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Атеросклероз магистральных сосудов  человека, в подавляющем  большинстве случаев, является мор -
фологической основой  смертности от сердечно-сосудистых патологий. В XXI столетии заболевание  ате-
росклерозом  стало носить эпидемический  характер. Помочь ранней  диагностике данной  патологии могут 
молекулярно-генетические маркеры , ассоциированные  с  атеросклерозом. Исследования  зарубежных и 
отечественных исследователей посвящены , в основном , аутосомным мутациям, ассоциированным  с  ате-
росклерозом . Молекулярно-генетическим  дефектам митохондриального генома, ассоциированным  
с  атеросклеротическими поражениями, посвящено всего несколько работ. В настоящей работе была 
проанализирована  ассоциация  уровня  гетероплазмии митохондриальных мутаций G15059A и G14846A 
гена цитохрома B с  атеросклерозом индивидов , интима аорт которых была морфологически разделена  
на участки с  атеросклеротическими поражениями  различной  степени тяжести.
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Введение
В XXI столетии заболевание атеросклерозом стало но-

сить эпидемический характер [9, 24, 28—30, 34, 36, 37, 54, 
55]. Если раньше данная патология была характерна для 
пожилых людей, то сейчас она поражает даже молодых 
индивидов. Актуальность и своевременность изучения 
данной патологии представляется очевидной.

Особенностью атеросклероза является сложность рас-
познавания данного заболевания на начальных стадиях. 
Помочь ранней диагностике данной патологии могут мо-
лекулярно-генетические маркеры, ассоциированные 
с атеросклерозом.

Согласно данным  литературы , различные патологии 
ассоциированы  с определенными митохондриальными 
мутациями. Мутации митохондриального генома кор -
релируют с различными заболеваниями , такими , как 
диабет, некоторые формы  глухоты, миопатии , стеноз 
коронарных сосудов, предрасположенность к  острому 
инфаркту миокарда, кардиомиопатии. Данные патоло-
гии часто встречаются совместно с атеросклерозом  
[2—4, 6 —8 , 10].

Исследования зарубежных и отечественных исследо-
вателей посвящены, в основном, аутосомным мутациям, 
ассоциированным с атеросклерозом [7, 19, 20, 27, 40, 52, 
53, 56]. Молекулярно-генетическим дефектам митохонд-
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риального генома, ассоциированным с атеросклеротиче-
скими поражениями, посвящено всего несколько работ 
[5, 12—18, 25, 26, 38, 41—51, 53]. В большинстве таких ис-
следований анализировались обширные делеции, приво-
дящие к  полной дисфункции митохондриального генома 
[25, 26, 53].

Следует отметить, что из-за нестабильности митохон-
дриального генома в нем нередко возникают соматиче-
ские мутации. При анализе ассоциации митохондриаль-
ных мутаций с патологиями необходима количественная 
оценка уровня гетероплазмии митохондриального генома 
[11, 41—43, 45].

В настоящей работе была проанализирована ассоциа-
ция уровня гетероплазмии митохондриальных мутаций 
G15059A и G14846A гена цитохрома B с атеросклерозом 
индивидов, интима аорт которых была морфологически 
разделена на участки с атеросклеротическими поражени-
ями различной степени тяжести. Согласно данным  лите-
ратуры, цитохром B (субъединица III комплекса III) пред-
ставляет собой гидрофобный белок с молекулярной мас-
сой 44 кДа. Цитохром B (MT-CYB) является центральной 
окислительно-восстановительной каталитической субъе-
диницей гидрохинона: цитохрома C или пластоцианина 
оксиредуктазы. Он вовлечен в связывание хинона с субст-
ратом и несет ответственность за передачу трансмембран-
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ных электронов, с помощью которых окислительно-вос-
становительная энергия преобразуется в протондвижу- 
щую силу [32]. Ген MT-CYB включает 1141 п.н. и локали-
зуется в позиции от 14747 до 15887 нуклеотида митохонд-
риального генома [35].

Материалы и методы 

Материалы
В качестве материала для исследования были исполь-

зованы 265 нормальных и пораженных атеросклерозом 
различной степени тяжести участков морфологически 
картированной стенки аорт от пяти индивидов. Образцы 
аутопсийного материала брались из грудного отдела ин -
тимы аорты мужчин и женщин, скончавшихся в возрасте 
30—65 лет в результате несчастного случая или внезапной 
смерти (за исключением острого алкогольного или иного 
отравления, а также электротравмы). Сосуды вскрывали 
продольно и промывали изотоническим фосфатным бу-
фером, рН  7,6.

При идентификации типа поражения внешне непора-
женные участки аорт и участки с атеросклеротическими 
поражениями идентифицировали макроскопически, а за-
тем микроскопически в соответствии с классификацией 
Совета по атеросклерозу Американского Общества по 
изучению сердца [28].

Внешне неизмененные участки аорты имели гладкую 
люминальную поверхность. На вертикальных срезах в ин -
тиме можно было выявить два слоя: прилежащий к  про-
свету протеогликановый слой и примыкающий к  медии 
мышечно-эластический слой.

Участки интимы с начальными поражениями ( I  тип по-
ражения) макроскопически представляли собой участки 
с гладкой желтоватой поверхностью, иногда с мелкими 
желтыми точками. Микроскопические изменения были 
минимальны. Наблюдались небольшие накопления вне-
клеточных липидных капель в соединительнотканном 
матриксе. Помимо оседлых клеток, в участках начальных 
поражений можно было обнаружить увеличенное, по 
сравнению  с внешне неизмененной интимой, количество 
мононуклеарных клеток. Никаких нарушений в структуре 
ткани не выявлялось.

Жировые полосы (поражения IIтипа ) макроскопически 
представляли собой полоски и точки желтого цвета, не-
много выступающие над поверхностью сосуда. Часто 
можно было обнаружить жировые полоски, слившиеся 
между собой в более крупные структуры (кластеры). На 
срезах ткани липиды  выявлялись в основном внутрикле- 
точно. В соединительнотканном матриксе обнаружива-
лись также внеклеточные липиды. Иногда в жировых по-
лосах наблюдалось обильное разрастание внеклеточного 
матрикса.

Липофиброзные бляшки (поражения Va типа). При мак-
роскопическом  изучении липофиброзные бляшки выгля-
дели как сильно выступающие над люминальной поверх-
ностью желтоватые или перламутровые, круглые или эл -
липсоидные образования. Микроскопически в этих пора-
жениях обнаруживались все изменения, характерные для 
жировых полос: накопление внутриклеточных липидов, 
разрастание внеклеточного матрикса. Кроме этого, в ли-
пофиброзных бляшках выявлялось массивное некротиче-
ское ядро и расположенная над ним  соединительно-ткан -

ная покрышка. В липофиброзных бляшках имелись уча-
стки, по морфологии похожие на участки жировых пора-
жений — плечи липофиброзных бляшек.

Фиброзные бляшки (поражения Vc типа). Фиброзные 
бляшки макроскопически представляли собой сильно 
приподнятые, жемчужного цвета, округлые или овальные 
образования, микроскопически состоящие в основном из 
грубого соединительно-тканного матрикса, с «замурован-
ными» в нем клетками. Липидный компонент был мини-
мальным или отсутствовал.

Интима аорты была морфологически картирована со-
гласно наличию участков атеросклеротического пораже-
ния различной степени тяжести или нормальной сосуди-
стой ткани.

Методы
1. Выделение ДНК

Тотальную ДНК  из образцов ткани аорты (10 мкг) 
выделяли с помощью метода фенол-хлороформной экст-
ракции с использованием протеиназы К.

Концентрация раствора ДНК  в нг/мкл  измерялась на 
наноспектрофотометре IMPLEN NanoPhotometrTM с ис-
пользованием микрокюветы LabelGuardTM в режиме 
«DSDNA» при длине волны 260 нм.

2. ПЦР
Данные о последовательности праймеров и условиях 

реакций ПЦР  были найдены в статьях, посвященных ми-
тохондриальным мутациям-кандидатам для исследования 
их ассоциации с атеросклерозом [21—23].

Для ПЦР  брали ДНК  с концентрацией 0,1 мкг/мл, 
разбавленную MQ, и синтезированные фирмой «Синтол» 
праймеры с концентрацией 1 0  пмоль/мкл.

Реакционная смесь и условия ПЦР  были следующие 
(табл. 2) [48, 49—58]:

MQ (H2 O) — 4,6 мкл;
•  Смесь dNTPs 10х: 2 мМ  dATP, 2 мМ  dTTP, 2 мМ 

dGTP, 2 мМ  dCTP — 4 мкл;
•  10х буфер для ПЦР  (16,6 M (NH 4 )2 SO4, 67 мЫ  

Tris-HCl (pH 8 ,8 ) — 4 мкл;
•  MgCl2:

— 25 мМ  — 4 мкл (при необходимой концентрации 2,5 мМ);
— 2,4 мкл (при необходимой концентрации 1,5 мМ);

•  Taq-полимераза («Синтол») — 1,33 мкл;
•  Матричная ДНК  — 4 мкл;
•  Праймер F (+) — 2,7 мкл;
•  Праймер R (-) — 2,7 мкл.
Реакцию  проводили в 40 мкл реакционной смеси.

3. Электрофорез образцов ДНК  и ПЦР-фрагментов
Электрофорез выделенных образцов ДНК , а также ам- 

плификатов проводили в горизонтальном аппарате фир-
мы «Хеликон» в агарозном геле с использованием 0,5Х 
ТBЕ буфера. Концентрация агарозы («Fluka») составляла
0,8% (для образцов ДНК ) и 1,5—2,0% (для ПЦР-фрагмен- 
тов) [96, 454]. Гель окрашивали с помощью добавления 
раствора бромистого этидия (0,5 мкг/мл). В качестве кра-
сителя использовали раствор бромфенолового синего 
( 1мкл на 1 0  мкл образца).

Для идентификации молекулярного веса исследован-
ных ПЦР-фрагментов использовали ДНК-маркеры  1 Kb 
(13 фрагментов от 0.25 до 10 Kb) и 100 bp (10 фрагментов
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от 100 до 1000 п.н.) (ЗАО «Сибэнзим», Россия; http://rus- 
sia.sibenzyme. com/info231.php)

Примеры гель/электрофорезов ПЦР-фрагментов ис-
следованных митохондриальных мутаций представлены 
на рис. 1 .

Последовательности праймеров для ПЦР  [21—23]:
1) прямой праймер bio-CATTATTCTCGCACGGACT 

(14671 — 14689);
2) обратный праймер GCTATAGTTGCAAGCAGGAG 

(15120 — 15100).
Один из праймеров для ПЦР был биотинилирован в це-

лях последующего пиросеквенирования ПЦР-фрагмента.
Условия для ПЦР  представлены в табл. 1.
Исследование проводилось с использованием ампли- 

фикатора «PTC DNA Engine 200».

4. Пиросеквенирование
После проведения ПЦР  амплификаты были пиросек- 

венированы для выявления точечных замен или микроде- 
леций митохондриального генома человека. Исследова-
ния проводили на автоматическом пиросеквенаторе 
PSQTMHS96MA. При постановке эксперимента была ре-
ализована схема приготовления проб, описанная в прила-
гающемся к  пиросеквенатору методическом пособии (ис-
пользовались сефарозные частицы). Последовательности 
праймеров для сиквенса указаны в табл. 2. Подбор прай-
меров осуществлялся с помощью компьютерной програм-
мы Primer3 [31].

Визуализация результатов осуществлялась с помощью 
программы, прилагающейся при установке пиросеквена- 
тора.

5. Статистический анализ
Статистическая оценка результатов была проведена 

с помощью бутстрэп-анализа [1, 39] и программы IBM 
SPSS 21,0 (http://spss.ru).

Результаты

1. Морфологическое и мутационное картирование аорт
Для оценки взаимосвязи двух митохондриальных му-

таций, идентифицированных в качестве потенциальных 
маркеров атеросклероза, проведено исследование на 
аутопсийном материале с морфологическим и мутацион-
ным картированием. В работе использован аутопсийный 
материал (5 образцов аорты, полученных при аутопсии 
индивидов, погибших в результате несчастного случая 
или внезапной смерти).

Рис. 1. Гель/электрофорез ПЦР-фрагментов, содержащих область 
мутаций G14846A и G15059A:
1 — ДНК-маркер 100 bp (10 фрагментов от 100 до 1000 п.н.); 2 — отри-
цательный контроль; 3—8 — ПЦР-фрагменты, содержащие область 
мутаций G14846A и G15059A.

Каждый образец представлял собой участок сосуди-
стой стенки размером приблизительно 7 х 9 см, разделен-
ный по морфологическим признакам  на зоны с различ-
ной степенью атеросклеротического поражения ( 1  — нор-
ма, 2 — жировая инфильтрация, 3 — жировая полоса, 4 — 
липофиброзная бляшка, 5 — фиброзная бляшка). В каж-
дом образце аорты было идентифицировано от 38 до 
70 таких зон. Всего было проанализировано 265 участков 
интимы аорт (табл. 3).

Составлены морфологические карты для каждого об-
разца аорты, на которых отмечалось взаимное расположе-
ние идентифицированных зон. Пример морфологической 
карты исследованных аорт представлен на рис. 2 .

2. Анализ митохондриальных мутаций G15059A и G14846A 
гена цитохрома В  в морфологически картированной 
интиме аорты человека

При анализе всех участков нормальной и пораженной 
атеросклерозом интимы пяти образцов аорт посредством 
бутстрэп-анализа выявлено, что с суммарным атероскле-
ротическим поражением картированных аорт положи-
тельно ассоциирована мутация митохондриального гено-
ма G15059A — высокодостоверно (табл. 4).

Согласно критерию сдвига Уилкоксона для зависимых 
выборок (на усредненных данных — для всех аорт одно-
временно), выявлено (табл. 5), что с суммарным началь-
ным атеросклеротическим поражением (жировыми точ-
ками и жировыми полосами) и суммой всех участков ли-
пофиброзных бляшек также ассоциирована, на том же 
уровне значимости, мутация митохондриального генома 
G15059A. Также при анализе суммы участков липофиб-

Таблица 1
Условия для ПЦР фрагментов мутаций G14846A и G15059A

Размер ПЦР-фрагмента Концентрация MgCl2 в буфере для ПЦР Денатурация Отжиг Синтез

450 п.н. 1,5 мМ 94°С 55°С 72°С

Таблица 2
Праймеры  для пиросиквенса

Мутация Праймер для пиросиквенса
G14846A GCGCCAAGGAGTGA

G15059A TTT CT GAGT AGAGAAATGAT
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розных бляшек выявлена высокодостоверно отрицатель-
ная корреляция мутации G14846A с данным  типом пора-
жения.

Обсуждение результатов

В возникновении и развитии атеросклеротических по-
ражений интимы артерий большую роль играют роль 
клетки крови. При атерогенезе они мигрируют через эн -
дотелий в интимо-медиальный слой сосудов. При этом 
лимфоциты  выполняют сигнальную роль в формирова-
нии  иммунного и воспалительного ответа, а моноциты 
формируют макрофагальные клетки, призванные удалять 
избыток холестерина, накапливающегося в очаге атероск-
леротических поражений. Возможная роль мутаций мито-
хондриального генома в возникновении и развитии ате-
росклероза может заключаться в том, что данные мутации 
приводят к  дефектам белковых цепей ферментов дыхате-
льной цепи митохондрий или транспортных РНК . При 
этом уровень метаболизма дефектных митохондрий пони-
жается, в результате содержащие их мутантные моноциты 
приобретают склонность к  липоидозу. То есть, итогом па-
тофизиологических процессов, запускаемых мутациями 
митохондриального генома, является превращение му-
тантных моноцитов в пенистые клетки.

С целью проверки данного предположения было при-
нято решение о сравнительном анализе уровня гетеро- 
плазмии в нормальной и пораженной атеросклерозом ин -
тиме артерий людей.

Таблица 3
Степень атеросклеротического поражения морфологически картированных образцов аорт

№ образца аорты Степень поражения Количество участков

1 Норма 9
Жировая инфильтрация 17

Жировая полоса 6

Липофиброзная бляшка 5

Фиброзная  бляшка 1

2 Норма 13
Жировая инфильтрация 10

Жировая полоса 7

Липофиброзная бляшка 12

Фиброзная  бляшка 3

3 Норма 12
Жировая инфильтрация 6

Жировая полоса 6
Липофиброзная бляшка 12

Фиброзная  бляшка 7

4 Норма 15

Жировая инфильтрация 14

Жировая полоса 18
Липофиброзная бляшка 12

Фиброзная  бляшка 9

5 Норма 25

Жировая инфильтрация 17

Жировая полоса 13
Липофиброзная бляшка 10

Фиброзная  бляшка 5

Рис. 2. Морфологическая карта аорты №1
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Бутстрэп-анализ коэффициента корреляции 
между уровнем гетероплазмии митохондриальных мутаций G14846A и G15059A  

и наличием  суммарного  атеросклеротического  поражения картированных образцов аорт

Таблица 4

Мутация Значение коэфициента корреляции Асимптотическая значимость (двусторонняя)

G14846A -0,297 0,129

G15059A 0,451* 0,037*

Примечание. * — достоверная корреляция мутаций с атеросклеротическим  поражением  (p<0,05)

Таблица 5
Мутации митохондриального генома G14846A и G15059A  

в различных типах суммарного  атеросклеротического  поражения (АТП) 
морфологически картированных образцов аорт

Мутации Начальное АТП Липофиброзные бляшки Фиброзные  бляшки
Коэфициент Асимптоматиче- Коэфициент Асимптоматиче- Коэфициент Асимптоматиче-
корреляции ская значимость корреляции ская значимость корреляции ская значимость

G14846A -0,107 0,117 -0 ,351* 0,050* 0,052 0,214

G15059A 0,405* 0,043* 0,471* 0,015* 0,062 0,203
Примечание. * — достоверная корреляция мутаций с атеросклеротическим  поражением  (p<0,05)

Таблица 6
Данные о патологиях, вызываемых мутациями G14846A и G15059A гена цитохрома В [21— 23]

Мутация Патология
G14846A (замена глицина на серин в позиции 34 (G34S) Митохондриальные миопатии
G15059A (нонсенс-мутация, в результате которой аминокис-
лота глицин в позиции 190 заменяется на стоп-кодон , вызы -
вающий остановку трансляции, уменьшение размера белка и 
потерю  244 аминокислот С-конца белка. Ослабляет фермен-
тную  функцию  цитохрома B)

Митохондриальные миопатии, миоглобинурия, непереноси-
мость физических нагрузок

Для определения процента гетероплазмии в исследуе-
мых образцах автором с сотрудниками был разработан 
новый оригинальный метод количественной оценки му-
тантного аллеля митохондриального генома [11, 41—43, 
45], основанный на технологии пиросеквенирования [19, 
20, 27, 40]. Данный метод оказался пригоден для исследо-
вания любых биологических образцов. С его помощью 
можно определять уровень гетероплазмии как  наследст-
венных, так и соматических мутаций митохондриального 
генома, возникающих в течение жизни индивида или при 
патологических процессах. Кроме того, оказалось воз-
можным определять процент соматических мутаций ядер-
ного генома, возникающих, например, при развитии он-
кологических процессов.

В настоящем исследовании впервые были получены 
данные о том, что различные участки интимы аорты, как 
нормальной, так и имеющей атеросклеротические пора-
жения различной степени тяжести, могут различаться 
между собой по уровню гетероплазмии мутантного аллеля 
митохондриального генома. Согласно данным  литерату-
ры, исследованные мутации ассоциированы с различны-
ми патологиями (табл. 6 ).

Большинство типов атеросклеротических поражений 
аорт оказалось ассоциировано с мутацией G15059A, что 
может говорить о том, что ключевым моментом в запуске 
патофизиологических механизмов, в результате которых 
формируются атеросклеротические поражения в аортах 
человека, являются дефекты  цитохрома B.

Мутация G14846A проявила антиатерогенный эффект 
в липофиброзных бляшках. Вероятно, данная мутация 
способствует стабилизации комплекса III дыхательной 
цепи митохондрии.

Возможным объяснением того, что уровень гетеро-
плазмии исследуемых мутаций митохондриального гено-
ма в фиброзных бляшках снижается, по сравнению  с дру-
гими типами атеросклеротического поражения, может 
быть гибель мутантных клеток интимы в фиброзных 
бляшках.

Заключение

В настоящей работе подтверждена фокальность атеро-
склеротических поражений в интиме аорты человека. 
Основанием для данного подтверждения явились отличия 
в уровне гетероплазмии мутаций митохондриального ге-
нома G15059A и G14846A между участками нормальной и 
пораженной атеросклерозом морфологически картиро-
ванной интимы  аорт человека.

В суммарном атеросклеротическом поражении выяв-
лена проатерогенная мутация — G15059A. В липофиброз-
ных бляшках антиатерогенной является мутация 
G14846A.

Результаты могут быть использованы практическими 
врачами и медицинскими генетиками для ранней диагно-
стики и семейного анализа атеросклероза, а также оценки 
предрасположенности к  данному заболеванию.
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Mosaicism of mitochondrial mutations G15059A and G14846A 
of cytochrome B gene in atherosclerotic lesions of human aortic intima
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In m ost cases atherosclerosis o f human great vessels is a morphological basis o f m ortality from cardiovascular 
pathologies. In the twenty-first century atherosclerosis has an epidemic character. Molecular genetic markers as-
sociated with atherosclerosis can help early diagnosis o f this pathology. Studies o f researchers a ll over the world  
are mainly devoted to autosomal mutations associated with atherosclerosis. Only a few studles are devoted to 
molecular genetic defects in the m itochondrial genome associated with atherosclerotic lesions. In this study we 
analyzed the association o f the heteroplasmy level in m itochondrial mutation G15059A and G14846A of 
cytochrome B gene with atherosclerosis in individuals, the aortic intima o f which was morphologically divided into 
segments with atherosclerotic lesions o f varylng severlty.

Key words: m itochondrial genome, mutation, gene, heteroplasmy level, cytochrome B, aortic intima, 
lipofibrous, plaque, prim ary atherosclerotic lesion, fibrous, atherosclerosis
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