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Резюме. В статье обосновывается алгоритм и методология исследования, нацеленного на поиск 
и анализ детерминант соматической митохондриальной гетероплазмии пожилых людей. Старение 
рассматривается как сложившийся в процессе эволюции процесс, характеризующийся снижени-
ем всех основных биологических функций и сопровождающийся постепенной деградацией орга-
нов, тканей и систем организма, приведена классификация основных гипотез и теорий старения. 
Отмечена необходимость разработки диагностических критериев и маркеров, позволяющих диф-
ференцировать понятия «здоровое старение» от болезней пожилого возраста. Отдельно авторы 
анализируют роль митохондрий в развитии возрастных изменений, связанных с развитием ней-
родегенерации и мышечной дистрофии. Отмечено, что развитие старческих изменений в той или 
иной степени связаны с основной функцией митохондрий, а именно окислением питательных ве-
ществ и производством молекул АТФ — универсального источника энергии для большинства био-
логических процессов в клетках. Для митохондриального генома предложен движущий механизм, 
объясняющий, каким образом митохондриальные соматические мутации могут приводить к неко-
торым фенотипам старения — нейродегенерации и мышечной дистрофии. Для установления связи 
между митохондриальными соматическими делециями и возрастными изменениями разработан 
алгоритм и методология, базирующиеся на комплексном изучении анализ детерминант соматиче-
ской митохондриальной гетероплазмии пожилых людей на когорте пожилых людей. Планируется 
проанализировать динамику митохондриальных соматических мутаций в мышечных тканях (биоп-
сии) для 450 пожилых добровольцев. Авторами предлагается оригинальный подход к определению 
гетероплазмии мтДНК и выявлению de-novo мутаций, включающий обогащение фракций мито-
хондрий и очистке мтДНК мышечной ткани, а также методика количественной оценки копийности 
мтДНК для нормировки количества геномного материала образцов. Полученный материал будет 
использован для подготовки библиотек для секвенирования на NGS-платформах. В последующем 
данные биоинформатического анализа будут сопоставлены с результатами невролого-психологи-
ческих исследований, включающими оценку уровня когнитивных процессов, наличие астениче-
ских расстройств, оценку реабилитационного потенциала пациента. Предполагается, что этот блок 
позволит нам в дальнейшем выделить среди добровольцев как минимум три группы, а именно: 
лиц с нормальным старением (healthy aging), пациентов с ослаблением умственных и физических 
способностей, связанных с нейродегенеративными процессами или пациентов с сосудистыми па-
тологиями. С целью поиска в иммунной системе информативных маркеров, позволяющих диф-
ференцировать «здоровое старение» от болезней пожилого возраста, предполагается произвести 
корреляционный анализ результатов оценки иммунного и цитокинового статуса с данными клини-
ческих и биоинформационных исследований. 
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Актуальность
Объявленное Организацией Объединенных Наций «Десятилетие здорового старения» (2021–

2030 гг.) предполагает сотрудничество правительств, гражданского и научного сообществ, наце-
ленное на улучшение качества жизни людей пожилого и старческого возраста. Неуклонный рост 
доли лиц старческого возраста в населении планеты ставит перед исследователями вопросы о со-
отношении социальных детерминант этого явления и биологических факторов развития старости С 
биологической точки зрения старение можно рассматривать как естественный, сформировавшийся 
в ходе эволюции процесс, характеризующийся снижением всех основных биологических функций 
и сопровождающийся постепенной деградацией органов, тканей и систем организма. Важнейшей 
чертой, сопутствующей старению человека, наряду со снижением адаптационных возможностей ор-
ганизма, является снижение когнитивных функций, что отсутствует у других видов животных. В 
специальной литературе отдельно выделяют понятие «нормальное старение» (МКБ 10 — Старость 
(R54)), как естественный процесс, который следует отличать от «патологического старения» и бо-
лезней старческого возраста. Важно отметить, что болезни пожилого возраста развиваются на фоне 
характерного для лиц пожилого возраста снижения функциональной активности ряда основных си-
стем и органов. При этом сходная клиническая симптоматика отмечается и у «здоровых стариков», 
и у лиц с заболеваниями, которые мы относим к болезням пожилого возраста. Например, сниже-
ние когнитивных функций отмечается и у людей, страдающих болезнью Альцгеймера, и у пожилых 
лиц, однако количественная степень проявления этого признака отличается — падение когнитивных 
функций намного сильнее при болезни Альцгеймера по сравнению со здоровым старением. Таким 
образом, нормальное, или «здоровое старение», необходимо не только качественно, но и количе-
ственно дифференцировать от болезней старческого возраста, перечень которых достаточно обши-
рен: атеросклероз и связанные с ним сердечно-сосудистые заболевания, опухолевые заболевания, 
болезни опорно-двигательного аппарата, катаракта, диабет 2 типа, болезнь Альцгеймера и др. [11]. 
Как видно из вышесказанного, если с представлениями о «болезнях старения» удалось более или 
менее сформировать их перечень и существенно продвинуться в представлениях об их патогенезе, 
то понятие «здоровое старение» до сих пор точно не обозначено и, по-видимому, пока можно огра-
ничиться понятием в следующей формулировке: «здоровое старение — это состояние у лиц старше 
80-ти лет, характеризующееся снижением функциональной активности организма при отсутствии 
острых и хронических заболеваний, в т.ч. «болезней старости». Еще более сложным является вопрос 
о причинах и механизмах развития старческих изменений. 

Цель исследования
Разработать алгоритм и методологию исследования, нацеленного на поиск и анализ детерминант 

соматической митохондриальной гетероплазмии пожилых людей
Методология исследования
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Теории старения
Старение является крайне сложным и комплексным процессом. С одной стороны, оно ассоцииро-

вано с множеством признаков, таких как укорочение теломер, изменение профиля экспрессии генов 
(например, падение уровня экспрессии генов, вовлеченных в иммунную систему и митохондри-
альный метаболизм), увеличение транскрипционного шума, накопление ошибок фолдинга белков, 
накопление соматических мутаций в ядерном и митохондриальном геномах и так далее. С другой 
стороны, среди всех этих признаков крайне сложно выделить главные (движущие) факторы, при-
водящие к старению, и второстепенные (сопутствующие) факторы, являющиеся лишь следствием 
старения (нейтральным следствием движущих факторов). К настоящему времени сформулирова-
но, с той или иной степенью доказательности, более трехсот гипотез и теорий, посвященных этому 
явлению. В ряде случаев эти теории перекликаются и дополняют друг друга, и по-видимому каж-
дая из них имеет право на жизнь. Все современные теории старения можно условно разбить на две 
большие группы [7]. Первая группа отводит ведущую роль повреждениям и ошибкам, которые на-
капливаются в организме в ходе онтогенеза. Сторонники второй группы ведущим фактором счита-
ют, что старение является запрограммированным, наследственно детерминированным процессом. 
Не вдаваясь в критическое изложение теорий старения, по-видимому, необходимо признать, что 
старение является многофакторным процессом, однако вклад того или иного явления (процесса) 
и их соотношение неравнозначны. Причем, у разных индивидуумов в популяции удельный вклад 
отдельных факторов, вызывающих старение, существенно различаются. Кроме того, по мнению 
Gilberto Levy, Bruce Levin (2022), проанализировавших на модели причинно-следственные связи 
развития старения, причины старческих возрастных изменений эволюционируют вместе с эволю-
цией человека [9]. Многообразие теорий старения только подчеркивает многогранность и много-
уровневость этой важнейшей социальной проблемы.

Митохондриальные теории старения
Важно отметить, что при всем многообразии теорий и гипотез старения, ни одна их них не может 

отрицать вклад митохондрий в развитие этого процесса. Поскольку развитие старческих измене-
ний в той или иной степени связаны с основной функцией митохондрий, а именно окислением 
питательных веществ и производством молекул АТФ — универсального источника энергии для 
большинства биологических процессов в клетках. Согласно одной из них считается, что выраба-
тывающиеся при окислительном фосфорилировании активные формы кислорода (АФК) вызывают 
повреждение митохондрий, повышенной частоте мутаций мтДНК, что в свою очередь приводит к 
нарушению энергетического баланса клетки и ее деградации [2]. Митохондриально-лизосомаль-
ная теория указывает, что повышенное образование в митохондриях АФК приводит к накопле-
нию в лизосомах агрегатов неразлагаемого липофусцина, что, в свою очередь, по мере накопления 
этого пигмента, приводит к затуханию клеточной биоэнергетики [4]. По мнению Лобачева А.Н., 
старение клеток, особенно высокодифференцированных (мышечных, нервных, сердечных) связа-
но с возрастным снижением продукции АТФ в результате накопления в митохондриях дефектных 
делеционных мтДНК [1]. Каждая из изложенных гипотез имеет не только теоретическое, но и 
экспериментальное обоснование. Таким образом, участие митохондрий, важнейших регуляторов 
внутриклеточного метаболизма, в процессах старения является неоспоримым.

Рабочая гипотеза
Для митохондриального генома предложен движущий механизм, объясняющий, каким образом 

митохондриальные соматические мутации могут приводить к некоторым фенотипам старения — 
нейродегенерации и мышечной дистрофии. Митохондриальный геном мутирует по крайней мере 
в 10 раз быстрее, чем ядро, и подвержен дополнительному отбору внутри хозяйской клетки. Соче-
тание высокого темпа мутирования и внутриклеточного отбора приводят к тому, что митохондри-
альный геном может становиться более «опасным» с возрастом, накапливая эгоистичные мутации; 
причем непролиферирующие (постмитотические) ткани наиболее уязвимы для таких эгоистичных 
мутантов — поскольку хозяйские клетки более не делятся, таким образом не конкурируют друг с 
другом. Например, на нейронах головного мозга человека было продемонстрировано появление 
первых митохондриальных соматических делеций в возрасте 40–50 лет, далее эти делеции могут 
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достигать высокого процента гетероплазмии внутри хозяйской клетки и таким образом приводить к 
деградации всего нейрона через несколько десятков лет. Схожий процесс накопления соматических 
митохондриальных делеций с возрастом был продемонстрирован на клетках скелетной мускула-
туры [6]. Важно подчеркнуть, что митохондриальные соматические делеции в нейронах и клетках 
скелетной мускулатуры накапливаются с возрастом у всех людей (а не только у больных) и, таким 
образом, они ассоциированы с нормальным процессом старения (healthy aging), характеризующим-
ся ослаблением умственных и физических способностей человека. Митохондриальные соматиче-
ские делеции вредны, однако даже среди здоровой выборки населения существует колоссальная 
изменчивость в возрасте появления делеции и в скорости её экспансии: у кого-то первая делеция 
становится детектируемой в 20 лет, а у кого-то в 60 лет; у кого-то делеции размножаются крайне 
быстро и приводят к гибели хозяйской клетки за 10 лет, а у кого-то — за 50 лет. На вопросы, почему, 
каковы причины такой изменчивости, мы пока не можем ничего ответить. Нами было разработано 
несколько гипотез, объясняющих возможные причины этой изменчивости [12]. Однако до сих пор 
мы не могли их протестировать из-за отсутствия больших популяционных данных. Интересно, что 
все работы, цитируемые нами, были проведены на крайне маленьких выборках: девять образцов 
мозговой ткани человека [8], четыре образца мозговой ткани человека [5], что обусловлено сложно-
стью получения образцов (особенно нейронов, для чего нужны постмортальные образцы), а также 
технической сложностью анализа митохондриальной гетероплазмии. Нами разработан эксперимен-
тальный подход, позволяющий решить обе эти проблемы, тормозящие прогресс в понимании ми-
тохондриальной компоненты старения, анализируя биопсии мышечной ткани (вместо нейронов) и 
используя методы секвенирования, недоступные научному сообществу ранее (5–10 лет назад). Мы 
планируем проанализировать динамику митохондриальных соматических мутаций в мышечных 
тканях (биопсии) для 450 пожилых добровольцев из разнородной этнической выборки.

Алгоритм исследования
Для установления связи между митохондриальными соматическими делециями и возрастными 

изменениями мы планируем провести анализ детерминант соматической митохондриальной ге-
тероплазмии на когорте пожилых людей, проживающих в Калининградской области. В качестве 
источника биоматериала выбраны образцы мышечной ткани от 10 до 50 кубических миллиметров, 
получаемые во время выполнения операции по эндопротезированию тазобедренного или коленно-
го суставов. Получение биоптатов такого объема безопасно, не наносит вреда здоровью пациента 
и никак не сказывается на дальнейшем процессе восстановления прооперированного больного. 
Получение биопсийного материала проводится в отделении травматологии и ортопедии ФГБУ 
Центра высоких медицинских технологий МЗ РФ Все исследования проводятся в строгом соот-
ветствии биоэтическими нормами и правилами, получены Заключения независимого этического 
комитета ФГАО ВО БФУ им. И. Канта и Этического комитета ФГБУ «ФЦВМТ» МЗ РФ.

Формирование популяции добровольцев
Исследуемая популяция: в соответствии с задачами проекта исследуемую когорту составляют 

добровольцы в возрасте от 60 и более лет. В ходе исследования, нами принято решение о формиро-
вании небольшой (контрольной) группы пациентов (до 30 человек) в возрасте 30–45 лет.

Анализ генетического материала
В своей работе мы решили использовать подход по определению гетероплазмии мтДНК и вы-

явлению de-novo мутаций, аналогичный использованному в работе B. Arbeithuber. В случае ис-
следования генетического материала клеточных органелл (митохондрии, хлоропласты или пла-
стиды) дополнительно требуется очистка от фрагментов ядерного генома, который часто несет в 
себе транспонированные сегменты генома органелл, таких как, например, NUMT (NUclear-encoded 
MiTochondrial segments — ядерно-кодируемые участки мтДНК). Для задач по поиску редких алле-
лей с низкой частотой встречаемости все чаще используют метод подготовки библиотек без эта-
па амплификации (PCR-free). Такой метод требует подготовки больших количеств исходной ДНК 
высокой чистоты, порядка 200–1000 нг, но при этом позволяет избежать ошибок амплификации, 
вносимых полимеразой. Мы адаптировали несколько методик [3] по обогащению фракций ми-
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тохондрий и очистке мтДНК так, что в результате становится возможным получать из 80–100мг 
относительно бедных митохондриями мышечной и соединительной тканей до 500нг мтДНК, сво-
бодной от примесей РНК и фрагментов ядерного генома. Для оценки степени чистоты фракции 
человеческой мтДНК от примесей ядерного генома мы адаптировали методику ПЦР-скрининга по 
участку гена бета-актина и Alu-повторам в человеческом геноме. Также мы разработали методику 
количественной оценки копийности мтДНК для нормировки количества геномного материала об-
разцов, которые в дальнейшем используются для подготовки библиотек для секвенирования на 
NGS-платформах.

Нейропсихологическое обследование и оценка иммунного статуса добровольцев
Для последующего биоинформатического анализа данных, их ассоциации с клиническими (био-

логическими) проявлениями старения, к работе привлечены клинические психологи, неврологи 
и иммунологи. Мы полагаем, что невролого-психологические исследования позволят нам в даль-
нейшем выделить среди добровольцев как минимум три группы, а именно: лица с нормальным 
старением (healthy aging), пациенты с ослаблением умственных и физических способностей, свя-
занными с нейродегенеративными процессами или пациенты с сосудистыми патологиями. В по-
слеоперационный период, по согласованию с лечащим врачом и пациентом, психоневрологи про-
водят неврологическое обследование добровольцев и ряд психодиагностических тестов (все тесты 
неинвазивные), позволяющие оценить уровень когнитивных процессов, наличие астенических 
расстройств, оценить реабилитационный потенциал пациента, проводится анализ записей в исто-
рии болезней добровольца. 

По мере формирования групп добровольцев с различными типами старения, мы планируем на 
базе Центра иммунологии и клеточных биотехнологий БФУ им. И. Канта провести оценку им-
мунного и цитокинового статуса наших волонтеров. В специальной литературе достаточно хоро-
шо освещена тесная взаимосвязь между нервной и иммунной системами. [14]. Несомненным на 
сегодняшний день является участие клеток иммунной системы в патогенезе основных болезней 
пожилого возраста: атеросклероза, болезни Альцгеймера и др. [10]. Показано, что старение им-
мунной системы сопровождается снижением регенеративной способности стареющих мышц [15]. 
Возможно, что связанные со старением метаболические заболевания, хронические воспалитель-
ные состояния, аутоиммунная патология являются результатом нарушения в работе иммунной си-
стемы ввиду дисфункции важнейшего митохондриального редокс-регуляторного белка - никотина-
мид-нуклеотидтрансгидрогеназы [13]. Нами будет предпринята попытка выявить информативные 
маркеры в иммунной системе, позволяющие дифференцировать «здоровое старение» от болезней 
пожилого возраста. Предполагается произвести корреляционный анализ полученных результатов 
с данными клинических и биоинформационных исследований. 

Результаты и обсуждение
В настоящее время обследовано более 200 добровольцев. Предварительно сформированы группы 

с различной степенью депрессии (мягкой, умеренной и высокой степени тяжести) и нарушением 
когнитивных функций (легкие и умеренные). Проводится оценка корреляционных связей между 
нейрофизиологическими и когнитивными параметрами в группах: с умеренными когнитивными 
нарушениями и с нормальными показателями по результатам тестирования. Расчет полученных 
результатов проводится с использованием пакета прикладных программ R-studio. Анализ каче-
ственных признаков осуществляется с помощью критерия χ² Пирсона. Две независимые группы 
сравниваются с помощью U-критерия Манна-Уитни. Анализ различия частот в двух независимых 
группах проводится при помощи точного критерия Фишера с двусторонней доверительной веро-
ятностью, критерия χ² с поправкой Йетса. Уровень статистической значимости р<0,05. Получены 
предварительные результаты по анализу абсолютной копийности мтДНК для 48 образцов методом 
цифровой капельной ПЦР, и копийности мтДНК относительно стандарта для еще 120 образцов.

Нельзя однозначно сказать, является ли старение следствием накопления соматических мутаций 
только в ядерном геноме или только в митохондриальном геноме, либо старение проявляется как 
эффект тандемной и возрастающей аккумуляции мутаций в обоих геномах. На данный момент на-
коплены экспериментальные результаты и свидетельства, говорящие в пользу каждого из трех вари-
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антов. По результатам нашей работы мы планируем описать основные факторы: генетические, сре-
довые (образ жизни и состояние здоровья), нейропсихологические (в первую очередь когнитивные), 
ассоциированные с грузом митохондриальных соматических мутаций в мышечной ткани пожилых 
людей, оценить наличие связи между состоянием иммунной системы и вышеуказанными факторами. 
Разработанные нашим коллективом методология и алгоритм исследования, по нашему мнению, по-
зволит решить поставленные перед нами задачи.

Исследование выполнено за счет средств гранта Российского научного фонда (проект №21-75-
20145)
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Abstract. The article substantiates the algorithm and methodology of the study aimed at search and 
analysis of the determinants of somatic mitochondrial heteroplasmy in the elderly people. Aging is 
considered as a process that has developed in the process of evolution, characterized by a decrease in 
all basic biological functions and accompanied by a gradual degradation of organs, tissues and systems 
of the body, a classification of the main hypotheses and theories of aging is given. The need to develop 
diagnostic criteria and markers to differentiate the concept of «healthy aging» from diseases of the elderly 
is noted. Separately, the authors analyze the role of mitochondria in the development of age-related changes 
associated with the development of neurodegeneration and muscular dystrophy. It has been noted that 
the development of senile changes is to some extent associated with the main function of mitochondria, 
namely the oxidation of nutrients and the production of ATP molecules, a universal energy source for most 
biological processes in cells. For the mitochondrial genome, a driving mechanism has been proposed to 
explain how mitochondrial somatic mutations can lead to certain aging phenotypes — neurodegeneration 
and muscular dystrophy. To establish the relationship between mitochondrial somatic deletions and age-
related changes, an algorithm and methodology have been developed based on a comprehensive study 
of the determinants of somatic mitochondrial heteroplasmy in a cohort of elderly people. It is planned 
to analyze the dynamics of mitochondrial somatic mutations in muscle tissues (biopsies) for 450 elderly 
volunteers. The authors propose an original approach to the determination of mtDNA heteroplasmy 
and the detection of de-novo mutations, including the enrichment of mitochondrial fractions and the 
purification of mtDNA from muscle tissues, as well as a method for quantifying mtDNA copy number to 
normalize the amount of genomic material in the samples. The resulting material will be used to prepare 
libraries for sequencing on NGS platforms. Subsequently, the data after bioinformatic analysis will be 
compared with the results of neurological and psychological studies, including an assessment of the level 
of cognitive processes, the presence of asthenic disorders, and an assessment of the patient’s rehabilitation 
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potential. It is assumed that this psychoneurological block will allow us to further distinguish at least three 
groups among volunteers, namely: persons with normal aging (healthy aging), patients with a weakening 
of mental and physical abilities associated with neurodegenerative or with vascular pathologies. In order 
to search for informative markers in the immune system that allow differentiating «healthy aging» from 
diseases of the elderly, it is proposed to perform a correlation analysis between the assessment of immune 
and cytokine status and the data of clinical and bioinformatic studies.

Keywords: methodology, healthy aging, mitochondrial heteroplasmy, neurological status, psychological 
testing, immune status
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