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мутации митохондриального генома 
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Абстракт 
Цель исследования: Целью настоящего исследования был пилотный анализ уровня гетероплазмии 
мутации митохондриального генома человека G14459A. 

Материалы и методы: Образцы ДНК были выделены из общих гомогенатов нормальной и пора-
женной атеросклерозом интимы аорты индивидов методом фенол-хлороформной экстракции. 
После проведения ПЦР амплификаты были пиросеквенированы с целью выявления процента 
гетероплазмии.

Результаты и обсуждение: Проанализирована однонуклеотидная замена G14459A Мутация 
локализована в кодирующей области митохондриального генома, в частности, в гене субъединицы 
6 NADH дегидрогеназы. Она вызывает дефект данной белковой субъединицы фермента дыхатель-
ной цепи митохондрий, ведущий к дисфункции NADH дегидрогеназы и, возможно, к окислительному 
стрессу в организме человека.

Обнаружено, что уровень гетероплазмии по данной мутации значительно выше в общих гомогена-
тах пораженной атеросклерозом интимы по сравнению с гомогенатами нормальной интимы.

Заключение: Согласно полученным данным, мутация G14459A ассоциирована с атеросклеротиче-
ским поражением интимы аорты человека.
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Abstract
Objective: The aim of this study was the pilot analysis of the heteroplasmy level for mutation G14459A of human 
mitochondrial genome.

Materials and Methods: The DNA samples were isolated from total homogenates of normal and affected by 
atherosclerosis aortic intima of individuals by a method of the phenol-chloroform extraction. After PCR the amplificates 
were pyrosequenced to identify the percent of heteroplasmy.

Results and discussion: A single nucleotide substitution G14459A was analyzed. The mutation is localized in 
the coding region of the mitochondrial genome, in particular, in the gene NADH dehydrogenase subunit 6. It causes 
a defect of the protein subunit of mitochondrial respiratory chain enzyme, leading to dysfunction of the NADH 
dehydrogenase and possibly to oxidative stress in the body.

It was found that the level of heteroplasmy for this mutation is significantly higher in total homogenates of affected by 
atherosclerosis intima compared to homogenates of normal intima.

Conclusion: According to the data resulting from the study, G14459A mutation is associated with atherosclerotic 
lesions of human aortic intima.
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Введение

Наиболее актуальной проблемой современной 
медицины является выяснение молекулярно-
генетических причин развития атеросклероза, 

который лежит в основе большинства сердечно-
сосудистых заболеваний. Данные заболевания 
«лидируют» среди причин смерти людей на нашей 
планете, обуславливая общепопуляционное сни-
жение продолжительности жизни [1]. 
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У большинства пациентов отмечается отягощен-
ная наследственность, являющаяся фактором риска 
развития атеросклероза, сердечно-сосудистых забо-
леваний, ишемической болезни сердца и инфаркта 
миокарда, поэтому большое значение имеет ранняя 
диагностика и своевременная профилактика атеро-
склероза [2]. 

В патологии человека показана ассоциация 
различных заболеваний с мутациями митохондри-
ального генома. Митохондриальные мутации ас-
социируются с различными заболеваниями, часто 
встречающимися в сочетании с атеросклеротиче-
скими поражениями, такими как стеноз коронар-
ных сосудов, некоторые формы диабета и глухоты, 
инфаркт миокарда, кардиомиопатия [3-7].

В каждой митохондрии содержится несколько 
копий ее генома. Митохондриальный геном на-
следуется по материнскому типу и отличается вы-
раженной нестабильностью, в нем часто возникают 
мутации. Пенетрантность и экспрессивность таких 
мутаций варьируют в широких пределах от семьи 
к семье и между родственниками (по материнской 
линии) одной семьи и зависят, в основном, от ге-
нотипа и уровня гетероплазмии (смесь мутантных 
и нормальных молекул ДНК). Следовательно, при 
изучении ассоциации митохондриальных мутаций 
с заболеваниями людей необходима не только 
качественная (наличие/отсутствие мутации), но 
и количественная оценка мутантного аллеля мито-
хондриального генома (процент гетероплазмии).

В настоящей работе проведен молекулярный 
анализ мутации митохондриального генома че-
ловека G14459A в образцах ДНК, выделенных из 
общих гомогенатов нормальной и пораженной 
атеросклерозом интимы аорты человека. Мутация 
локализована в кодирующей области митохондри-
ального генома, в частности, в гене субъединицы 
6 NADH дегидрогеназы.

Материалы и методы

В качестве материала исследования были ис-
пользованы образцы ткани интимы аорты лиц, 
погибших в результате несчастного случая или 
внезапной смерти. Все пораженные атероскле-
розом участки интимы аорты гомогенизировали, 
тщательно перемешивали и брали 10 мкг ткани 
для выделения ДНК. Таким же способом получали 
гомогенаты интимы нормальных участков аорты. 
Всего для исследования было взято 10 аорт.

Выделение тотальной ДНК из образцов 
ткани проводилось с помощью метода фенол-
хлороформной экстракции. После проведения 
ПЦР амплификаты были пиросеквенированы 
с целью выявления процента гетероплазмии по 
мутации G14459A. Анализ последовательности 
ДНК, для определения доли мутантного аллеля 
митохондриальной ДНК в гетероплазмической 
смеси, осуществляли с использованием техно-
логии пиросеквенирования в режиме реального 

времени. Исследования проводили на автомати-
ческом пиросеквенаторе PSQ96MA.

Праймеры для ПЦР и пиросеквенирования 
были подобранны с помощью он-лайн программы 
Primer3:
1) Прямой праймер CAGCTTCCTACACTATTAAAGT, 
позиция с 14 303 по 14 334;
2) Обратный праймер
bio-GTTTTTTTAATTTATTTAGGGGG, позиция с 14 511 
по 14 489;
3) Сиквенс-праймер
GATACTCCTCAATAGCCA, позиция с 14 439 по 14 456.
Для проведения ПЦР реакции были подобранны 
следующие условия:
1) Концентрация MgCl2 в буфере – 1,5 мМ;
2) Денатурация проводилась при температуре 
94°С;
3) Отжиг праймеров при температуре 50°С;
4) Синтез комплементарной цепи при температуре 
72°С.
Проведение реакции пиросеквенирования 
включает в себя пять этапов (http://www.qiagen.
com/products/pyromarkq96id.aspx):

Этап 1
Сиквенс-праймер гибридизируется с одно-

цепочечным ПЦР-ампликоном, который исполь-
зуется в качестве матрицы. Полученный фрагмент 
инкубируется с ферментами: ДНК-полимеразой, 
АТФ-сульфурилазой, люциферазой и апиразой; 
а также с субстратом: аденозин-5-фосфосульфатом 
и люциферин (см. рисунок 1.).

Этап 2
В реакционную смесь добавляется первый 

нуклеотид. ДНК-полимераза достраивает его 
к цепи ДНК в соответствии с принципом компле-
ментарности. При этом реакция сопровождается 
выделением пирофосфата (РРi) в количестве, 
эквимолярном сумме включенных нуклеотидов 
(см. рисунок 1).

Этап 3
ATФ-сульфурилаза преобразует PPi в АТФ 

в присутствии аденозин-5-фосфосульфата. При 
этом происходит преобразование люциферина 
в oксилюциферин, который генерирует видимый 
свет пропорционально количеству молекул АТФ. 
Пиросеквенатор детектирует этот свет и преоб-
разует его в соответствующий пик на пирограмме. 
Высота каждого пика (световой сигнал) пропор-
ционально количеству встроенных нуклеотидов 
в цепь ДНК (см. рисунок 2.).

Этап 4
Апираза, нуклеотид-разрушающий фермент, 

постоянно убирает оставшиеся не присоединен-
ными нуклеотиды и АТФ. Затем в реакционную 
смесь добавляется следующий нуклеотид (см. 
рисунок 2.).
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Рисунок 1. Первый и второй этапы пиросеквенирования.

Рисунок 4. Частота мутации G14459A в гомогенатах 
интимы аорт.

Рисунок 2. Третий и четвертый этапы пиросеквенирования.

Рисунок 3. Пирограмма.

Вышеизложенная процедура повторяется до тех 
пор, пока полностью не достроится анализируемая 
цепь ДНК. В конечном итоге пирограмма выглядит 
так, как представлено на рисунке 3.

Расчет величины процента гетероплазмии по 
мутации проводился на основе пиков, соответству-
ющих интенсивности люминисценции при после-
довательном встраивании различных нуклеотидов 
в цепь анализируемого фрагмента. Этот ориги-
нальный количественный метод оценки мутантного 
аллеля был разработан в нашей лаборатории на 
базе метода пиросеквенирования [8-12].

Результаты и обсуждение

Проанализирована однонуклеотидная за-
мена G14459A в митохондриальном гене шестой 
субъединицы NADH дегидрогеназы, выявленной 
ранее при наследственной оптической нейропатии 
Лебера и генерализованной дистонии [13, 14]. 

Обнаружено, что уровень гетероплазмии по 
данной мутации значительно выше в гомогенатах 
пораженной интимы по сравнению с гомогената-
ми нормальной интимы в 50% случаев (5 из 10 

аорт) (рис.4). Согласно гистограмме, по мутации 
G14459A в гомогенатах данных аорт различия 
между пораженной атеросклерозом и нормальной 
интимой достоверны значимы. На основании полу-
ченных данных можно сделать вывод, что, мутация 
G14459A (ген субъединицы 6 NADH дегидрогена-
зы) ассоциирована с атеросклерозом.

Следует отметить, что G14459A вызывает 
дефект шестой белковой субъединицы фермента 
дыхательной цепи митохондрий, ведущий к дис-
функции NADH дегидрогеназы. Ассоциация данной 
мутации с атеросклеротическими поражениями, 
возможно, связана с тем, что уменьшение коли-
чества нормально функционирующих ферментов 
в митохондриях приводит к окислительному стрес-
су клеток интимы сосудов человека. 

Данная статья может быть полезна медицинским 
генетикам и врачам в области изучения проблем 
атеросклероза.

Работа проводилась при финансовой под-
держке Министерства образования и науки РФ 
(Государственный контракт 11.519.11.2044 от 
12.03.2012).
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