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 Введение. Геронтология – это наука о причинах биологического старения организма� Ее составной частью является гериатрия – 
наука о болезнях и факторах, вызывающих старение� Полагаем, что митохондриальные мутации, затрагивающие гены белковых 
субъединиц дыхательной цепи, а также транспортных и рибосомальных РНК, могут являться одним из факторов старения инди-
видов� При этом, согласно данным литературы, проблема связи мутаций митохондриального генома со старением индивидов 
изучена недостаточно� Цель исследования – анализ ассоциации уровня гетероплазмии мутаций мтДНК с возрастом индивидов� 
Методика. Объектом исследования была выборка жителей Московского региона состоящая из 712 участников� ДНК выде-
ляли из образцов лейкоцитов крови участников исследования с помощью метода фенол-хлороформной экстракции� Была 
проведена ПЦР фрагментов ДНК, содержащих область исследованных мутаций� Полученные амплификаты были пиросек-
венированы� Анализ уровня гетероплазмии данных мутаций был проведен с помощью количественного метода, разра-
ботанного авторами статьи� Для подсчета уровня гетероплазмии мутаций по данным пирограммы использовалась ранее 
разработанная авторами формула� 
результаты. Показано, что с возрастом индивидов положительно коррелируют однонуклеотидные замены митохондри-
ального генома m�12315G>A, m�14459G>A и m�15059G>A (p≤0,05) и отрицательно – m�1555A>G и m�14846G>A (p≤0,05)� 
Мутации m�652insG и m�13513G>A отрицательно коррелируют с возрастом на уровне значимости p≤0,1� 
Заключение. Обнаружены 3 однонуклеотидные замены m�14459G>A, m�15059G>A и m�12315G>A генов MT-ND6, MT-CYTB 
и MT-TL2 (соответственно) ассоциированные со старением организма человека� Данные мутации могут быть использо-
ваны для создания молекулярно-клеточных моделей старения�  В то же время, выявлены мутации m�1555A>G, m�652insG 
(ген MT-RNR1), m�14846G>A (ген CYTB) и m�13513G>A (ген MT-ND5), отрицательно коррелирующие с возрастом индивидов� 
Данные мутации могут быть использованы при генотерапии для замедления старения людей�
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introduction. Gerontology is a branch of science that focuses on the causes of biological aging� Its clinical component is geriat-
rics, a branch of medical science that focuses on diseases and factors causing aging� We hypothesize that mitochondrial mutations 
that affect genes of protein subunits of the respiratory chain, and, also, transport and ribosomal RNAs may be factors of aging� 
Meanwhile, according to the literature, the connection of mitochondrial genome mutations with aging has not been adequately 
studied� aim. To analyze the association of heteroplasmy level in mtDNA mutations with the age of individuals� 
Methods. A sample of inhabitants of the Moscow region, composed of 712 study participants, was enrolled in the study� DNA was 
isolated from blood leukocytes by phenol chloroform extraction, and PCR of DNA fragments, containing the region of the stud-
ied mutations was performed� The obtained amplificates were pyrosequenced� These mutations were analyzed for the hetero-
plasmy level using a quantitative method developed by the authors� To determine the heteroplasmy level of mutations from the 
pyrogram data, a formula was used that had earlier been developed by the authors� The results were statistically analyzed with 
the software package, IBM SPSS Statistics, version 27�0 (SPSS Inc�, USA)� 
results. Analysis of mutations showed that single nucleotide substitutions of the mitochondrial genomes m�12315G>A, 
m�14459G>A and m�15059G>A correlated positively with subject age (p≤0�05) whereas m�1555A>G and m�14846G>A correlated 
negatively (p≤0�05)� Mutations m�652insG and m�13513G>A tended to correlate negatively with aging (p≤0�1)� 
conclusion. Three single nucleotide substitutions were found: m�14459G>A, m�15059G>A, and m�12315G>A of genes MT-ND6, 
MT-CYTB, and MT-TL2, respectively, that are associated with human aging� Thus, these mutations may be used for creating molec-
ular cellular models of aging� At the same time, mutations m�1555A>G, m�652insG (gene MT-RNR1), m�14846G>A (gene CYTB), 
and m�13513G>A (gene MT-ND5) were detected, which correlate with aging negatively� These mutations may be used in gene 
therapy to slow aging�
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Введение

Геронтология – это наука о причинах биологическо-
го старения организма [1-5]. Ее составной частью явля-
ется гериатрия – наука о болезнях и факторах, вызыва-

ющих старение [6-10]. Полагаем, что митохондриальные 
мутации, затрагивающие гены белковых субъединиц ды-
хательной цепи, а также транспортных и рибосомальных 
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РНК, могут также являться факторами старения инди-
видов [11-14]. При этом, согласно данным литературы, 
проблема связи мутаций митохондриального генома со 
старением индивидов изучена недостаточно.

Мутации митохондриального генома ассоцииро-
ваны с различными патологиями, в том числе мульти-
факториальными [15-18]. Данные мутации могут иметь 
наследственную природу или возникнуть в течении 
жизни индивида [19-22]. Пенетрантность таких мута-
ций зависит от их уровня гетероплазмии в клетках и 
тканях организма [23-26].

Цель работы – анализ ассоциации уровня гетеро-
плазмии мутаций мтДНК с возрастом индивидов.

Методика

Материалом для исследований служили лейкоци-
ты образцов крови 712 участников исследования из 
Московского региона.

Тотальная ДНК была выделена методом фенол-
хлороформной экстракции [21, 26-29]. ПЦР фрагмен-
тов, содержащих область исследованных 11 мутаций 
митохондриального генома (m.652delG, m.652insG, 
m.1555A>G, m.3256 C>T, m.3336T>C, m.5178C>A, 
m.12315G>A, m.13513G>A, m.14459G>A, m.14846G>A, 
m.15059G>A), осуществляли с праймерами, приведен-
ными в табл. 1 [10, 21, 22, 25, 26]. ПЦР была проведе-
на на амплификаторе «PTC DNA Engine 200» (табл. 2) 
[10, 21, 22, 25, 26]. Пиросеквенирование амплифика-
тов проводили на автоматическом пиросеквенаторе 
PSQTMHS96MA. Используемые для этого праймеры 
представлены в табл. 3.

Анализ уровня гетероплазмии данных мутаций был 
проведен с помощью количественного метода, разра-
ботанного авторами статьи [21, 22, 25, 26, 30]. Для под-
счета уровня гетероплазмии мутаций по данным пи-
рограммы использовалась ранее разработанная авто-
рами статьи формула [21, 22, 25, 26, 30]: 

          |ℎ−N|P = ––––––             ⋅100%
         |M−N|
P – процент гетероплазмии; 
h –высота пика исследуемого нуклеотида; 
N – высота пика исследуемого нуклеотида, соот-

ветствующая наличию в образце 100% нормальных ал-
лелей; 

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

Статистическая обработка результатов проводи-
лась с помощью пакета программ IBM SPSS Statistics 
версии 27.0 (SPSS Inc., США).

результаты и обсуждение

Согласно полученным данным (табл. 4), с возрас-
том индивидов положительно коррелируют однону-
клеотидные замены митохондриального генома 
m.12315G>A, m.14459G>A и m.15059G>A (p≤0,05) и 
отрицательно – m.1555A>G и m.14846G>A (p≤0,05). 
Мутации m.652insG и m.13513G>A отрицательно кор-
релируют с возрастом на уровне значимости p≤0,1.

Результаты настоящего исследования позволяют 
предположить, что мутации m.14459G>A, m.15059G>A 

Таблица 1

Праймеры для ПЦр 

Мутации Прямой праймер Обратный праймер

m.652delG TAGACGGGCTCACATCAC (621 – 638) bio-GGGGTATCTAATCCCAGTTTG GGT (1087 – 1064)

m.12315G>A bio-CTCATGCCCCCATGT CTAA (12230 – 12249) TTACTTTTATTTGGAGTTGCAC (12337 – 12317)

m.14846G>A bio-CATTATTCTCGCACG GACT (14671 – 14689) GCTATAGTTGCAAGCAGGAG (15120 – 15100)

m.1555A>G TAGGTCAAGGTGTAGCCCATGAGGTGGCAA
(1326 – 1355)

bio-GTAAGGTGGAGTGGGTTTGGG (1704 – 1684)

m.15059G>A bio-CATTATTCTCGCACG GACT (14671 – 14689) GCTATAGTTGCAAGCAGGAG (15120 – 15100)

m.3256C>T bio-AGGACAAGAGAAATA AGGCC (3129 – 3149) ACGTTGGGGCCTTTGCGTAG (3422 – 3403)

m.652insG TAGACGGGCTCACATCAC (621 – 638) bio-GGGGTATCTAATCCCAGTTTG GGT (1087 – 1064)

m.3336T>C bio-AGGACAAGAGAAATA AGGCC (3129 – 3149) ACGTTGGGGCCTTTGCGTAG (3422 – 3403)

m.13513G>A CCTCACAGGTTTCTACTCCAAA (13491 – 13512) bio-AAGTCCTAGGAAAGTGACAG CGAGG(13825 – 13806)

m.5178C>A bio-AGGACAAGAGAAATA AGGCC (3129 – 3149) ACGTTGGGGCCTTTGCGTAG (3422 – 3403)

m.14459G>A CAGCTTCCTACACTATTAAAGT (14303 – 14334) bio-GTTTTTTTAATTTATTTAGGG GG (14511 – 14489)
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Таблица 2

режим ПЦр и размер амплификатов 

Мутация Размер амплификата Концентрация хлорида магния  
в ПЦР-буфере Денатурация Отжиг Синтез

m.5178C>A 383 п.н. 2,5 мМ 940 600 720

m.3256C>T 294 п.н. 2,5 мМ 940 550 720

m.652delG 467 п.н. 2,5 мМ 940 600 720

m.3336T>C 294 п.н. 2,5 мМ 940 550 720

m.14846G>A 450 п.н. 1,5 мМ 940 550 720

m.13513G>A 335 п.н. 1,5 мМ 940 550 720

m.652insG 467 п.н. 2,5 мМ 940 600 720

m.15059G>A 450 п.н. 1,5 мМ 940 550 720

m.12315G>A 108 п.н. 2,5 мМ 940 500 720

m.1555A>G 379 п.н. 2,5 мМ 940 500 720

m.14459G>A 209 п.н. 1,5 мМ 940 500 720

Таблица 3

Праймеры для пиросиквенса 

Мутации мтДНК Праймер для сиквенса
m.3256C>T AAGAAGAGGAATTGA (3300 - 3286)
m.652delG CCCATAAACAAATA (639 - 651)
m.5178C>A ATTAAGGGTGTTAGTCATGT (5200 - 5181)
m.1555A>G ACGCATTTATATAGAGGA (1537 - 1554)
m.652insG CCCATAAACAAATA (639 - 651)
m.12315G>A TTTGGAGTTGCAC (12328 – 12316)
m.3336T>C TGCGATTAGAATGGGTAC (3354 - 3337)
m.14459G>A GATACTCCTCAATAGCCA (14439 - 14456)
m.15059G>A TTTCTGAGTAGAGAAATGAT (15080-15061)
m.13513G>A AGGTTTCTACTCCAA (13497 - 13511)
m.14846G>A GCGCCAAGGAGTGA (14861- 14848)

Таблица 4

  корреляция мутаций мтДнк с возрастом людей

Ген Мутация Коэффициент корреляции Уровень значимости

MT-TL1 m.3256 C>T 0,062 0,439

MT-RNR1 m.652delG 0,101 0,203

MT-ND1 m.3336T>C 0,108 0,198

MT-ND2 m.5178C>A 0,016 0,861

MT-RNR1 m.652insG -0,128 0,100*

MT-TL2 m.12315G>A 0,279 0,001**

MT-RNR1 m.1555A>G -0,176 0,027**

MT-CYTB m.15059G>A 0,188 0,018**

MT-ND5 m.13513G>A -0,128 0,101*

MT-CYTB m.14846G>A -0,177 0,032**

MT-ND6 m.14459G>A 0,165 0,043**

Примечание. ** – p≤0,05;* – p≤0,1.
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и m.12315G>A генов MT-ND6, MT-CYTB и MT-TL2 
(соответственно) способствуют старению организма 
человека. Это наводит на мысль, что дефекты белко-
вых субъединиц ферментов дыхательной цепи приво-
дят к дисфункции митохондрий, включая механизмы 
апоптоза клеток и вызывая старение тканей и всего ор-
ганизма. Данные мутации могут быть использованы 
для создания молекулярно-клеточных моделей старе-
ния. В то же время мутации m.1555A>G и m.652insG 
(ген MT-RNR1), m.14846G>A (ген CYTB) и m.13513G>A 
(ген MT-ND5) могут быть использованы при генотера-
пии для замедления старения, так как отрицательная 
корреляция их с возрастом индивидов может быть свя-
зана со стабилизирующим действием на рибосомы и 
ферменты дыхательных цепей митохондрий.

Заключение

В настоящем исследовании обнаружены однону-
клеотидные замены m.14459G>A, m.15059G>A и 
m.12315G>A генов MT-ND6, MT-CYTB и MT-TL2 (со-
ответственно), ассоциированные со старением орга-
низма человека. В то же время, выявлены мутации 
m.1555A>G, m.652insG (ген MT-RNR1), m.14846G>A 
(ген CYTB) и m.13513G>A (ген MT-ND5), отрицатель-
но коррелирующие с возрастом индивидов. Данные 
мутации могут быть использованы при генотерапии 
для замедления старения людей.

Работа может быть полезна исследователям, спе-
циализирующимся в области геронтологии.
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