантных 
молекулах TH.

Поскольку TH является ключевым ферментом 
синтеза DA, который регулирует двигательную ак-
тивность, можно предполагать связь аллели 886C 
с увеличением уровня/метаболизма DA и двига-
тельной активности. Однако на настоящем этапе 
эти предположения проверить невозможно из-за 

значительной неконтролируемой генетической 
вариабельности данных признаков. Для изуче-
ния связи мутации C886T с уровнем DA и двига-
тельной активностью необходимо значительно 
снизить долю неконтролируемой вариации этих 
признаков за счёт проведения минимум 10 после-
довательных беккроссирований гетерозиготных 
особей (886CT) на линию C57BL/6 (886TT).

Данное исследование является пилотным, в 
котором однозначно доказано, что полиморфизм 
C886T представляет собой ключевой фактор, опре-
деляющий активность TH в мозге мышей. Мутация 
C886T является первой естественной распростра-
нённой мутацией в гене  Th мыши, для кото-
рой показано влияние на активность фермента. 
Это  открывает широкие возможности для экспе-
риментального моделирования влияния функ-
циональных мутаций в гене Th на выраженность 
физиологических функций в норме и при пато-
логиях.
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THE C886T MUTATION IN THE TH GENE REDUCES THE ACTIVITY 
OF TYROSINE HYDROXYLASE IN THE BRAIN OF MICE

I. Alsallum1,2, V. S. Moskaliuk1, I. A. Rakhov2, D. V. Bazovkina1, and A. V. Kulikov1,2*

1 Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of Russian Academy of Sciences,  
630090 Novosibirsk, Russia
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Tyrosine hydroxylase (TH) catalyzes hydroxylation of L-tyrosine to L-3,4-dihydroxyphenylalanine, the 
initial and rate-limiting step in the synthesis of dopamine, noradrenaline, and adrenaline. Mutations 
in the human TH gene are associated with hereditary motor disorders. The common C886T mutation 
identified in the mouse Th  gene results in the R278H substitution in the enzyme molecule. We inves-
tigated the impact of this mutation on the TH activity in the mouse midbrain. The TH activity in the 
midbrain of Mus musculus castaneus (CAST) mice homozygous for the 886C allele was higher compared 
to C57BL/6 and DBA/2 mice homozygous for the 886T allele. Notably, this difference in the enzyme 
activity was not associated with changes in the Th gene mRNA levels and TH protein content. Analysis 
of the TH activity in the midbrain in mice from the F2 population obtained by crossbreeding of C57BL/6 
and CAST mice revealed that the 886C allele is associated with a high TH activity. Moreover, this allele 
showed complete dominance over the 886T allele. However, the C886T mutation did not affect the 
levels of TH protein in the midbrain. These findings demonstrate that the C886T mutation is a major 
genetic factor determining the activity of TH in the midbrain of common laboratory mouse strains. 
Moreover, it represents the first common spontaneous mutation in the mouse Th  gene whose influence 
on the enzyme activity has been demonstrated. These results will help to understand the role of TH 
in the development of adaptive and pathological behavior, elucidate molecular mechanisms regulating 
the  activity of TH, and explore pharmacological agents for modulating its function.
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