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Summary/Резюме

The methylation state of LINE1 is of interest as a promising diagnostic
biomarker and therapeutic target for the diagnosis, prognosis and therapy of
multifactorial diseases. Aberrant methylation of LINE1 to assess the progression of
metabolic syndrome, type 2 diabetes mellitus in the presence of chronic generalized
periodontitis showed a significant decrease in the level of methylated LINE1 DNA in
the gums and blood of such patients, which correlates with a decrease in the content
of methylated IL6 gene DNA. However, there was no significant difference between
methylation of LINE1 DNA in patients with chronic generalized periodontitis of
varying severity.

Key words: DNA methylation, LINE1 gene, chronic generalized periodontitis,
diabetes mellitus, metabolic syndrome.

Состояние метилирования LINE1 представляет интерес в качестве перс-
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пективного диагностического биомаркера и терапевтической мишени для ди-
агностики, прогнозирования и терапии многофакторных заболеваний. Абер-
рантное метилирование LINE1 для оценки прогрессирования метаболическо-
го синдрома, сахарного диабета 2 типа на фоне хронического генерализован-
ного пародонтита показало достоверное снижение при этом уровня метили-
рованной ДНК LINE1 в тканях десны и крови таких пациентов, которое корре-
лирует со снижением содержания метилированной ДНК гена IL6. При этом не
выявлено достоверной разницы между метилированием ДНК LINE1 у пациен-
тов с хроническим генерализованным пародонтитом различной степени тя-
жести.

Ключевые слова: метилирование ДНК, ген LINE1, хронический генерализо-
ванный пародонтит, сахарный диабет, метаболический синдром.

Стан метилювання LINE1 представляє інтерес в якості перспективного
діагностичного біомаркера і терапевтичної мішені для діагностики, прогнозу-
вання і терапії багатофакторних захворювань. Аберантне метилювання LINE1
для оцінки прогресування метаболічного синдрому, цукрового діабету 2 типу
на фоні хронічного генералізованого пародонтиту показало достовірне зни-
ження при цьому рівня метильованої ДНК LINE1 в тканинах ясен і крові таких
пацієнтів, яке корелює зі зниженням вмісту метильованої ДНК гена IL6. При
цьому не виявлено достовірної різниці між метилюванням ДНК LINE1 у пацієнтів
з хронічним генералізованим пародонтитом різного ступеня тяжкості.

Ключові слова: метилювання ДНК, ген LINE1, хронічний генералізований
пародонтит, цукровий діабет, метаболічний синдром.

Введение

Состояния с высоким риском
развития сахарного диабета (СД) и
метаболического синдрома (МС) со-
здают предпосылки к формированию
воспалительно-деструктивных пора-
жений пародонта, что необходимо
учитывать при ортопедическом и ор-
тодонтическом лечении таких паци-
ентов [1].

У пациентов с МС и при СД 2
типа эпигенетические механизмы
могут быть вовлечены в регуляцию
генов, которые дифференцированно
экспрессируются. Нарушение меха-
низмов эпигенетической регуляции
напрямую или косвенно связано с
множеством заболеваний. Это отно-
сится и к длинным вкрапленным пос-
ледовательностям ядерного элемен-
та 1 (LINE1), который является мар-

кером глобального метилирования
ДНК генома [2]. Элементы LINE1
представляют собой семейство полу-
ченных из транспозонов последова-
тельностей повторов, диспергирован-
ных в геноме [3]. Длинные чередую-
щиеся ядерные элементы LINE1 или
ретротранспозоны, составляют около
17 % ДНК человека. Они используют
«механизм» копирования и «вставки»
для распространения себя по всему
геному через промежуточные РНК
(ретротранспозиция) [4]. LINE1 начи-
наются с нетранслируемой области
(UTR), которая включает в себя про-
мотор РНК - полимеразы II, две непе-
рекрывающиеся открытые рамки счи-
тывания (ORF1 и ORF2), и заканчива-
ется с другим UTR. Встраиваясь в ге-
ном, L1 элементы могут изменять
уровень транскрипции гена. Одним из
основных механизмов регуляции экс-
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прессии ретротранспозона LINE1 яв-
ляется метилирование ДНК. В сома-
тических клетках метилирование ДНК
ответственно за поддержание и реа-
лизацию таких фундаментальных
биологических процессов, как инакти-
вация Х-хромосомы, геномный имп-
ринтинг, регуляция тканеспецифичной
экспрессии генов, репрессия ретрот-
ранспозонов в геноме [5]. Однако
изменение уровня метилирования
ДНК происходит и при патологических
процессах, которые проявляются с
увеличением возраста, в том числе
при атеросклерозе, артериальной ги-
пертензии, МС, СД 2 типа [6-8]. Про-
моторные регионы ретротранспозона
содержат большое число CpG-сай-
тов, которые обычно характеризуют-
ся высоким уровнем метилирования.
Повышенный уровень экспрессии мо-
бильного элемента сопровождается
частичным деметилированием про-
моторов LINE1 в 5'-UTR регионе [9].
Таким образом, состояние метилиро-
вания LINE1 представляет интерес
как перспективный диагностический
биомаркер и терапевтическая ми-
шень для диагностики, прогнозирова-
ния и терапии многофакторных забо-
леваний.

Цель исследования: изучить
возможность использования анализа
аберрантного метилирования LINE1
для оценки прогрессии метаболичес-
кого синдрома, диабета 2 типа на
фоне хронического генерализованно-
го пародонтита (ХГП) при дентальной
имплантации.

Материалы и методы

Кровь и ткань десны были взяты
от 14 пациентов с ХГП, у 5 из них был
метаболический синдром, 4 пациен-
та имели диабет 2 типа. 5 пациентов
без сопутствующих заболеваний име-
ли ХГП разной степени.

ДНК выделяли с помощью набо-
ра «QIAamp DNA Mini Kit» (Qiagen) в
соответствии с рекомендациями про-
изводителя. Чистоту выделенных пре-
паратов ДНК и концентрацию опреде-
ляли спектрофотометрически. Би-
сульфитную обработку выделенной
ДНК с концентрацией 1 мкг/мл про-
водили с помощью набора «EpiTect
Bisulfite Kit» (Qiagen). ДНК амплифи-
цировали методом ПЦР c использова-
нием HotStarTaq DNA Polymerase
(QIAGEN), ПЦР- буфера, смеси dNTP
(Fermentas) и специфичных прайме-
ров по программе: начальная денату-
рация 950С-15 мин.; денатурация

950С – 30 сек., от-
жиг праймеров
520С – 30 сек,
элонгация 720С –
30 сек, 39 циклов;
финальная элон-
гация 720С – 10
мин. Последова-
тельности прай-
меров представ-
лены в таблице 1.

П и р о с е к в е -
нирование прово-
дили с использо-
ванием наборов
PyroMark Gold Q24

K������ 1 
�0�"�!+.���$ (!&"��!)�+�"*�!&+* (%��2�%!) 

K�� 
%��2�%H (5’-3’) 
LINE1-F Biotin-TTTTGGATTTGATTAGTTTGATATAAGAA 
LINE1-R  CATTTTCAACCACAAACAAATACTATTAA 
LINE1-S AGTTAGGTGTGGGATATAGT 

<���	����	: F-������, R-�+������, S-��	������5<��, Biotin-����*�	���� +������� 
 

K������ 2 
�!��%3��.� 2�+.".%!)���!� ��� ) (%!2!+!%� #��� LINE1 0 (��.��+!) & 

)!&(�".+�"*�H2. ,�4!"�)��.$2. (�%!�!�+�, 2�+�4!".A�&�.2 &.��%!2!2, 
&�/�%�H2 �.�4�+!2 

K%0((H (��.��+!) (n = 
14) 

�!��%3��.� 2�+.".%!)���!� ��� ) (%!2!+!-
%� #��� LINE1, % 

?	�� ����� =��� 
�%4, (n = 5) 81,5 ± 1,8 81 ± 2,0 

�%4 + �1, (n = 5) 77,4 ± 1,7 
� = 0,01 

75,5 ± 2,1 
� = 0,04 

�%4 + 1, 2 ����, (n = 4) 68,3 ± 2,3 
� = 0,005 

69,1 ± 2,7 
� = 0,01 

<���	����	: � — ��	������ ������������� ������� �� "����� «�%4». 
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в соответствии с протоколом изгото-
вителя на приборе PyroMark Q24
(Швеция). Содержание метилирован-
ной ДНК в пробе оценивали с помо-
щью программы PyroMark СрG
software 2.01. Для статиcтической
обработки данных использовали про-
грамму Statistica, versia 10.

Результаты исследования и их

обсуждение

Было проведено изучение мети-
лирования длинных повторяющихся
последовательностей LINE1 у боль-
ных, направленных на дентальную
имплантацию, с ХГП (5 человек), с
ХГП, протекающим на фоне СД 2 типа
(4 человека), и с ХГП, протекающим
на фоне МС (5 человек). Анализ ме-
тилирования проводили в тканях дес-
ны и в крови пациентов.

В результате проведенного ана-
лиза было показано, что в тканях дес-
ны метилирование ДНК LINE1 у боль-
ных с ХГП и МС было достоверно ниже
(77,4±1,7), чем у пациентов с ХГП
(81,5±1,8) (табл. 2).

Аберрантное метилирование
LINE1 в тканях пародонта у пациентов
с ХГП на фоне СД 2 типа было досто-
верно ниже (68,3±2,3), чем у больных
с МС (77,4±3,0). Изучение содержа-
ния метилированной ДНК LINE1 в кро-
ви у пациентов с ХГП и сопутствую-
щим сахарным диабетом и метаболи-
ческим синдромом показало досто-
верное отличие в содержании мети-
лированной ДНК LINE1 в крови у па-
циентов с сахарным диабетом по
сравнению с пациентами с пародон-
титом и пациентами с метаболичес-
ким синдромом.

В крови пациентов с метаболи-
ческим синдромом содержание мети-
лированной ДНК LINE1 было ниже
(75,5±2,1) чем у пациентов с ХГП
(81±2,2), но выше чем у пациентов с

сахарным диабетом 69,1±2,7. Т.е. за-
кономерность изменения степени
метилирования ДНК LINE1 в тканях
пародонта и крови одинакова, что
предполагает возможность в даль-
нейшем использование крови, как бо-
лее удобного биологического образ-
ца, для клинических и эпидемиологи-
ческих целей (табл. 2).

Достоверное снижение уровня
метилированной ДНК LINE1 в крови
больных с диабетом и метаболичес-
ким синдромом по сравнению с паци-
ентами без этой патологии говорит о
заинтересованности эпигенетическо-
го контроля функции ретротранспазо-
нов в развитии сахарного диабета и
метаболического синдрома.

На рисунке 1 представлены дан-
ные количественного секвенирования
последовательности LINE1 в тканях
пародонта у больных с парадонтитом,
СД 2 типа и МС.

В работе [8] были проанализи-
рованы уровни метилирования ДНК
LINE1 в связи с риском развития ме-
таболического синдрома. Показано,
что уровень метилирования ДНК
LINE1 от 67 до 73,8 % ассоциирован с
высоким риском развития тяжелого
метаболического синдрома (OR 4,4;
p=0,004). При степени метилировании
в диапазоне 75-77,3% риск был ниже
(OR 1,8; p=0,2).

По нашим данным у группы па-
циентов с ХГП и с диабетом 2 типа
уровень метилированной ДНК LINE1
также соответствует высокому риску
развития МС. Оценка уровня метили-
рования ДНК у пациентов с ХГП раз-
личной степени выраженности (без
диабета и МС) не выявила достовер-
ной разницы.

Снижение содержания метили-
рованной ДНК LINE1 в тканях десны у
пациентов с ХГП в нашем случае пря-
мо пропорционально коррелирует со
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снижением содержания метилиро-
ванной ДНК гена IL6, r= 0,61 (рис. 2).
Ген IL6 играет важную роль в разви-
тии сахарного диабета и резистент-
ности к инсулину [10]. Обычно, сни-
жение содержания метилированной
ДНК гена IL6 приводит к повышению
экспрессии цитокина и развитию про-
воспалительных реакций [11].

Бисульфитное секвенирование
повторяющихся элементов, выполня-
емое для LINE1, является быстрым и
простым методом оценки глобально-
го метилирования ДНК, который мож-
но использовать для разработки тар-
гетной терапии и оценки её эффек-
тивности при ортопедическом и орто-

донтическом лечении.

Выводы

Выявлено у пациентов с
ХГП достоверное дополни-
тельное снижение уровня
метилированной ДНК LINE1 в
тканях десны и крови с СД 2
типа и МС по сравнению с
пациентами без метаболи-
ческих нарушений.

Содержание метилиро-
ванной ДНК LINE1 в тканях
десны у пациентов с ХГП кор-
релирует с содержанием ме-
тилированной ДНК гена IL6.

Не выявлено достовер-
ной разницы между метили-
рованием ДНК LINE1 у боль-
ных с ХГП различной степени
тяжести (без СД 2 типа и
МС).
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