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Нарушение правильного функционирования митохондрий, как установлено недавно, является
важным компонентом молекулярных механизмов развития многих нейродегенеративных заболева-
ний. Одно из таких заболеваний, рассеянный склероз – хроническое аутоиммунное и нейродегене-
ративное заболевание центральной нервной системы, характеризуется клинической гетерогенно-
стью. Роль генетической вариабельности митохондриальной ДНК в развитии различных клиниче-
ских форм рассеянного склероза малоизучена. В настоящей работе проведен анализ ассоциации c
тяжелой и относительно редкой первично-прогрессирующей формой рассеянного склероза 10 од-
нонуклеотидных полиморфизмов митохондриального генома и девяти наиболее распространенных
в Европе гаплогрупп мтДНК (H, J, K, U, T, I, V, W и X). Исследование проведено на выборке из
110 больных первично-прогрессирующим рассеянным склерозом и 406 здоровых индивидов, рус-
ских по этнической принадлежности. Впервые показана ассоциация варианта m.12308*G
(rs2853498) (P = 0.024) и гаплогруппы U с первично-прогрессирующим рассеянным склерозом (P =
= 0.0004 и выдерживает поправку на множественность сравнений, Pcorr = 0.0076). Сравнение этих
данных с результатами нашего предшествующего исследования [1], направленного на изучение ро-
ли вариабельности митохондриального генома в предрасположенности к основной, ремиттирую-
щей, форме рассеянного склероза приводит к принципиально новому выводу, что в развитие двух
разных клинических форм рассеянного склероза вовлечены разные гаплогруппы митохондриаль-
ного генома, J и U. Полученные результаты могут привести к выявлению новых мишеней для лече-
ния первично-прогрессирующего рассеянного склероза, эффективное патогенетическое лечение
которого на данный момент практически отсутствует.

Ключевые слова: рассеянный склероз, первично-прогрессирующий рассеянный склероз, митохон-
дриальная ДНК, гаплогруппа, однонуклеотидный полиморфизм
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ВВЕДЕНИЕ

Рассеянный склероз (РС) – тяжелое хрониче-
ское заболевание центральной нервной системы,
характеризующееся аутоиммунным воспалени-
ем, демиелинизацией и нейродегенерацией [2].
РС встречается практически во всех странах, но
его распространенность в разных популяциях
сильно варьирует; в большинстве российских ре-
гионов она составляет от 30 до 70 случаев на
100000 населения [3]. Хотя этиология РС до кон-

ца не изучена, установлено, что РС является ком-
плексным заболеванием с полигенным типом на-
следования, которое развивается под воздействи-
ем факторов внешней среды у лиц с генетической
предрасположенностью [4].

Течение РС характеризуется выраженной кли-
нической гетерогенностью. В большинстве случаев
наблюдается ремиттирующая форма РС (РРС), при
которой периоды обострения (нарастание степени
неврологического дефицита) чередуются с перио-
дами ремиссии (снижение или исчезновение нев-

Сокращения: ДИ – доверительный интервал; ПЦР – полимеразная цепная реакция; ПЦР-ПДРФ – ПЦР с последующим
анализом полиморфизма длин рестрикционных фрагментов; ОШ – отношение шансов; РС – рассеянный склероз; ППРС –
первично-прогрессирующий РС; РРС – ремиттирующий РС; GWAS – полногеномный поиск ассоциации (Genome Wide
Association Study); SNP – однонуклеотидный полиморфизм (single nucleotide polymorphism).
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рологической симптоматики) [5]. Однако у 10–
15% пациентов непрерывное нарастание невро-
логического дефицита наблюдается с самого на-
чала болезни, и такая тяжелая форма РС получи-
ла название первично-прогрессирующего РС
(ППРС) [6].

Генетические особенности РС в большинстве
случаев изучают на больных РРС из-за его суще-
ственно более высокой распространенности или
вообще не разделяя больных с разными форма-
ми заболевания. В последнем случае выявляют-
ся полиморфные варианты, предрасполагаю-
щие, в первую очередь, к РРС. Серия исследова-
ний по полногеномному поиску ассоциаций
(Genome Wide Association Study, GWAS) позво-
лила выявить более 200 однонуклеотидных по-
лиморфизмов (SNP) ядерного генома, ассоции-
рованных с РС на полногеномном уровне значи-
мости (P < 5 × 10−8) [7]. Отдельно проведено
всего два GWAS, в которых больных ППРС срав-
нивали со здоровыми контрольными индивида-
ми: в одном [8] не выявлено полиморфных вари-
антов, значимо ассоциированных с ППРС; в дру-
гом [9] обнаружена единственная значимая
ассоциация на полногеномном уровне с аллелем
HLA-DRB1*15 – главным маркером предраспо-
ложенности к РРС.

Относительная малочисленность пациентов с
ППРС делает актуальным поиск генетических де-
терминант этой формы РС с использованием под-
хода “ген-кандидат”. С использованием этого под-
хода у этнических русских нами выявлены ассоци-
ированные с ППРС варианты генов иммунного
ответа, среди которых присутствовали как вариан-
ты, общие для двух форм РС, так и ППРС-специ-
фические [10].

Во всех перечисленных работах исследовали
ассоциацию РС с вариантами ядерного генома.
Хотя решающую роль митохондриальной дис-
функции в нейродегенерации при РС можно
считать доказанной [11], влияние вариабельности
митохондриального генома на предрасположен-
ность к РС нуждается в дальнейшем изучении. Дей-
ствительно, ассоциация вариантов мтДНК с РРС
была проанализирована в ряде работ (см. обзор
[12] и ссылки в нем), однако их результаты проти-
воречивы. Два из этих исследований [13, 14] про-
ведены на полногеномном уровне с использова-
нием экспериментальных данных из Multiple Scle-
rosis Genetics Consortium [8] и/или Wellcome Trust
Case Control Consortium (https://www.wtccc.org.uk/).
В работе [13] ассоциация отдельных SNP мтДНК
с РРС не обнаружена. Ассоциацию гаплогрупп J и
T мтДНК с РРС наблюдали при анализе данных,
полученных на объединенных группах больных
РРС из США и шести европейских стран [13], но
эти результаты не воспроизведены на независи-
мой выборке из США. Опубликованы данные об

ассоциации 16 SNP митохондриального генома с
РС [14]. Однако ассоциации отдельных вариантов
мтДНК, описанные в [13, 14], не достигали пол-
ногеномного уровня значимости.

Данные о вовлеченности митохондриального ге-
нома в формирование предрасположенности к
ППРС еще более ограничены и сводятся фактиче-
ски к тому же исследованию [13]. Ассоциаций
ППРС с отдельными SNP не наблюдали, а выяв-
ленный на номинальном уровне повышенный риск
ППРС у носителей гаплогруппы J из трех европей-
ских популяций не был воспроизведен на независи-
мой выборке из США.

Весьма вероятно, что невоспроизводимость
описанных результатов связана со значительной ва-
риабельностью митохондриального генома в раз-
личных популяциях даже в пределах Европы, что
обусловливает необходимость тщательного подбо-
ра гомогенных по этническому составу групп боль-
ных и контрольных групп.

Ранее мы провели у этнических русских анализ
ассоциации с РРС четырех гаплогрупп и пяти от-
дельных SNP митохондриального генома [1]. Зна-
чимую ассоциацию с РРС показала гаплогруппа J.
В настоящей работе проведен поиск ассоциаций
вариантов митохондриального генома с развитием
ППРС у русских. Идентификация полиморфных
вариантов митохондриального генома, ассоцииро-
ванных с риском развития различных форм РС,
может пролить свет на особенности патогенеза
этих форм, которые, по многим данным, различа-
ются по степени выраженности воспалительных и
нейродегенеративных механизмов [15].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Характеристика индивидов, вошедших в иссле-

дование. В исследование вошли 110 неродствен-
ных больных ППРС (50 женщин и 60 мужчин),
образцы крови которых собирали в различных
Российских региональных центрах и отделениях
РС. Диагноз ставили согласно международным
критериям Макдональда (версия 2010 года) [16].
Средний возраст больных на момент забора кро-
ви составил 47.5 ± 10.7 лет. Контрольная группа
состояла из 406 здоровых индивидов (266 жен-
щин и 140 мужчин; средний возраст 43.5 ± 16.2)
без симптомов неврологических заболеваний. По
данным анкетирования все индивиды, вошедшие
в исследование, по этнической принадлежности
были русскими в двух поколениях. От всех участ-
ников получено информированное согласие, ис-
следование одобрено локальным этическим ко-
митетом.

Выделение ДНК и генотипирование полиморф-
ных участков мтДНК. Периферическую кровь ин-
дивидов, вошедших в исследование, собирали в
вакуумные пробирки, содержащие EDTA. Сум-
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марную геномную ДНК выделяли из клеток пе-
риферической крови при помощи наборов
QIAamp DNA Blood Midi Kit (“QIAGEN”, Герма-
ния). Генотипирование 10 SNP мтДНК проводи-
ли методом ПЦР с последующим анализом поли-
морфизма длин рестрикционных фрагментов
(ПЦР–ПДРФ); перечень SNP, условия проведе-
ния реакции ПЦР–ПДРФ и критерии оценки ее
результатов представлены в табл. 1. Использовали
праймеры компании “Евроген” (Росссия) и эндо-
нуклеазы рестрикции НПО “СибЭнзим” (Россия).

Определение принадлежности индивидов к гап-
логруппам митохондриального генома. Исследо-
ванные полиморфизмы представляют собой
маркерные SNP, расположенные в кодирующем
районе мтДНК. По носительству их сочетаний
определяли принадлежность индивида к одной
из основных европейских гаплогрупп митохон-
дриального генома – H, I, J, K, T, U, V, W и X – со-
гласно http://www.phylotree.org/ [17] (табл. 2).

Статистический анализ. Ассоциации с ППРС
отдельных SNP мтДНК и митохондриальных гап-
логрупп анализировали при помощи точного
критерия Фишера. Для расчетов использовали
программное обеспечение GraphPad Prism вер-
сии 7.0. Ассоциацию считали статистически зна-
чимой, если значение P точного критерия Фише-
ра было менее 0.05, а 95%-ный доверительный

интервал (ДИ) отношения шансов (OШ) не пере-
секал 1. В качестве поправки на множественное
сравнение (multiple comparisons problem) исполь-
зовали поправку Бонферрони. Скорректирован-
ные значения P рассчитывали при помощи стан-
дартных средств языка R.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У больных ППРС и индивидов контрольной
группы, русских по этнической принадлежности,
проведен анализ частот вариантов митохондриаль-
ного генома m.1719G>A, m.4216T>C, m.4580G>A,
m.4917A>G, m.7028C>T, m.9055G>A, m.10398A>G,
m.12308A>G, m.13368G>A и m.13708G>A. Сравне-
ние частот исследованных вариантов представле-
но в табл. 3. Наблюдали ассоциацию носитель-
ства аллеля m.12308*G с ППРС (P = 0.024 и ОШ =
= 1.62 [95% ДИ 1.02–2.55], но эта ассоциация не
выдерживала поправки на множественные срав-
нения.

Принадлежность к наиболее распространен-
ным в Европе гаплогруппам митохондриального
генома (H, J, K, U, T, I, V, W и X) определяли на
основании результатов генотипирования перечис-
ленных маркерных SNP исходя из сочетанного но-
сительства определенных вариантов (табл. 2). Ча-
стоты гаплогрупп у больных ППРС и индивидов

Таблица 1. Полиморфизмы мтДНК и условия проведения реакции ПЦР–ПДРФ для их генотипирования

SNP
мтДНК, (rs ID)

ПЦР-праймеры,
прямой и обратный

Температура 
отжига, °C

Эндонуклеаза 
рестрикции

Размер 
фрагментов, п.н.

m.1719 G>A
(rs3928305)

TCACCCTCCTCAAGTATACTTCA/
ATTTGGGTAAATGGTTTGGC

56 BstDEI G: 148 + 79 + 23
A: 148 + 102

m.4216 T>C
(rs1599988)

ACCTCTGATTACTCCTGCCA/
TAGGTTTGAGGGGGAATGCT

60 FatI C: 400 + 45
T: 445

m.4580 A>G
(rs28357975)

ACCTATCACACCCCATCCTAAA/
AGGATTATGGATGCGGTT

60 BmtI G: 200 + 100
A: 300

m.4917 G>A
(rs28357980)

CAGAGGTTACCCAAGGCACC/
AGTAGTAGGGTCGTGGTGCTG

58 SspMI G: 243 + 61 + 39
A: 243 + 100

m.7028 C>T
(rs2015062)

AATGATCTGCTGCAGTGCTC/
TCCGGATAGGCCGAGAA

56 AluI C: 152 + 156
T: 152 + 130 + 26

m.9055 G>A
(rs193303045)

TTAAGGCGACAGCGATTTCT/
TACTGCAGGCCACCTACTCA

56 AspLEI G: 96 + 38
A: 134

m.10398 G>A
(rs2853826)

AGCCCTACAAACAACTAACCTGC/
AGTAGGGAGGATATGAGGTGTGAG

60 BstDEI G: 167 + 68 + 38
A: 205 + 68

m.12308 A>G
(rs2853498)

ATTTACCGAGAAAGCTCACAAG/
TTTTATTTGGAGTTGCACCACGAT

58 HinfI G: 109 + 25
A: 134

m.13368 G>A
(rs3899498)

TAGCCTTCTCCACTTCAAGTC/
AGAAACCTGTAGGAAAGGTATT

58 AspS9I G: 137 + 127
A: 264

m.13708 G>A
(rs28359178)

CCTCACAGGTTTCTACTCCAAA/
CCTCACAGGTTTCTACTCCAAA

60 Fsp4HI G: 197 + 121
A: 318
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Таблица 2. Маркерные SNP для определения принадлежности индивидов к основным европейским гаплогруп-
пам митохондриального генома (согласно http://www.phylotree.org/)

Примечание. Нуклеотиды, выделенные жирным, представляют собой варианты SNP, на которых основано определение гап-
логруппы.

Гапло-группа m.1719 m.4216 m.4580 m.4917 m.7028 m.9055 m.10398 m.12308 m.13368 m.13708

H G T G A C G A A G G
J G C G A T G G A G A
T G C G G T G A A A G
U G T G A T G A G G G
K G T G A T A G G G G
I A T G A T G G A G G
W G T G A T G A A G G
X A T G A T G A A G G
V G T A A T G A A G G

Таблица 3. Анализ ассоциации минорных аллелей SNP в генах мтДНК с ППРС

Примечание. Pcorr – значение P c поправкой Бонферрони; ОШ – отношение шансов; ДИ – доверительный интервал.

Аллель

Носители, N (%)

Значение P
Значение

Pcorr
ОШ [95% ДИ]Больные ППРС

(N = 110)
Здоровый контроль

(N = 406)

m.1719*A 5 (4.5) 18 (4.4) 0.57 Н.з. 1.03 [0.41–2.73]
m.4216*C 20 (18.2) 66 (16.3) 0.36 Н.з. 1.15 [0.67–1.97]
m.4580*A 3 (2.7) 10 (2.5) 0.55 Н.з. 1.11 [0.32–3.85]
m.4917*G 10 (9.1) 38 (9.4) 0.55 Н.з. 0.97 [0.48–1.98]
m.7028*C 39 (35.5) 167 (4.1) 0.22 Н.з. 1.23 [0.79–1.91]
m.9055*A 7 (6.4) 42 (10.3) 0.14 Н.з. 0.59 [0.25–1.29]
m.10398*G 20 (18.2) 90 (22.2) 0.22 Н.з. 0.78 [0.44–1.35]
m.12308*G 40 (36.4) 106 (26.1) 0.024 Н.з. 1.62 [1.02–2.55]
m.13368*A 10 (9.1) 37 (9.1) 0.58 Н.з. 0.99 [0.49–2.05]
m.13708*A 12 (10.9) 35 (8.6) 0.28 Н.з. 1.30 [0.67–2.53]

контрольной группы представлены в табл. 4. Ча-
стота гаплогруппы U у больных ППРС (31.8%) по-
чти в 2 раза превышает частоту этой гаплогруппы у
индивидов контрольной группы (16.3%) и значимо
ассоциирована с риском развития ППРС (P =
= 0.0004 и ОШ = 2.40 [95% ДИ 1.50–3.84]. При вве-
дении поправки на множественное сравнение ас-
социация носительства гаплогруппы U с ППРС
остается значимой (Pcorr = 0.0076).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Целью работы был поиск полиморфных вари-
антов митохондриального генома, ассоциирован-
ных с ППРС – тяжелой и относительно редкой
формой РС. Нами впервые проведен анализ ассо-
циации 10 SNP митохондриального генома и наи-
более распространенных европейских гаплогрупп

мтДНК (H, J, K, U, T, I, V, W и X) c ППРС у этниче-
ских русских. Показано, что митохондриальная
гаплогруппа U и ее маркерный вариант, минорный
аллель G SNP m.12308 A>G (rs2853498) (см. табл. 2),
значимо ассоциированы с риском развития ППРС,
по меньшей мере, у русских.

SNP m.12308 A>G находится в гене MT-TL2,
локализованном в высококонсервативной области
мтДНК и кодирующем митохондриальную лей-
цин-специфичную тРНКLeu (CUN). Этот SNP распо-
ложен в вариабельной петле тРНКLeu (CUN) [18].
Лейцин − наиболее распространенная в белках
аминокислота (https://www.uniprot.org/statistics/
Swiss-Prot) [19], доля которой составляет 17% всех
аминокислот, в частности, в белках, кодируемых
митохондриальными генами человека. 86% остат-
ков лейцина в этих белках кодируются кодонами
CUA, CUU, CUG, CUC, которые распознаются
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тРНКLeu (CUN) (Расчет сделан с использованием
“Homo sapiens mitochondrion, complete genome”,
NCBI Reference Sequence: NC_012920.1). В свете
этих данных естественно предположить, что му-
тация m.12308 A>G вовлечена в дисфункцию ми-
тохондрий. С этим предположением согласуются
не только полученные нами данные, но и иссле-
дования, в которых показана ассоциация аллеля
12308*G с риском инсульта [20], шизофрении,
биполярного расстройства [21] и некоторых он-
кологических заболеваний [22].

В ряде работ показано, что носительство гап-
логруппы U ассоциировано с риском развития
или клиническими характеристиками некоторых
нейродегенеративных, психических [23, 24], а
также аутоиммунных заболеваний [18]. В един-
ственной обнаруженной нами публикация, в ко-
торой высказано предположение о связи гапло-
группы U с РС, приведены результаты, получен-
ные на выборке из жителей Великобритании [25].
В этой работе пишут о тренде перепредставлен-
ности гаплогруппы U в группе РС в сравнении со
здоровыми контрольными индивидами.

По нашим данным, значимость ассоциации с
ППРС гаплогруппы U оказалась существенно бо-
лее высокой (P = 0.0004, Pcorr = 0.0076), чем вари-
анта m.12308*G (P = 0.024) (табл. 3 и 4). Можно
предположить, что в основе этого феномена ле-
жат синергические взаимодействия между поли-
морфными участками, входящими в состав гапло-
группы U, включая как варианты, присущие толь-
ко U, так и остальные. Эта интерпретация лежит в
русле современных представлений о гаплогруппах
не только как о группах сходных гаплотипов
мтДНК, восходящих к общему предку по материн-
ской линии, но и как об устоявшихся функцио-
нальных единицах, оказывающих влияние на фе-
нотип [26]. В этом случае ассоциация гаплогруппы

U с ППРС объясняется либо функциональным эф-
фектом этой гаплогруппы в целом, либо носитель-
ством какого-то сочетания, характерного только
для нее, возможно, включающего m.12308*G.

Альтернативным объяснением может быть
влияние на развитие ППРС вариантов мтДНК,
характерных только для гаплогруппы U, но не
других исследованных гаплогрупп. Влияние гап-
логруппы U в целом на функционирование кле-
ток изучали с использованием цитоплазматиче-
ских гибридов (цибридов) – клеток, содержа-
щих одинаковые ядра, но разные митохондрии.
Цибриды, содержащие мтДНК гаплогруппы U,
сравнивали с цибридами, содержащими наибо-
лее распространенную в Европе гаплогруппу H
[27]. Оказалось, что U-цибриды содержат мень-
шее количество мтДНК, в них снижена экспрес-
сия митохондриальных рРНК и синтез митохон-
дриальных белков, а также уменьшена активность
комплекса IV электрон-транспортной цепи.

Ранее мы показали, что в выборке этнических
русских с риском развития наиболее распростра-
ненной формы РС − РРС − ассоциирована гапло-
группа J [1]. Сравнивая результаты двух наших
исследований – процитированного и настояще-
го, мы приходим к заключению, что в развитие
двух разных клинических форм РС – РРС и
ППРС – вовлечены разные гаплогруппы мито-
хондриального генома, J и U соответственно. Та-
ким образом, нами получены принципиально но-
вые результаты, которые могут привести к выяв-
лению новых мишеней для лечения больных РС,
в том числе ППРС, а также к разработке диагно-
стических тестов для оценки эффективности те-
рапевтического подхода, направленного на ми-
тохондрии. Эффективное патогенетическое ле-
чение ППРС на данный момент практически
отсутствует [28].

Таблица 4. Анализ ассоциации наиболее распространенных в Европе гаплогрупп мтДНК с ППРС

Примечание. Pcorr – значение P c поправкой Бонферрони, Н.з. – не значимо, ОШ – отношение шансов; ДИ – доверитель-
ный интервал.

Аллель

Носители, N (%)

Значение P Значение Pcorr
ОШ

[95% ДИ]Больные ППРС
(N = 110)

Здоровый контроль
(N = 406)

H 39 (35.5) 157 (38.7) 0.31 Н.з. 0.87 [0.56–1.35]
J 9 (8.2) 28 (6.9) 0.39 Н.з. 1.20 [0.54–2.58]
K 4 (3.6) 28 (6.9) 0.15 Н.з. 0.51 [0.19–1.36]
U 35 (31.8) 66 (16.3) 0.0004 0.0076 2.40 [1.50–3.84]
T 8 (7.3) 33 (8.1) 0.47 Н.з. 0.89 [0.42–1.92]
I 2 (1.8) 12 (3.0) 0.40 Н.з. 0.61 [0.13–2.44]
V 3 (2.7) 10 (2.5) 0.55 Н.з. 1.11 [0.32–3.85]
W 2 (1.8) 23 (5.7) 0.063 Н.з. 0.30 [0.07–1.13]
X 0 (0.0) 2 (0.5) 0.62 Н.з. 0 [0.0–7.97]
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VARIABILITY OF THE MITOCHONDRIAL GENOME AND DEVELOPMENT
OF THE PRIMARY PROGRESSING FORM OF MULTIPLE SCLEROSIS

M. S. Kozin1, 2, *, O. G. Kulakova1, I. S. Kiselev1, A. N. Boyko1, 2, and O. O. Favorova1

1Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, 117997 Russia
2Federal Center of Cerebrovascular Pathology and Stroke, Moscow, 117342 Russia

*e-mail: kozinmax1992@gmail.com

Recently, it has been shown that dysfunction of mitochondria is an important component of the molecular
mechanisms of many neurodegenerative diseases’ development. One of them is multiple sclerosis, a chronic
autoimmune and neurodegenerative disease of the central nervous system, which is characterized by clinical
heterogeneity. The role of genetic variability of mitochondrial DNA in the development of various clinical
courses of multiple sclerosis is poorly understood. The aim of present study was to analyze the association of
ten single nucleotide polymorphisms of mitochondrial DNA and nine most common European mitochon-
drial haplogroups (H, J, K, U, T, I, V, W and X) with severe and relatively rare multiple sclerosis course –
primary progressive multiple sclerosis. 110 patients with primary progressive multiple sclerosis and
406 healthy controls were enrolled in the study, all ethnic Russians. For the first time association of m.12308*G
(rs2853498) variant (P = 0.024) and haplogroup U (P = 0.0004 and passes the multiple comparisons adjust-
ment, Pcorr = 0.0076) with primary progressive multiple sclerosis was shown. Comparison of these data with
results of our previous study [1], that was focused on the role of mitochondrial genome variability in suscep-
tibility to the most common multiple sclerosis course, relapsing-remitting multiple sclerosis, leads to the con-
clusion that two different mitochondrial haplogroups, U and J, are involved in the development of two dif-
ferent clinical courses of multiple sclerosis. The results may contribute to the identification of new targets for
the treatment of primary progressive multiple sclerosis, for which at the moment there is no effective patho-
genic treatment.

Keywords: multiple sclerosis, primary progressive multiple sclerosis, mitochondrial DNA, haplogroup, single
nucleotide polymorphism, association
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