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Обоснование. Расстройство аутистического спектра и синдром дефицита внимания и гиперактивности пред-
ставляют собой сложные нарушения развития нервной системы. Оба заболевания диагностируются в детском 
возрасте и часто бывают коморбидными. Крысы с нокаутом гена транспортера дофамина проявляют симптома-
тику, характерную для синдрома дефицита внимания и гиперактивности. Для моделирования расстройства аутис-
тического спектра используют пренатальное введение вальпроевой кислоты. Дисфункция дофаминергической 
системы может быть одной из причин развития синдрома дефицита внимания и гиперактивности и расстройства 
аутистического спектра. Однако нейрохимические механизмы, лежащие в основе дисфункции дофаминергиче-
ской системы и способствующие патогенезу расстройства аутистического спектра, требуют дальнейшего изучения. 

Цель — исследование уровней экспрессии мРНК генов катаболизма дофамина у крыс-гетерозигот с нокаутом 
гена, кодирующего транспортер обратного захвата дофамина, и индуцированным вальпроатным синдромом.

Материалы и методы. Работа выполнена на 32 крысах в возрасте 40 дней (подростковый возраст). Всего 
в работе было сформировано 4 группы крыс: DAT:Salt, DAT:VPA, WT:VPA и WT:Salt, где DAT/WT — нали-
чие или отсутствие генетического фактора (DAT  — гетерозигота по нокауту гена SLC6A3, WT — дикий тип), 
VPA/Salt  — наличие или отсутствие токсического фактора (индуцированный вальпроатный синдром).

Результаты. Экспрессия мРНК ферментов моноаминоксидазы А и моноаминоксидазы B в среднем мозге 
была снижена в группах DAT:Salt, DAT:VPA и WT:VPA по сравнению с контрольной группой WT:Salt. Экс-
прессия мРНК катехол-О-метилтрансферазы в среднем мозге у крыс DAT:Salt значительно выше, чем в кон-
трольной группе WT:Salt, однако введение вальпроевой кислоты приводит к снижению экспрессии катехол-О-
метилтрансферазы у крыс-гетерозигот по нокауту гена SLC6A3. В префронтальной коре и стриатуме не было заме-
чено изменений в экспрессии мРНК моноаминоксидазы А, моноаминоксидазы B и катехол-О-метилтрансферазы. 

Заключение. Развитие вальпроатного синдрома и/или нарушение обратного захвата дофамина приводят к сни-
жению уровня мРНК моноаминоксидазы А и моноаминоксидазы  B в среднем мозге крыс. Пренатальное воз-
действие вальпроевой кислоты приводило к снижению уровня мРНК катехол-О-метилтрансферазы в среднем 
мозге у крыс-гетерозигот по нокауту гена DAT.

Ключевые слова: расстройство аутистического спектра; синдром дефицита внимания и гиперактивности; 
вальпроевая кислота; вальпроатный синдром; дофамин. 
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BACKGROUND: Autism spectrum disorder and attention deficit hyperactivity disorder are complex disorders of nervous 
development. Both diseases are diagnosed in childhood and are often comorbital. Rats with a knockout of the dopamine 
transporter gene (DAT) exhibit symptoms characteristic of attention deficit hyperactivity disorder. Prenatal treatment with 
valproic acid is used to model autism spectrum disorder. Dysfunction of the dopaminergic system may be one of the 
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acid  — вальпроевая кислота; ПФК  — префронтальная кора; МАО-А  — моноаминоксидаза А; МАО-В  — моноаминоксидаза B; 
СОМТ  — катехол-О-метилтрансфераза. 
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causes of attention deficit hyperactivity disorder and autism spectrum disorder. However the neurochemical mechanisms 
underlying dysfunction of the dopaminergic system and contributing to the pathogenesis of attention deficit hyperactivity 
disorder require further studies. 

AIM: Therefore, the aim of the work was to investigate the expression levels of dopamine catabolism genes in het-
erozygous rats with a knockout of the DAT encoding gene and induced valproate syndrome.

MATERIALS AND METHODS: The work was performed on 32 rats aged 40 days (adolescence). In total, 4 groups 
of baby rats were formed in the study: DAT:Salt, DAT:VPA, WT:VPA and WT:Salt, where DAT/WT is the presence or 
absence of a genetic factor (DAT is a heterozygote for knockout of the SLC6A3 gene, WT is the wild type), VPA/Salt 
is the presence or absence of a toxic factor (induced valproate syndrome).

RESULTS: The expression of mRNA monoamine oxidase A and monoamine oxidase B in the midbrain was reduced 
in the groups DAT:Sat, DAT:VPA, WT:VPA compared to the control group WT:Salt. The expression mRNA of catechol-
O-methyltransferase mRNA in the midbrain of rats DAT:Salt is significantly higher than in the control group WT:Salt, 
however, the treatment with valproic acid leads to a decrease in catechol-O-methyltransferase expression in heterozygous 
rats by knocking out the SLC6A3 gene. No changes in the expression of monoamine oxidase A, monoamine oxidase B, 
catechol-O-methyltransferase mRNA were observed in the prefrontal cortex and striatum. 

CONCLUSIONS: The development of valproate syndrome and/or reduce dopamine reuptake leads to a decrease in 
the levels of monoamine oxidase A and monoamine oxidase B mRNA in the rat midbrain. Prenatal exposure to val-
proic acid led to a decrease in the level of catechol-O-methyltransferase mRNA in the midbrain of heterozygous rats 
by knockout of the DAT gene.

Keywords: autism spectrum disorder; attention deficit hyperactivity disorder; valproic acid; valproic syndrome; do-
pamine.

Обоснование

Расстройство аутистического спектра (РАС) — 
группа заболеваний, проявляющихся в детском 
возрасте, которые характеризуются дефицитом 
социального взаимодействия и стереотипией 
поведения [1]. Все чаще обсуждается наруше-
ние  работы дофаминергической системы в ка-
честве одного из потенциальных факторов раз-
вития РАС [2]. Предполагается, что социальный 
дефицит у пациентов с РАС связан с дисфунк-
цией мезокортиколимбического пути, в то время 
как стереотипное поведение может быть обуслов-
лено дисфункцией нигростриатального пути 
[2, 3]. Транспортер обратного захвата дофами-
на  (DAT, dopamine transporter) играет важную 
роль, контролируя вне-/внутриклеточный уро-
вень дофамина, следовательно, нарушение его ра-
боты может стать одной из причин развития РАС. 

Цель работы — исследование уровней экс-
прессии мРНК ферментов, ответственных за ка-
таболизм дофамина, у крыс-гетерозигот с нокау-
том гена, кодирующего DAT, и индуцированным 
вальпроатным синдромом.

Материалы и методы

 Работа выполнена на 32 крысах в возрасте 
40 дней (подростковый возраст). Всего в работе 
было сформировано 4 группы крыс: DAT:Salt, 
DAT:VPA, WT:VPA и WT:Salt, где DAT/WT — 
наличие или отсутствие генетического фактора 
(DAT — гетерозигота по нокауту гена SLC6A3, 
WT — дикий тип), VPA/Salt — наличие или отсут-
ствие токсического фактора (индуцированный 
вальпроатный синдром). 

РАС моделировали введением вальпроевой 
кислоты (VPA, valproic acid) в дозе 600 мг/кг  

на 12,5-й  день беременности самки, так как 
в 11–13-е дни пренатального развития крыс 
формируется нервная трубка, а VPA приводит 
к нарушению ее развития [4]. Такие параметры 
введения позволяют получить аутичноподобный 
фенотип у потомства [5–8]. 

Крыс с индуцированным вальпроатным син-
дромом декапитировали на 40-й день экспери-
мента, осуществляли забор структур: стриатума, 
префронтальной коры (ПФК) и среднего мозга. 
Образцы хранили при температуре –70 °С.

Выделение тотальной РНК производили 
коммерческим набором ExtractRNA (#BC032, 
Евроген, Россия) согласно инструкции. Кон-
цент рацию РНК в пробах измеряли на спек-
трофотометре NanoDrop 2000C. Для опреде-
ления качества выделенной РНК проводили 
неденатурирующий гель-электрофорез в 1 % ага-
розе. Реакцию обрат ной транскрипции прово-
дили с использованием коммерческого набора 
MMLV RT kit (#SK021, Евроген) в соответствии 
с инструк цией. Полученную кДНК хранили 
при температуре –20 °С. 

Полимеразную цепную реакцию проводи-
ли на амплификаторе CFX96 Real-Time Sys-
tem (США) с использованием коммерческого на-
бора реактивов qPCRmix-HSSYBR-5X (#PK155S, 
Евроген). Для каждой пары праймеров пред-
варительно подбирали индивидуальные темпе-
ратурные характеристики. Последовательности 
праймеров приведены в таблице. 

Для расчета количества мРНК был исполь-
зован сравнительный 2–ΔΔCt-метод. Уровень экс-
прессии генов определяли по содержанию мРНК 
генов интереса относительно среднего геометри-
ческого количества мРНК двух референсных ге-
нов (18S и Pgc-1).
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Проверку на нормальность осуществляли 
с помощью критерия Шапиро – Уилка. Для ста-
тистической обработки данных использовали 
двухфакторный дисперсионный анализ с по-
правкой Тьюки на множественное сравнение. 

Результаты

Было показано, что в среднем мозге уровень 
экспрессии мРНК катехол-О-метилтрансферазы 
(COMT, сatechol-O-methyl transferase) у крыс 
из группы DAT:Salt в 17,4 раза выше по срав-
нению с контрольной группой WT:Salt (рис. 1). 
При этом воздействие VPA в группе DAT:VPA 
привело к снижению уровня мРНК COMT 
по сравнению с DAT:Salt в 6,3  раза. Для COMT 

в среднем мозге взаимодействие факторов 
F1,18 = 101,4, p < 0,0001, генетический фактор 
F1,18 = 149,7, p < 0,0001, токсический фактор 
F1,18 = 97,13, p < 0,0001. Для моноаминокси-
дазы А (MAO-A) взаимодействие F1,18 = 0,45, 
p = 0,5108, генетический фактор F1,18 = 31,36, 
p < 0,0001, токсический фактор F1,18 = 13,47, 
p = 0,0018. Таким образом, нокаут гена DAT 
и пренатальное воздействие VPA приводит к сни-
жению уровня мРНК MAO-A в среднем мозге, 
но взаимодействия между факторами не наблю-
дается. Для моноаминоксидазы B (MAO-B) вза-
имодействие F1,18 = 4,859, p = 0,0408, генетиче-
ский фактор F1,18 = 17,8, p = 0,0005, токсический 
фактор F1,18 = 4,205, p = 0,0552. Мы предпола-
гаем, что к снижению уровня MAO-B приводит 

Таблица 1 / Table 1

Последовательности прямого и обратного праймеров
Forward and reverse primers sequences

Ген Последовательности праймеров Температура отжига, °C

18S 5՛-ACGGACCAGAGCGAAAGCAT-3՛
5՛-TGTCAATCCTGTCCGTGTCC-3՛

60

Pgc-1 5՛-ATGCAAAGACTGGCCAAGCTAC-3՛
5՛-AGCCACAGCCTCAGCATATTTC-3՛

60

МАО-А 5՛-GCCAGGAACGGAAATTTGTA-3՛
5՛-TCTCAGGTGGAAGCTCTGGT-3՛

64

MAO-B 5՛-TGGGCCAAGAGATTCCCAGTGATG-3՛
5՛-AGAGTGTGGCAATCTGCTTTGTAG-3՛

60

COMT 5՛-CTGGAGAAATGTGGCCTGCT-3՛
5՛-GCTGCTGCTCCCTCTCACAT-3՛

60

П р и м е ч а н и е. МАО-А  — моноаминоксидаза А; МАО-В  — моноаминоксидаза B; СОМТ  — катехол-О- 
метилтрансфераза. 

Рис. 1. Уровни экспрессии мРНК катехол-О-метилтрансферазы (COMT), моноаминоксидазы А (MAO-A), моноами-
ноксидазы B (MAO-B) в среднем мозге в группах DAT:Salt (n = 4), WT:Salt (n = 7), DAT:VPA (n = 5), WT:VPA (n = 6). 
Данные представлены как M ± SEM. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,005; # p ≤ 0,0001
Fig. 1. Expression levels of catechol-O-methyltransferase (COMT), monoamine oxidase A (MAO-A), monoamine oxidase B 
(MAO-B) mRNA in the midbrain in groups DAT:Salt (n = 4), WT:Salt (n = 7), DAT:VPA (n = 5), WT:VPA (n = 6). Data 
are presented as M ± SEM. * p ≤ 0.05; ** p ≤ 0.005; # p ≤ 0.0001
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как совокупность повреждающих факторов, так 
и непосредственно нокаут гена DAT.

В стриатуме не было обнаружено значимых 
различий в уровнях экспрессии мРНК COMT, 
MAO-A и MAO-B (рис. 2).

В ПФК не было обнаружено статистически 
значимых различий в уровнях экспрессии мРНК 
COMT, MAO-A и MAO-B (рис. 3). 

Обсуждение 

Известно, что VPA обладает множеством фар-
макологических свойств, однако установить точ-
ный механизм возникновения аутичноподобного 
фенотипа при индуцированном вальпроатном 

синдроме пока не удается. Примечательно, 
что в 11–13-е дни пренатального развития (пе-
риод введения VPA при моделировании РАС) 
происходит дифференциация дофаминергиче-
ских нейронов среднего мозга [9]. Оказываемый 
эффект в ранний пренатальный период может 
приводить к изменению архитектуры цитоске-
лета, нарушая синаптогенез. Предполагается, 
что в конечном итоге VPA опосредованно на-
рушает баланс возбуждения/торможения в го-
ловном мозге [10, 11]. Ранее на культуре клеток 
было показано, что VPA изменяет Wnt-сигна-
линг  [12], который необходим в том числе 
и для созревания дофаминергических нейронов 
среднего мозга. 

Рис. 2. Уровни экспрессии мРНК катехол-О-метилтрансферазы (COMT), моноаминоксидазы А (MAO-A), моноами-
ноксидазы B (MAO-B) в стриатуме. DAT:Salt (n = 6), WT:Salt (n = 7), DAT:VPA (n = 7), WT:VPA (n = 7). Данные 
представлены как M ± SEM
Fig. 2. Catechol-O-methyltransferase (COMT), monoamine oxidase A (MAO-A), monoamine oxidase B (MAO-B) mRNA 
expression levels in the striatum. DAT:Salt (n = 6), WT:Salt (n = 7), DAT:VPA (n = 7), WT:VPA (n = 7). Data are presented 
as M ± SEM
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Рис. 3. Уровни экспрессии мРНК катехол-О-метилтрансферазы (COMT), моноаминоксидазы А (MAO-A), моноами-
ноксидазы B (MAO-B) в префронтальной коре. DAT:Salt (n = 5), WT:Salt  (n = 7), DAT:VPA (n = 7), WT:VPA (n = 7). 
Данные представлены как M ± SEM
Fig. 3. Catechol-O-methyltransferase (COMT), monoamine oxidase A (MAO-A), monoamine oxidase B (MAO-B) mRNA 
expression levels in the prefrontal cortex. DAT:Salt (n = 5), WT:Salt (n = 7), DAT:VPA (n = 7), WT:VPA (n = 7). Data are 
presented as M ± SEM
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Тела дофаминергических нейронов нахо-
дятся на уровне среднего мозга и простирают 
свои аксоны к стриатуму (нигростриальный 
путь) и ПФК (мезокортиколимбический путь). 
Нигростриальный путь участвует в регуляции 
моторной активности, а мезокортиколимби-
ческий — в регуляции когнитивных функций, 
мотивации и вознаграждения [13]. Утилизация 
дофамина, накопленного в синаптической щели, 
происходит главным образом поочередным дей-
ствием двух ферментов — COMT и MAO  [14].

Мы установили, что экспрессия COMT 
в среднем мозге значительно выше лишь в груп-
пе DAT:Salt, но не DAT:VPA. Обе эти группы 
состоят из крыс со сниженным обратным захва-
том дофамина. Однако количество мРНК COMT 
в группе DAT:VPA осталось на уровне контроль-
ной группы. Следовательно, пренатальное воз-
действие VPA способно влиять на функциони-
рование DAT или, вероятно, изменять доступ-
ность дофамина для других белков-транспорте-
ров, которые также могут захватывать дофамин 
(например, обрат ный транспортер серотонина 
SERT и обрат ный транспортер норадреналина 
NET [15]). В работе [16] было показано, что пре-
натальное воздействие VPA приводило к повыше-
нию экспрессии мРНК DAT и NET в ПФК у 4-не-
дельных крыс. Кроме того, известно, что COMT 
преобладает в глиальных клетках, а не в нейро-
нальных [17], поэтому повышенный уровень 
COMT в среднем мозге у крыс с частичным нокау-
том гена DAT весьма логичен, так как у этих крыс 
повышен уровень внеклеточного дофамина [18].

Снижение уровня мРНК этих генов у крыс 
из групп DAT:VPA и DAT:Salt можно было 
бы объяснить сниженным количеством внутри-
клеточного дофамина [19]. Однако подобный 
эффект также был обнаружен и для группы 
WT:VPA, что объясняется снижением уровня 
дофамина в среднем мозге у крыс, пренатально 
получивших VPA (800 мг/кг) [20]. 

Ожидаемо вызванное VPA снижение экспрес-
сии мРНК COMT, MAO-A и MAO-B в среднем 
мозге должно приводить к изменению обмена 
дофамина в стриатуме и ПФК. Однако уров-
ни экспрессии мРНК COMT, MAO-A и MAO-B 
в этих структурах не отличались у крыс всех 
четырех групп. Вероятно, это может быть свя-
зано с компенсаторными эффектами в ПФК 
и стриатуме, которые контролируют важнейшие 
психофизиологические функции (когнитивные, 
мотивацию, эмоции и двигательную активность). 

Заключение

На сегодняшний день выделяют две группы фак-
торов, которые могут служить причинами разви-
тия РАС и синдрома дефицита внимания и гипер-

активности: токсические и генетические. В дан-
ной работе мы показали, что сочетанное действие 
токсического (развитие вальпроатного синдрома) 
и генетического (наличие  нокаутированного алле-
ля гена SLC6A3) факторов приводит к нарушению 
катаболизма дофамина в среднем мозге вслед-
ствие снижения уровня мРНК МАО-А и МАО-B, 
что, вероятно, и является одной из причин нару-
шения эмоционально-мотивационной активно-
сти у пациентов в данными формами патологии.
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