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Àíàëèç óðîâíÿ ãåòåðîïëàçìèè 
ìóòàöèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ãåíîìà 
G15059A ãåíà CYTB â ëèïîôèáðîçíûõ
áëÿøêàõ èíòèìû àîðòû ÷åëîâåêà
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Введение 

В основе развития многих сердечно-сосудистых 
заболеваний, преобладающих среди причин смер-
ти людей в XXI веке, лежат атеросклеротические 
поражения интимы сосудов [1–3]. Выявление 
молекулярно-генетических механизмов атеро-
склероза может помочь при ранней диагностике 
и своевременной профилактике атеросклероза. 

В течение жизни индивида в митохондриаль-
ном геноме могут возникать соматические мутации 
[4–11]. Их пенетрантность и экспрессивность 
зависит от уровня гетероплазмии. Поэтому при 
изучении ассоциации митохондриальных мутаций 
с заболеваниями человека необходима количе-
ственная оценка мутантного аллеля митохондри-
ального генома [12–14]. 

В настоящей работе проведена пилотная детек-
ция уровня гетероплазмии мутации m.G15059A 
митохондриального гена, кодирующего цитохром 
B, в липофиброзных бляшках и нормальной инти-
ме аорты человека. 

Как известно из литературных источников, 
данная мутация ассоциирована с митохондриаль-
ной миопатией, миоглобинурией, артериальной 
гипертензией и некоторыми другими патологиями 
человека [9–11]. 

Материалы и методы 

Материалом исследования служили образцы 
ткани из интимы аорты семи лиц, погибших в ре-
зультате несчастного случая или внезапной смерти. 

Тотальную ДНК выделяли из образцов с помо-

Analysis of heteroplasmy level in mitochondrial genome mutation m.G15059A of 
CYTB gene in lypofibrous plaques of human aortic intima

1 1 2 1 2

2 1

Abstrañt
Objective. 

Materials and methods.

Results.

Conclusion.

Keywords: 



¹1 2015

Оригинальные статьи

2,0

1,0

0,0
C CT TG TA A A

2,0

1,0

0,0
C CT TG TA A A

C CT TG

5

TA A A

118

116

114

112

110

108

106

104

50% гетероплазмии

щью набора AQUAPURE GENOMIC TISSUE KIT фир-
мы BioRad, следуя соответствующим протоколам. 

Амплификацию фрагмента, содержащего об-
ласть мутации, осуществляли с помощью следую-
щих праймеров:
прямой праймер 
bio-CATTATTCTCGCACGGACT (14671–14689),
обратный праймер 
GCTATAGTTGCAAGCAGGAG (15120–15100),
праймер для пиросиквенса 
TTTCTGAGTAGAGAAATGAT (15080–15061).

Реакционная смесь объемом 30 мкл содержала 
0,4–0,6 мкг митохондриальной ДНК; 16,6 мкМ 
(NH4)2SO4; 0,3 пикомоль каждого праймера, 
200 мкМ каждого дезоксирибонуклеозидтрифос-
фата, 67 мМ трис/HCl (pH 8,8), 1,5 mM MgCL2 
и 3 ед. Taq-полимеразы.

Режим ПЦР: денатурация ДНК при 94 °C в те-
чение трех минут, затем: 94 °C – 30 с, 55 °C – 30 с, 
72 °C – 1 мин, всего – 35 циклов, с заключительным 
синтезом при 72 °C в течение 7 мин.

Размер ПЦР-фрагмента составлял 450 п. н.

Рисунок 1. Детекция уровня гетероплазмии мутации m.G15059A (С >T при использовании обратного 
праймера для пиросиквенса)

а) 100%-я гомоплазмия по нормальному аллелю С 
б) 100%-я гомоплазмия по мутантному аллелю T
в) 50%-я гетероплазмия по мутантному аллелю T
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Пиросеквенирование амплификатов про-
водили на автоматическом пиросеквенаторе 
PSQTMHS96MA [15–18]. 

Праймеры для ПЦР и пиросиквенса подбира-
лись с помощью программы Primer3 [19].

Визуализация результатов осуществлялась на 
основе программы, прилагающейся при установке 
пиросеквенатора, с помощью нового оригинально-
го метода, разработанного авторами [12–14]. 

Для подсчета процента гетероплазмии мутаций 
по данным пирограммы используется ранее раз-
работанная авторами формула [12–14]: 

 |h — N|
Р =  ______  100 %

 |M — N|
где P – процент гетероплазмии; 
h – высота пика исследуемого нуклеотида; 
N – высота пика исследуемого нуклеотида, соот-

ветствующая наличию в образце 100 % нормаль-
ных аллелей; 

M – высота пика исследуемого нуклеотида, соот-
ветствующая наличию в образце 100 % мутантных 
аллелей. 

Например, согласно данной формуле, процент 
гетероплазмии по мутации m.G15059A в образце 
ДНК 50-летнего пациента составил 50 % (рис. 1).

В работе был использован бутстрэп-анализ для 
выявления статистически достоверных ассоциаций 
исследуемых мутаций с липофиброзными бляшка-
ми аорты человека [20, 21]. 

Результаты и обсуждение 

Согласно полученным результатам, уровень ге-
тероплазмии мутации митохондриального генома 
m.G15059A оказался значительно выше в липо-
фиброзных бляшках по сравнению с нормальной 
сосудистой тканью в 43 % аорт. Достоверность 
отличий по данному параметру отображена на 
блочной диаграмме (рис. 2).

Рисунок 2. Блочная диаграмма, демонстри-
рующая значимые отличия между уровнями 
гетероплазмии замены гуанилового нуклеотида на 
адениловый в позиции m.15059 митохондриаль-
ного генома в липофиброзных бляшках и участках 
нормальной интимы аорт человека
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Корреляционный анализ, проведенный мето-

дом бутстрэп, показал, что мутация m.G15059A 
ассоциирована с липофиброзной бляшкой аорты 
на уровне значимости p ≤ 0,026. 

 В связи с тем, что m.G15059A является нонсенс-
мутацией, вызывающей образование стоп-кодона, 
в результате которого происходит потеря 244 ами-
нокислотных остатков цитохрома B, можно предпо-
ложить, что данный генетический дефект фермента 
дыхательной цепи может вызвать окислительный 
стресс в интиме аорты, ведущий к локальному 
возникновению атеросклеротических поражений 
у человека.

Заключение

В настоящем исследовании обнаружено, что 
соматическая мутация митохондриального генома 
m.G15059A, локализованая в гене, кодирующем 
цитохром B, одном из ключевых ферментов дыха-
тельной цепи, достоверно ассоциирована с липо-
фиброзными бляшками интимы аорты человека. 

Данная информация может быть полезна уче-
ным, специализирующимся в области исследова-
ния атерогенеза.
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