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APCs (Antigen presenting cells) zelula antigen aurkezlea
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ESPGHAN (European Society of Pediatric Gastroenterology Hematology
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EZ Eritasun Zeliakoa

FBS (Fetal Bovine Serum) behi-sero fetala

FTO (Fat mass and obesity-associated protein) Gantz masa eta
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GEO (Gene Expression Omnibus) Omnibus gene adierazpena

GGD Glutenik gabeko dieta

GIB Giza immunoeskasiaren birusa

GWAS (Genome wide association study) Genoma Osoko Asoziazio
Azterketa

HCMV (Human cytomegalovirus) giza zitomegalobirusa
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PROIEKTUAREN JUSTIFIKAZIOA ETA GARRANTZIA

Eritasun zeliakoa (EZ) genetikoki sentikorrak diren pertsonetan glutena irenstean
sortutako nahaste autoimmune kroniko bat da. Uste da prebentzioa ezinbestekoa
izango dela nahaste hori desagerrarazteko, eta horretarako, aurreikuspenerako eta
diagnostiko goiztiarreko mekanismo eraginkorrak garatu behar dira. Arrisku
genetiko-faktore nagusiak aspalditik ezagutzen badira ere, ez dira nahikoak EZren
garapena azaltzeko eta herentzia galdua deritzonak helburu nagusi izaten jarraitzen
du arlo honetan. Gainera, gaur egun dagoen tratamendu eraginkor bakarra glutenik
gabeko dieta zorrotz bat jarraitzea da, zeina atxikimendurako zaila den eta paziente

guztientzat baliagarria ez dena.

Hori dela eta, ezinbestekoa da zehaztea zein gene, bidezidor eta erregulazio
mekanismok parte hartzen duten gaixotasunaren suszeptibilitatean. Modu honetan,
EZren garapenaren azpian dauden mekanismo patogenikoak hobeto ulertuko dira,
eta gaixotasun hau izateko arriskua areagotzen duten markatzaile genetikoak eta
epigenetikoak identifikatuko dira. Gainera, bidezidor konplexuen erregulatzaile
nagusiak identifikatzeak esku hartzeko itu berriak identifikatzen lagunduko du.
Glutenik gabeko dieta, ziurrenik, zeliakoen tratamendu nagusia izango da; hala ere,
tesi hau bezalako lanek alternatiba terapeutiko berriei ateak zabaltzen dizkiete.
Gainera, aurkikuntza berriak beste gaixotasun konplexu eta autoimmune batzuetara

estrapolatu eta gaixotasun genetikoak ulertzeko ikuspuntu berriak postulatu litezke.

EZren genetika eta epigenetika disekzionatzeko, proiektu honek determinatzaile
funtzionalak bilatzea izan du helburu, ikuspegi genetikoak eta hautagai horien
azterketa funtzionalak in vitro eta in vivo erabiliz. Zehazki, doktorego tesi honetan
geneen erregulazio geruza berri bat aztertu dugu, m®A RNA metilazioa, eta glutenak
marka epitranskriptomiko honetan eta NF-kB hantura-bide gakoan duen inplikazioa

aztertu dugu.
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SARRERA

1.1. ERITASUN ZELIAKOA

1.1.1. Eritasun Zeliakoa
Eritasun zeliakoa (EZ) desoreka inflamatorio konplexu, kroniko eta immunitarioa da.
Glutenak kriptetako biloen atrofia eta hiperplasia sortzen dituen erantzun
proinflamatorioa eragiten du heste meharrean, eta suszeptibilitate genetikoa duten
indibiduoetan garatzen da (Caio et al., 2019; S. M. Kim et al., 2015). Glutenaren
aurkako T zelula proinflamatorio espezifikoak, linfozito intraepitelialen eraldaketa
zitotoxikoa, epitelioko zelulen estresa eta berezko zitokina proinflamatorioen
isurketa dira ezaugarri nagusiak (Dieli-Crimi et al., 2015; Ricano-Ponce et al., 2016).

EZ klasikoak sintoma eta zeinu ugari ditu. Alde batetik, heste meharrari dagozkion
ezaugarriak ager daitezke, beherakoa, sabeleko distentsioa edota okadak, adibidez.
Bestetik, malabsortzioak eragindako sintomak, hala nola hazkuntzaren atzerapena
(pisu baxua, gantz falta, ilea arintzea) edo narriadura psikomotorrak (muskuluen
atrofia) gara daitezke (Feighery, 1999). EZrekin lotutako beste sintoma atipiko
batzuk ere badaude: asaldura neurologikoak, akatsak hortzetako esmaltean,
antzutasuna, osteoporosia, sintoma artikularrak eta entzima hepatikoen maila altuak
(Maki & Collin, 1997).

Beste gaixotasun autoimmuneekin gertatzen den bezala, EZk osagai hereditario
handia du, anai-arrebei egindako azterketetan identifikatua (Greco et al., 2002;
Nistico et al., 2006). Faktore genetiko nagusiak histokonpatibilitate konplexu
nagusiaren (ingelesez Major Histocompatibility Complex edo MHC) eskualdean
daude, 6p21 eremu kromosomikoan. Eskualde horretan funtzio immuneak dituen
gene ugari dago, eta gluten peptidoak CD4+ linfozitoei aurkezteko gai diren DQ2 eta
DQ8 EZren heredagarritasunaren proportzio handiena azaltzen dute (%30 inguru)
(Dieli-Crimi et al., 2015).

Glutena, EZ eragiten duen kanpo faktore nagusia, alkohol monomerikoan

disolbagarria den glutenina eta gliadina polimeroen nahasketa bat da, eta garia,
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garagarra eta zekalea bezalako zerealetan dago. Gliadinak, glutenaren osagai
gakoak, proteina konplexuak dira eta hesteetako entzimak ez dira guztiz digeritzeko
gai (Silano et al., 2009). Digestio partzial horren azken produktua ostalariaren
erantzuna eragin dezaketen peptidoen nahasketa bat da, eta beste mikroorganismo
kaltegarriekiko esposizioaren antzeko erantzuna sor dezakete (hesteetako
iragazkortasuna handitzea eta berezko erantzun immunitario eta egokitzaileak
aktibatzea, kasu) (Jelinkova et al., 2004; Lammers et al., 2011; Picarelli et al., 1999;
Shan et al., 2002). Hesteko lumenean gelditzen diren gliadina zatiak substratu
egokiak dira 2 motako ehunetako transglutaminasa (TG2) entzimarentzat. Entzima
horrek glutenaren peptidoak desamidatu ditzake eta HLA-DQ2 edo HLA-DQS8
molekulekin lotzeko gaitasuna handitu. Horrela, glutenaren aurkako CD4+ T zelula
bidezko Th1 erantzuna sortzen da. Gainera, in vitro egindako azterlanek ikusi
dutenez, zenbait gliadina peptidok MHCren aurkezpenarekiko independentea den
berezko erantzun immunitarioa ere aktiba dezake (Jabri & Sollid, 2009; Schuppan
et al., 2009).

Gaur egun, EZ tratatzeko modu eraginkor bakarra bizitza osorako glutenik gabeko
dieta zorrotza (GGD) da, sintoma gehienak egun edo asteetan hobetzen dituelako
(Murray et al., 2004). Izan ere, azpi-tratatutako edo tratatu gabeko pazienteek
konplikazioak izateko joera dute, hala nola garaiera baxua, nutrizio-urritasunak,
osteoporosia, bigarren mailako nahasmen autoimmunitarioak, neoplasia gaiztoak,
antzutasuna eta haurdunaldien emaitza txarrak (Y. Han et al., 2015; Lerner, 2010).
Eraginkorra izan arren, zaila da GGD betetzea eta pazienteen bizi-kalitatea
gutxitzen duela uste da (Samasca et al., 2014). Gainera, pazienteen azpitalde txiki
batek EZ errefraktarioa garatzen du, hau da, sintomek, hestearen hanturak eta
biloen atrofiak, irauten dute GGD modu hertsian jarraitzen duten arren (Rubio-Tapia
& Murray, 2010). Zentzu honetan, terapia alternatibo seguru, eraginkor eta
eskuragarriak garatzea beharrezkoa da.
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1.1.2. EZren Patogenesia
Predisposizio genetikoaz eta glutenarekiko esposizioaz gain, heste-hesiaren
funtzioaren galera, berezko erantzun immune proinflamatorioa eta erantzun immune

egokitzaile desegokia funtsezkoak dira EZ garatzeko.

1.1.2.1. Berezko Immunitate Sistema

Azken hamarkadako ikerketek gaixotasunaren patogenian berezko erantzun
immuneak duen garrantzia nabarmendu dute. Glutenak eragin toxiko zuzena
erakutsi du epitelioan; izan ere, hantura zitokinak askatzen direla ikusi da, hala nola
IL15 eta IL8. Hesteetako zelula epitelialetan IL15 zitokina aktibatzeak zelula
immunitarioak eta linfozito intraepitelialen funtzioa (ingelesez intraepithelial
lymphocytes edo IEL) polarizatu ditzake, hau da, EZ aktiboan enterozitoak
suntsitzea eragiten duten zelulen funtzioa moldatu. Izan ere, EZ duten gaixoen |IELk
zelula hiltzaile naturalen (ingelesez natural killer edo NK) aktibazio hartzaileak
adierazten dituzte. Zelula epitelialen kaltearen eta estres-seinaleen aurrean
hartzaile horiek hiltzeko, zitokinak isuritzeko eta ugaltzeko gaitasuna ematen diete
IEL zelulei (Meresse et al., 2006). Bien bitartean, gliadinak eragindako /L8
kimiokinaren ekoizpenak neutrofiloak aktibatzen ditu (Barone et al., 2014; Jelinkova
et al., 2004), EZren enteropatia abiarazteko ingurune bikaina sorturik (1. irudia).

Geroz eta ebidentzia gehiago dago epitelioko estresaren, heste meharreko biloen
atrofia eta EZ aktiboaren hasieraren arteko urratsetan. Hala ere, oraindik ez dira
identifikatu glutena estresaren seinale gisa ezagutzeko bide molekularrak.

1.1.2.2. Immunitate Sistema egokitzailea
Eredu patogeniko onartuena glutenarekiko erreaktiboak diren CD4+ T zelulen
estimulazioaren mendeko mekanismo immunitario egokitzailean oinarritzen da.
Zelula horiek EZ duten pazienteen hesteko mukosan daude, baina ez dira agertzen
zeliakoak ez diren pertsonetan. Glutenaren zenbait peptidoren eta HLA-DQ2 edo
HLA-DQS8 diren zelula antigeno-aurkezleen (ingelesez antigen presenting cell edo
APC) arteko interakzio oso espezifikoaren ondorioa da erantzun immune egokitzaile
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okerra (Ainara Castellanos-Rubio et al., 2009; Schuppan et al., 2009).

Genetikoki sentikorrak diren gizabanakoetan, glutenetik eratorritako peptidoek
hesteetako epitelioa zeharkatzen dute eta TG2k desamidatzen ditu. HLA-DQ2 edota
HLA-DQ8 APCek desamidatutako peptido horieck CD4+ T zelula patogenikoei
aurkezten dizkiete, Th1 bidezko erantzuna aktibatzeko. Erantzun horren bidez, IFNy
eta TNFa zitokina proinflamatorioak, anti-TG2 autoantigorputzak eta glutenaren

aurkako antigorputzak sortzen dira (1. irudia).

CD4+ T zelulen zeregina EZren fisiopatologian da guztiz ulertzen, HLA-DQZ2 eta
DQ8 molekulak beharrezkoak baitira, baina ez nahikoak EZ garatzeko. Ebidentzia
batzuen arabera, enterozitoek jariatutako zitokina proinflamatorioak eta NK
hartzaileak dituzten IELak ere beharrezkoak dira. Uste da CD4+ T zelula gluten-
espezifikoak |IELekin lankidetzan aritzen direla, eta ondorioz, zelula inflamatorioen
lamina propriaren infiltrazioa, kripten hiperplasia eta biloen atrofia eragiten dutela
(Jabri & Sollid, 2006; Schuppan et al., 2009).

Berezko Immunitate Immunitate sistema
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o | -
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1. irudia. EZren patogenesi-eredua. Gliadinaren peptidoek berezko erantzun immunitarioa eta
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egokitzailea aktibatzen dituzte. Alde batetik, berezko erantzun immunearen ondorioz,
enterozitoen alterazioa gertatzen da. Enterozitoek positiboki erregulatzen dituzte hanturazko
zitokinak, hala nola, IL15 eta IL8, eta ondorioz, zelula immuneak lamina propian errekrutatzen
dira. Bestalde, erantzun immune egokitzailearen ondorioz, CD4+ T linfozitoak eta anti-TG2 eta
antigluten B linfozito espezifikoak aktibatzen dira. Gliadina peptidoak partzialki desamidatzen
ditu TG2k eta HLA-DQ2/DQ8 APC zelulek ezagutu egiten dituzte, ondoren, T zelula
laguntzaileetara aurkeztuz. T zelulek zitokina proinflamatorioak askatzen dituzte eta TG2ren
aurkako autoantigorputzak sortzen dituzten B zelulak aktibatzen eta heltzen dituzte. Berezko
erantzun immunearen eta erantzun immune egokitzaile aktiboaren arteko elkarrekintzak EZren

enteropatia sortzen du. Biorenderrekin sortua.

EZren patogeniaren zenbait alderdi argitzeke dago, bereziki glutenak enterozitoetan
estres-seinaleak eragiteko modua, glutenaren eta CD4+ T zelulen arteko interakzioa

edota glutenaren peptidoak lamina propriara nola igarotzen diren, besteak beste.

Gainera, infekzio birikoek edo mikrobiomaren konposizioak EZ garatzea laguntzen
dutela uste da, gaixotasunaren fisiopatologiaren konplexutasuna eta

heterogeneotasuna areagotuz.

Hainbat azterlanek ikusi dute hesteetako infekzioek, baina ez arnasketakoek,
areagotu egiten dutela autoimmunitate zeliakoa garatzeko arriskua. Gainera,
birusek 1 motako IFNak estimulatzeak eta TLR7/TLR8 lokusa EZren arrisku-faktore
genetiko gisa identifikatu izanak (Abadie et al., 2011; Silvester & Leffler, 2017; Stene
et al., 2006), infekzio birikoek EZren patogenesian zeregina izan dezaketela

indartzen dute.

Sekuentziazioaren azken aurrerapenei esker, hesteetako mikrobiotaren desorekak
edo disbiosiak gaixotasun gastrointestinalen eta nahasmen autoimmuneen
patogenesian izan dezakeen papera nabarmendu da (Maynard et al., 2012). Hainbat
azterlanek erakutsi dute lotura bat dagoela EZren eta mikrobiomaren osaeraren
artean (Chander et al., 2018; Olivares et al., 2018) eta hesteko mikrobiotaren
osaeran eragina duten ingurumen-faktore askok EZren garapenean zeresana dutela

ere uste da (Lionetti et al., 2014; Vriezinga et al., 2014). Disbiosiak ezagunak diren
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gaixotasunaren eragileen ekoizpena bultzatzea izan daiteke gaixotasuna sortzeko
bideetako bat. Hala ere, hipotesi horren ebidentzia gehiengoa zeharkakoa da, eta
azterketa gehiago behar dira heste-mukosan disbiosiak zitokina horien adierazpen
desorekatua nola bultza lezakeen azaltzeko.

lzan ere, asoziaziotik kausalitatera igaro ahal izateko, eskala handiko azterketa
longitudinalak behar dira; infekzio birikoek eta hesteetako mikrobiotaren osaerak
glutenarekiko tolerantzia-galeran eta suszeptibilitate genetikoa duten pertsonengan
eraginik izan dezaketen eta EZ nola eragin dezaketen zehazteko.

1.1.3. EZren genetika

EZren herentzia-eredu zehatza zein den oraindik ez dakigun arren, EZk
heredagarritasun handia duela jakina da (Nistico et al., 2006). Heredagarritasun
patroi ez-Mendeldar konplexuko gaixotasun poligenikoen artean sailkatzen da, eta
bertan MHCko eta MHCkoak ez diren geneek parte hartzen dute. Gaixotasunarekiko
suszeptibilitatearen aurrekari genetiko sendoaren ebidentzia EZ duten familietan
egindako prebalentzia ikerketetatik dator. Bereziki, bikien bikoteak alderatzen
dituzten azteketetatik, kasu horietan gaixotasunaren prebalentzian arrisku-faktore
genetikoen eta ingurumenekoen proportzioa zenbatetsi bait daiteke. lkerketa horien
arabera, genetika funtsezko eragilea da, bai EZren sorreran, bai ondorengo
garapenean eta %87 inguruko heredagarritasuna du (hau da, faktore genetikoei
egotz dakiekeen EZ izateko arriskuaren proportzioa, ingurumeneko eragileekin
alderatuta) (Greco et al., 2002).

EZ garatzeko arrisku genetikoaren %40, gutxi gorabehera, giza antigeno
leukozitarioaren (ingelesez Human Leukocyte Antigen edo HLA) geneei dagokie; eta
mapaketa fineko azterketek HLA ez diren eskualde gehigarriak erakutsi dituzte,
zeinak, oro har, heredagarritasunaren %7 gehigarria osatzen duten (Caio et al.,
2019).
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1.1.3.1. MHC geneak

HLA geneak MHCren parte dira eta 6p21 eskualde kromosomikoan daude. Eremu
honek erantzun immunearekin erlazionaturiko gene asko ditu eta lotura-desoreka
(LD) handia zein kontserbatutako haplotipo-bloke hedatuak ditu ezaugarri. HLA
geneek giza zelula gehienetan adierazten dira eta antigenoak aurkezten dituzten
proteinak kodetzen dituzte, funtsezkoak izanik organismoak molekula propioak eta
arrotzak bereiz ditzan (Ainara Castellanos-Rubio & Bilbao, 2018; de Haas et al.,
2014). HLA geneen polimorfismoek peptidoekiko lotura-uneak moldatu eta modu
eraginkorrean elkartu eta aurkez daitezkeen peptidoen lotura-ahalmena alda
ditzakete.

6 Kromosoma

Tel Long arm Cen Short arm Tel

HLA eremua
6p21.1-21.3

Il Mota Il Mota | Mota
| ! B Il |
DP DM DQ DR C4 C2Hsp70TNF B C E AGF
LARLReRinnanL 111 1L i i1l 11 H l lll
frerrenjennen mnmrr e n

HLA-DQ2

HLA-DQ8

2. Irudia. HLA geneak.

EZ garatzeko arrisku genetiko handiena Il. motako HLA geneek kodetutako HLA-
DQ2 eta HLA-DQ8 heterodimeroen presentziatik dator (2. irudia). Kalkulatu da IlI.
motako HLAren aldaera klasikoek EZren heredagarritasunaren %23 azaltzen dutela.
Gainera, HLA-DQ2 molekulek HLA-DQ8k baino asoziazio indartsuagoa dute
EZrekin (Louka & Sollid, 2003); izan ere, HLA-DQZ2ren homozigosiak hasiera
goiztiarreko EZ garatzeko arriskua emendatzen du, glutenaren peptidoak CD4+ T
zelulei aurkezteko eraginkortasun handiagoa duelako (Vader et al., 2003).
Gaixotasunaren patogenesian molekula horien zeregina funtsezkoa bada ere,
herentzian duten ekarpena apala da. Gainera, HLA-DQZ2 zein HLA-DQ8 ohikoak dira
populazio orokorrean (%25-35), eta banako horietako proportzio txiki batek soilik
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garatuko du EZ (Caio et al., 2019). Beraz, EZ garatzeko arrisku genetikoa
areagotzen duten gene gehigarriak aurkitzeak gaixotasunaren patogenesian

inplikatuta egon daitezkeen funtsezko bide berriak aurkitzera eraman dezake.

MHC eskualdearen konplexutasunak, batez ere gene ugariek, polimorfismo-maila
altuak eta lotura-desoreka zabalak, oso zaila egin dute eskualde horretan arrisku-
aldaera gehigarriak identifikatzea. Hala ere, MHC eskualdearen mapaketa finak,
bost aldaera independente berri identifikatu ahal izan zituen eskualde horretan. Bost
faktore horiek gaixotasunaren heredagarritasunaren %18 gehigarria azaltzen dute
(Gutierrez-Achury et al., 2015). Oro har, MHCren arrisku-aldaerei gaixotasunaren
heredagarritasunaren %40 dagokie eta beraz, zati handi bat oraindik azaldu gabe
dago.

1.1.3.2. Ez-MHC geneak
Denbora luzez, MHC eskualdean kokatutako aldaera genetikoak EZren arriskua
faktore genetiko bakartzat hartu ziren. Hala ere, argi zegoen EZrekin lotutako HLA-
DQ molekulak ez zirela nahikoa EZren garapena eragiteko. Kaltetutako familien
arteko lotura-ikerketetan oinarritutako ikuspegiek eta biztanleriaren baheketan
oinarritutako asoziazio-azterketek MHC ez diren arrisku-gune berriak identifikatzen
lagundu dute.

Familiarteko lotura azterketei esker, familia bateko kideek hainbat belaunalditan
behin eta berriz eta modu sistematikoan heredatzen dituzten eskualde
kromosomikoak identifika daitezke (Gujral et al., 2012; van Heel et al., 2005). Hala
ere, MHC lokusean izan ezik, lotura-ikerketen emaitzak kontraesankorrak izan dira.

Gaixotasun konplexuen genetikaren benetako iraultza errendimendu handiko
genotipatze-plataformekin iritsi zen, genoma osoaren asoziazio-azterketak
(ingelesez Genome Wide Association Study edo GWAS) egingarri bihurtu
baitzituzten. Teknologia berritzaile horiei esker, gaixotasunen eta ezaugarri
konplexuen azterketa genetikoak lantzeko modua aldatu zen. GWAS tresna
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boteretsu bat bihurtu da gaur egun; ikertzaileek lagin multzo handietan (kasuak eta
kontrolak) DNA genomikoaren markatzaile genetiko ugari (polimorfismoak)
eskaneatzea ahalbidetzen duena, gaixotasun jakin batekin lotutako aldaera
genetikoak aurkitzeko helburuarekin. EZn egindako bi GWASek 5.000 paziente eta
10.000 kontrol inguru aztertu zituzten, eta HLAtik kanpoko 26 eskualde agertu ziren

gaixotasunarekin asoziatuta (Dubois et al., 2010; Van Heel et al., 2007).

GWASen beste aurkikuntza nagusietako bat izan zen osagai genetikoaren zati bat
EZ ez den bestelako gaixotasun immuneekin partekatzen dela. Horrek iradokitzen
du patologia horiek bide molekular berdinen eraginpean egon daitezkeela (3. irudia)
(Cotsapas et al., 2011; Kumar et al., 2014).
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3. Irudia. Gaixotasun immune desberdinen artean partekatutako osagai genetikoak, (Parkes et
al., 2013) moldatua.

Ideia horretatik abiatuta, hainbat ikuspegi berri garatu eta asoziatutako eskualde
berriak identifikatu dira (Festen et al., 2011, Smyth et al., 2008), batez ere,
Immunochip proiektuarekin. GWAS plataformen diseinuak polimorfismo genetiko
arrunten azterketan jarri zuen arreta osoa, eta ez zuen ahalbidetu edozein lokusetan

gaixotasunarekin lotutako aldaera genetiko guztiak atzematea, ezta benetako
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arrisku-aldaerak guztiak identifikatzea. Oraindik falta zen heredagarritasuna
argitzeko eta aurkitutako seinaleak fintzeko garatu zen Immunochip, seinaleen
kokapena eta gaixotasunen arteko konparaketa hobetuz. Immunochip erabiliz
12.000 kasu eta 12.000 kontrol inguru genotipatu ziren, eta EZrekin lotutako 13
eskualde gehigarri identifikatu ziren (Gosia Trynka et al., 2011). Ondoren, emaitzen
berrazterketa batek EZrekin asoziaturiko bost eskualde genomiko berri identifikatu

zituen (Garcia-Etxebarria et al., 2016).

Oro har, EZrekin lotutako 44 HLAtik kanpoko eskualde ezagun dira, eta bertan
dauden 62 asoziazio-seinale independenteek arrisku genetikoaren %5 eta %7
arteko ekarpena gehitzen dute, orohar (4. irudia). Eskualde horietako batzuetan
gene hautagai bakarra nabarmendu da, baina asoziatutako SNPetako 3 besterik ez
daude proteinak kodetzen dituzten exonetan kokatuta. Beste zenbait kasutan,
balizko gene eragileak proposatu dira, asoziazio-seinaleak 5' edo 3' eskualde
erregulatzaileetatik gertu daudelako. Baina beste gaixotasun konplexu batzuekin
asoziatutako SNPak bezala, aldaera gehienak genomaren eskualde ez-
kodetzaileetan daude (gune promotoretan, areagotzaileetan edo are RNA ez-
kodetzailetan ere) (Ricano-Ponce et al., 2016).

Reanalysis of Inmunochip (2016)
CCNT2, R3HDM1, DARS, LCT, IL21R,
IL23R, IL12RB2, CACNAT1S, KIF21B,

Classic MHC REL, XPO1
HLA-DQA1-DQB1
Immunochip (2011)
FASLG, TNFSF18, STAT4, IRF4, ELMO1,
(1970) PFKFB3, PRKCQ, POU2AF1, ZFP36L1,
CLK3, UBASH3A, UBE2L3, YDJC, HCF1,
TMEM187, IRAK1
Heredagarritasun non-HLA o
aldua 44 regions 7 A) GWAS2 (2010)
g TNFRSF14, MMEL1, RUNX3, PLEK,
CCR4, CD80, KTELC1, BACH2
Extended MHC MAP3K7, PTPRK, THEMIS, ZMZ1,
HLA-B, HLA-DPB1 ETS1, CITA, SOCS1, CLEC16A,
ICOSLG
HLA-F, B3GALT4
GWAS1 (2007)
(2015) RGS1, REL, AHSA2, IL18RAP, IL18R1,

IL1RL1, IL1RL2, ITGA4, UBE2E3,
CTLA4, ICOS, CD28, CCR1, CCR2,
CCRL2, CCR3, CCR5, CCR9, IL12A,
LPP, IL2, IL21, TNFAIP3, TAGAP,
SH2B3, PTPN2

4. Irudia. EZren heredagarritasuna.
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GWASek eta ondorengo jarraipen-azterlanek EZ eragin dezaketen lokusen
aurkikuntzan arrakastatsu izan diren arren, identifikatutako aldaerek ekarpen
genetikoaren proportzio txikia baino ez dute azaltzen, eta askoz gehiago gelditzen
dira oraindik aurkitzeko. Gainera, ziurrenik, GWASeko SNP gehienak ez dira
kausazko aldaerak, eta uste da LDren ondorioz asoziatutako eskualdeak erakusten
dituztela soilik; beraz, eskualde horiek sakonago aztertu behar dira.

Laburbilduz, EZren Genetika osatu gabe dago oraindik, eta ezagunak diren faktore
genetikoek EZren heredagarritasunaren erdia azal dezakete gutxi gorabehera.
Badago "heredagarritasun galdua" izeneko eten kritikoa, medikuntza genomikoan
egindako ahalegin izugarriei oztopo egiten diena. Asoziatutako polimorfismoen
ondorio biologikoak ulertzea oso lan zaila da eta oraindik ez da erabat osatu (Farh
et al.,, 2015). lldo horretan, ikuspegi berriak behar dira gaixotasunaren osagai
genetikoa argitzeko. Marka epigenetikoak, DNAren sekuentziatik independentea
den informazio genomiko gisa ulertua, edota mikrobiomaren osaeraren azterketak

geroz eta interes handiagoa duten eremuak dira (Fernandez-Jimenez et al., 2019).

1.1.4. EZri asoziatutako SNPen azterketa funtzionalak
Asoziazio-seinaleen azpian dauden efektu funtzionalak ulertzeko saiakera gehienak
inguruko geneen adierazpen-mailak aldatzen izan ditzaketen alterazioak bilatzera
mugatu dira (ingelesez expression quantitative trait /oci edo eQTL) eta emaitzak
murritzak izan dira. Guzti horrek egoera konplexuagoa iradokitzen du EZren
patogeniaren agertokian (Plaza-lzurieta et al., 2015).

Aipatu bezala, gaixotasun konplexuekin asoziaturiko SNPen %85 baino gehiago
genomaren eskualde ez-kodetzaileetan daude (gune promotoreetan,
areagotzaileetan edo RNA ez-kodetzailetan) eta horrek zaildu egiten du parte har
dezaketen mekanismo molekularrak deskribatzea. Aurreko aurkikuntzek erakutsi
dutenez, aldaketa fenotipikoekin lotutako aldaera genetiko ez-kodetzaileak eskualde

erregulatzaile ehun-espezifikoetan daude askotan (Roadmap Epigenomics
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Consortium et al., 2015). ldeia horrek interes handia piztu du gene ez-kodetzaileek

gaixotasunekiko suszeptibilitatean duten eraginaren azterketan.

Berriki garatutako RNAren sekuentziazio-teknikak ez dira soilik ezagunak diren
transkriptoetara mugatzen eta giza genoma ez-kodetzailearen ia %70ak
transkripzio-jarduera baduela frogatu dute. Horrela, gaixotasunen patogenian
inplikatuta egon daitezkeen RNA berriak identifikatzen lagundu dute (Ainara
Castellanos-Rubio & Bilbao, 2018; Mowel et al.;, 2018). RNA ez-kodetzaileak
(ingelesez non-coding RNA edo ncRNA) modu honetan sailka daitezke: ncRNA
laburrak (<30 nukleotido) eta ncRNA luzeak (>200 nukleotido). RNA luze ez-
kodetzaileak (ingelesez long non-coding RNA edo IncRNA) dira deskribatu berri
diren elementu horien artean klaserik ugariena, eta prozesu biologiko desberdin
asko erregula ditzaketen milaka IncRNA identifikatu dituzte (Robinson et al., 2020).

EZri asoziatutako SNPen izaera erregulatzailearen adibidea Inc13 izeneko INcCRNA
da, IL18RAP genetik gertu dagoena eta EZri lotutako rs917997 SNPa barne hartzen
duena. Lnc13 IncRNAren ezaugarri funtzionalak EZrekin asoziatutako SNP
intergenikoaren genotipoaren eraginpean daude, eta NF-kB bidezidorreko geneen
adierazpenean funtsezko erregulatzailea dela frogatu da. Lnc13k aldamio bezala
funtzionatzen du, kromatinara lotzen den proteina-konplexu bat EZn alteratuak
dauden zenbait geneen transkripzio gunera gehitzen laguntzeko, eta beren
adierazpena inhibitzeko. EZren arrisku-aleloa daraman /Inc13 IncRNA ez da hain
modu eraginkorrean lotzen proteina-konplexuari eta horrek hanturazko geneen
adierazpena areagotzea eragiten du; azken finean, gaixotasunaren garapena
bultzatzen du (5. irudia) (Ainara Castellanos-Rubio et al., 2016).
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5. Irudia. EZri asoziaturiko rs917997 SNParen azterketa funtzionala. Olazagoitia-Garmendia et
al. (2020) moldatua.

Nabarmentzekoa da Inc13 modu bereizian adierazten zela aztertutako ehunetan,
eta horrek erakusten du bere funtzioa espezifikoa izan daitekeela zelula-motaren
arabera. Gainera, hanturarekin lotutako beste SNP asko bezala, rs917997 beste
gaixotasun autoimmuneekin ere asoziatuta dago. EZren arrisku-aldaera T aleloa
bada ere, babeslea da 1 motako diabetes mellitusaren (DM1) aurrean. Gure taldeak
berriki argitaratutako lan batek Inc13ren funtzioa eta pankreako beta zelulen hantura
aztertu zituen DM1en testuinguruan, eta /nc713ren mekanismo guztiz ezberdina
aurkitu zuen. Era berean, asoziatutako SNP ez-kodetzaileentzat zelula-motaren
testuinguruak duen garrantzia eta funtzioa nabarmendu zituen (Gonzalez-Moro et
al., 2020).

Duela gutxi arte, proteinak kodetzen dituzten geneak genomaren eskualde
funtzional bakartzat hartzen ziren, baina gaur egun oso argi dago eskualde ez-
kodetzaileek ere badutela elementu erregulatzailerik, eta gene-erregulazioan
funtsezko funtzioak betetzen dituzte. Beraz, gaixotasunekin asoziatutako aldaera
ez-kodetzaileen ondorio funtzionalak argitzea lan zaila den arren, ezinbestekoa
izango da gaixotasun immuneekin lotutako SNPek suszeptibilitate genetikoan duten

eginkizuna argitzen laguntzeko.
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1.2. EPITRANSKRIPTOMIKA

EZ pairatzeko joera genetikoa identifikatzeko ahalegin gehienak SNPen asoziazio-
azterketetan oinarritu dira, baina orain arte identifikatutako aldaera genetiko
arrunten ekarpena, HLA geneak barne, heredagarritasunaren %50 da, gutxi
gorabehera. Hala ere, badago oraindik sakon analizatu gabeko informazio
genomikoaren beste alderdi bat EZren patogenesian parte hartu dezakeena,
DNAren sekuentzia aldaketatik independentea den Epigenetika, hain zuzen ere.

Epitranskriptomika esaten zaio RNAren Epigenetikari eta Epigenetikaren adar
horrek RNAren aldaketak eta RNA ez-kodetzaileak biltzen ditu (6. irudia).
Epitranskriptomikak funtsezko zeregina du moztitsasketa alternatiboan, esportazio
nuklearrean, transkriptoen egonkortasunean eta itzulpenean. Gainera, marka

epigenetiko horietan eragina izan dezaketen SNPek ere gero eta interes handiagoa

%@M%mmm

DNA metilazioa

piztu dute.

® Q ®
D)D) D
Histona aldaketak EPITRANSKRIPTOMIKA
EPIGENETIKA RNA ez-kodetzaileak
IncRNA miRNA
mf Y
RNA aldaketak
5“—( ik \? ? z)klnu? ’ \t‘u? e AAAAAA

6. Irudia. Gaixotasunen patogenesian parte hartu dezaketen marka epigenetiko eta

epitranskriptomikoak. Biorenderrekin sortua.

Orain arte, 100 aldaketa kimikotik gora identifikatu dira RNAn (Machnicka et al.,
2013). Modifikazio gehienak rRNA eta tRNAn aurkitu izan dira, eta mRNArenak
berriz, ezohiko gertakaritzat hartu dira orain gutxi arte. Hala ere, berriki, mMRNA
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molekulen zenbait aldaketa identifikatu da, tartean N8-metiladenosina (mCA)
(Dominissini et al., 2012; Meyer et al., 2012), N'-metiladenosina (m'A) (Dominissini
et al., 2016), inosina () (Slotkin & Nishikura, 2013), 5-metilzitosina (m°C) (Squires
et al., 2012) edo pseudouridina () (Carlile et al., 2014; Schwartz et al., 2014) (7.
irudia). Horien guztien artean, mfA da mRNA eta IncRNAtan agertzen den

modifikazio nagusia.

mRNA Eukariotoen Ohiko Aldaketak

N*- metilladenosina N'- metiladenosina Inosina 5 - metilzitosina Pseudouridina
(m°A) (m'A) 0] (m°C) ()

H H
N7

SN ® N\N/N °
X <X J X J (1 [

---o—‘ ° ---o-‘ ° row ° .,.o“ o ° 0 o o
: OH ‘ : OH : OH ’ OH

oH

? 299999996

mRNA 5"—( 5UTR | Eremu kodetzailea

AAAAAA

7. Irudia Ohiko mRNA aldaketak. Biorenderrekin sortua.

1.2.1. N8-metiladenosina RNA aldaketa
1970eko hamarkadan N8-metiladenosina (m®A) RNAren aldaketa kimiko ugariena
zela ikusi zen lehen aldiz (Desrosiers et al., 1974). Hala ere, duela gutxi arte haren
kokapen zehatzari buruz, agertzen den transkripto motei buruz edota m8A sortzen
eta identifikatzen duten faktore zelularrei buruz gutxi zen jakina.

RNAtan m8A modifikazioa eragiten duen entzima 1990aren hamarkadaren amaieran
identifikatu bazen ere, aldaketa horren inguruko interesa mfA mapatzeko genoma
osoko azterketak egin zirenean handitu zen, m®Aren prebalentzia transkriptoma

osoan agerian utzi baitzuten. Orduz geroztik, frogatu da mfA aldaketak RNAren
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metabolismoaren hainbat alderditan parte hartzen duela eta berebiziko garrantzia
duela prozesu zelular askotan. Hori dela eta, hainbat prozesu fisiologikotan
adierazpen genikoa erregulatzeko geruza berri bilakatu da (Geula et al., 2015;
Koranda et al., 2018; X. Wang et al., 2014, 2015).

RNA zelular ohikoetan adenosina guztien artean mfA %0, 1etik %0,4ra bitartekoa da
(C. M. Wel et al, 1975) eta batez ere DRACH kontsensu-sekuentzian gertatzen da
(D=A,GedoU;R=GedoA;etaH=A, CedoU), batezere R = G izanik ( %70
inguru) (C. M. Wei et al., 1976; C. M. Wei & Moss, 1977). Geneen sekuentzia
kodetzaileak (ingelesez coding sequence edo CDS), itzuli gabeko 3' eskualdeak
(ingelesez untranslated region edo UTR) eta amaiera kodoien inguruak daude m®A
marketan aberastuta. Hala ere, 5'UTRetan ere ageri dira eta belaunaldi berriko
sekuentziazioan (ingelesez next-generation sequencing edo NGS) oinarritutako
metodoek frogatu dute m8A ia RNA mota guztietan dagoela, IncRNA edo mikroRNAk
(miRNA) barne (Dominissini et al., 2012; Meyer et al., 2012).

Arlo honetan egon den lorpen garrantzitsuenetakoa mCAren erregulazioan
inplikatutako proteinen aurkikuntza izan da. Gaur egun ezagunak dira mfA idazleak
edo metilasak, hala nola N®-metiltransferasa  proteiko  konplexua
(METTL3/METTL14) eta m®A ezabatzaileak edo demetilasak (FTO edo ALKBHS5).
Proteina horiek RNA molekuletako m®A mailak kontrolatzen dituzte, m8A metilazio
markak gehitu edo ezabatuz (Huang et al., 2020). Bestaldetik, m®A irakurleek RNA
metilatuak identifikatu eta haien prozesamendua erregulatzen dute (8. irudia), hala
nola RNA nuklearren esportazioa, moztitsasketa, egonkortasuna, itzulpena edo
miRNAren biogenesia (Engel et al., 2018; Roignant & Soller, 2017; Shafik et al.,
2016; P. Wang et al., 2016; Y. Yang et al., 2017; Zhu et al., 2014).

Are gehiago, m®A modifikazioa modu dinamikoan erregulatzen da prozesu
fisiologiko eta patologiko askotan, eta nahasmen askorekin lotu da, hala nola
hantura, immunorregulazioa edota kartzinogenesiarekin (Siwei Wang et al., 2017;
W. Wei et al., 2017).
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8. Irudia. m®A RNA aldaketa. Biorenderrekin sortua.

1.2.1.1. mbA idazle, ezabatzaile eta irakurleak

1.2.1.1.1. |dazleak
Nukleoan dagoen m®A metiltransferasa konplexuak edo "idazle konplexuak" mfA
modifikazioa RNA ituetan jartzen du. Batez ere, METTL3 eta METTL14
heterodimeroek osatzen dute konplexua, beste zenbait proteina egokitzaile
gehigarrirekin batera.

METTL3, 70 kDa-ko proteina, 1997an identifikatu zen lehen aldiz, eta idazle
konplexuaren osagai entzimatikoa da (Bokar et al., 1997). METTL3ren isilarazpenak
Hela eta HepG2 giza zeluletan m®A mailak gutxitzea dakar, eta aldi berean zelulen
apoptosia eragiten du. Saguetan Mettl3 ezabatze genomikoa enbrioientzat hilgarria
izateak mBA metilazioaren garrantzi biologikoa azpimarratzen du (Geula et al.,
2015). METTL14 aktibatzaile alosterikoa da eta RNA ituarekin bat egiteko gai da (J.
Liu et al., 2014). Konplexuak S-adenosilmetionina (SAM) transferasaren metilo
taldeen bidez instalatzen du m®A motiboa RNA ituetan (Bokar et al., 1997; J. Liu et
al., 2014). WTAP moztitsaketa-faktorea da idazle-konplexuaren hirugarren osagai
erabakigarria. Domeinu edo motibo ezagunik ez duen arren, WTAPek METTL3-
METTL14 heterodimeroarekin bat egiten duela eta zeluletan mSA jartzen
erregulatzen duela deskribatu da (Ping et al., 2014). WTAPek metilasa
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heterodimeroa gorputz nuklearretan kokatzea eta RNA ituak errekrutatzea
ahalbidetzen du (Ping et al., 2014) (9. irudia). |dazle konplexuak ZC3H13, RBM15
edo RBM15B eta KIAA1429 (VIRMA izenez ere ezaguna) subunitateak ere hartzen
ditu. ZC3H13k konplexuaren kokapen nuklearra mantentzen du (\Wen et al., 2018)
eta RBM15/15Bk (Patil et al., 2016) eta KIAA1429k (Schwartz et al., 2014)
espezifikotasuna gehitzen dutela uste da.

Proteina idazle horiek DRACH kontsensu-sekuentzietako adenosinak metilatzen
dituzte transkripzioan zehar. Transkripto bakoitzak metilazio-gune potentzial ugari
dituen arren, mfA deposizioa mugatua da. Izan ere, RNA jakin batzuek baino ez
dituzte mSA metilazio-markak, eta transkripto horietako kontsensu-guneen
proportzio txikia baino ez dago metilatuta. Gainera, mPfAren estekiometria
(metilatutako eta metilatu gabeko adenosinen arteko erlazioa) aldakorra da (Garcia-
Campos et al., 2019; N. Liu et al.,, 2013; Zhang Zhang et al., 2019); beraz,

deposizioaren espezifikotasunaren alderdi asko ez dira oraindik guztiz ezagunak.

Idazle konplexu kanonikoaz gain, badira m®A metiltransferasa gisa jarduten duten
beste zenbait entzima. U6 RNA nuklear txikiak, MAT2A transkriptoa eta ziurrenik
beste hainbat mMRNA metilatzen ditu METTL16k (Pendleton et al., 2017); ZCCHC4k
eta METTL5ek, aldiz, 18S eta 28S RNA erribosomikoei m®A markak gehitzen
dizkiete (Ma et al., 2019; Van Tran et al., 2019). PCIF1k m®A metilazioa katalizatzen
du m’G markadun mRNA molekulen transkripzio-hasiera gunean dauden 2-O-
metilatutako adeninetan, N6-2'-O-dimetiladenosina (m®Am) sortzeko (Akichika et al.,
2019; Boulias et al., 2019; H. Sun et al., 2019).

1.2.1.1.2. Ezabatzaileak
Aurkitu zen m®A metilo taldeak ezabatzen dituen lehenbiziko demetilasa FTO izan
zen (Jia et al., 2011). Bestelako funtzioak ere dituen ALKBH5 demetilasa izaera
geroago identifikatu zen (Zheng et al., 2013). Bai FTOK, bai ALKBHSek Fe (1), a-KG
eta substratuarekin bat egiten duten bi motibo aktibo dituen ALKB domeinua dute
komunean, erdialdeko eskualdeetan (9. Irudia).
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9. Irudia. M®A RNA modifikazioaren erregulazioa. Biorenderrekin sortua.

FTO eta ALKBHSek ehun-espezifikotasuna eta kokapen intrazelular anitza erakutsi
dituzte. Deskribatu denaren arabera, FTO oso ugaria da ehun adiposo eta garunean,
eta ALKBHS aldiz, testikuluetan adierazten da batez ere (Zheng et al., 2013). Beraz,
FTO edo ALKBHS bidezko demetilazioa ehun-espezifikoa izan daiteke.

FTOk mfA nahiz m®Am terminalak demetilatzeko gai da (J. Wei et al., 2018)eta
ALKBH5k mPA demetilatzen du modu espezifikoan (Mauer et al., 2017; Zheng et al.,
2013). Entzima ezabatzaile horiek m6A RNA aldaketa modu dinamikoan itzulgarria
dela erakusten duten arren, azterketa sakonagoak beharrezkoak dira RNAren
demetilazioak bestelako testuinguru fisiologikoetan izan ditzakeen ondorioak

ulertzeko.

1.2.1.1.3. Irakurleak

mCArekin elkartzeko gai diren proteina RNA-lotzaileei (ingelesez RNA-binding
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protein edo RBP) m®A irakurleak esaten zaie. Proteina horiek m®A duten RNA
molekulen funtzio erregulatzaileen bitartekari dira, haien patuan eta ondorengo

funtzioetan eraginez.

Gehien aztertu diren m8A irakurleak YTH domeinua duten proteinak dira, RNAri méA
bidez lotzen zaizkionak (F. Li et al., 2014; Xu et al., 2014, 2015; Zhu et al., 2014).
YTH domeinudun bost proteina daude ugaztunen genoman: YTHDF proteina
zitosolikoen familia, oso antzeko hiru paralogo dituena (YTHDF1, YTHDF2 eta
YTHDF3); ehun askotan adierazi eta batez ere nukleoan dagoen YTHDC1 (Nayler
etal., 2000; Xiao et al., 2016) eta YTHDCZ2, adierazpen ehun-espezifikoa duena eta
nuklearra zein zitosolikoa izan daitekeena (Bailey et al., 2017; Wojtas et al., 2017)
(9. irudia).

YTHDF proteinen artean antzekotasun handia dago aminoazidoen sekuentzietan,
eta nahiz eta m®A duten mRNAtan efektu espezifikoak ote dituzten eztabaidan egon,
hainbat funtzio deskribatu dira kide bakoitzarentzat (Patil et al., 2018). YTHDF1ek
eta itzulpenaren hastapen-faktoreek elkarri eragiten diotela ikusi da, m®A duten
mRNAren itzulpena eragiteko (X. Wang et al., 2015); YTHDF2k berriz, CCR4-NOT
deadenilasa konplexua errekrutatzen du YTHDF2ren N muturraren bidez, eta
RNAren endekapena bideratzen du ugaztun-zeluletan (X. Wang et al., 2014).
YTHDF3k mPA metilatutako RNAren itzulpena eta degradazioa bideratzen ditu (Shi
et al., 2017). Gainera, m®A aldaera bereziki ugaria da RNA zirkularretan (ingelesez
circular RNA edo circRNA), eta mfA marka bakar bat nahikoa da YTHDF3
errekrutatzeko eta elF4G2 eta elF3A itzulpenaren faktore abiarazleen bidez
circRNAren itzulpena bultzatzeko (Y. Yang et al., 2017).

YTHDC1 m®A irakurle nuklear bat da, eta mMRNAren moztitsasketarekin (Kasowitz et
al., 2018; Xiao et al., 2016), isilarazpen epigenetikoarekin (Patil et al., 2016) eta RNA

metilatuen esportazio nuklearrarekin erlazionatu da (Roundtree et al., 2017).

YTHDC2 ugaria da testikuluetan eta mRNAren itzulpenean eta degradazioan parte
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hartzen duela iradoki da (Hsu et al., 2017). YTHDC2 knock-out saguek batez ere
espermatogenesiaren akatsak dituzte, eta horrek babesten du iradokitako funtzio
testikulu-espezifikoa (Bailey et al., 2017; Hsu et al., 2017; Jain et al., 2018). Hala
ere, online dauden datu-base genomikoen informazioaren arabera zelula immuneek
YTHDC2 maila altuak adierazten dituzte, eta beraz, litekeena da irakurle horrek

zelula immuneetan ere zeregina izatea.

YTH domeinudun méA irakurleez gain, bereziki mA duten RNAri lotzen zaizkien
bestelako RBPak deskribatu dira. Horien artean daude elF3D, FMR1, IGF2BP1-3,
HNRNPC, HNRNPG eta HNRNPA2B1 (Alarcon et al., 2015; Arguello et al., 2017;
Edupuganti et al., 2017; Huang et al., 2018; N. Liu et al., 2015, 2017; Meyer et al.,
2015). Hala ere, proteina horien funtzio erregulatzaileak zein diren eta m®Arekin
zuzenean lotzen diren edo mPA lotzaile kanonikoen bitartez zeharka lotzen diren ez
dago oraindik argi. Gainera, m®Ak RNAren bigarren mailako egitura aldatzeko duen
joerak zaildu egiten du zehazten RNAri lotutako proteina zuzenean m®Arekin
elkartzen den edo mfAk aldatutako RNA egiturari lotzen zaion, irisgarritasuna
handitu delako (Spitale et al., 2015; Zaccara et al., 2019).

1.Taula. m®A idazle, ezabatzaile eta irakurleen eta deskribaturiko funtzioen zerrenda.

Mota Proteina Funtzioa Erreferentzia

6
METTLZ A aldaketa o\ ar et al., 1997)
katalizatzen du.

METTLS3 laguntzen du

METTL14 (J. Liu et al., 2014)
substratua ezagutzen.
METTL3-METTL14

WTAP heterodimeroa gorputz (Ping et al., 2014)

nuklearretara
eramaten du.
WTAP nukleoan

ZC3H13 ainguratzen du mfA  (Wenetal, 2018)
metilazioa laguntzeko.
Metiltransferasaren (Schwartz et al.,

KIAAT429 osagaiak gidatzen ditu 2014)
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RBM15/RBM15B

mA FTO
ezabatzaileak ALKBH5
YTHDFA1
YTHDF2
YTHDF3
m°A
irakurleak
YTHDCA1
YTHDC2

RNAren eremu
espezifikoetara.

m8A  konplexuarekin
lotzen da eta RNAren
gune berezietara
errekrutatzen du.

mBA aldaketa kentzen
du.

mBA aldaketa kentzen
du.

mRNAren itzulpena
sustatzen du.
mRNAren
egonkortasuna
murrizten du.
ltzulpenean edo
endekapenean eragin
dezake.

RNAren
moztitsasketa,
isilarazpen
epigenetikoa eta
translokazio nuklearra
sustatzen ditu.
Itzulpena edo
mRNAren
endekapena
emendatzen ditu itu
ehunetan.

1.2.1.2. m°A kuantifikazio metodoak

mCAren aldaketek erregulatutako mekanismoak deszifratzeko interes geroz eta

SARRERA

(Patil et al., 2016)

(Jia et al., 2011)

(Zheng et al., 2013)

(X. Wang et al.,
2015)

(X. Wang et al.,
2014)

(Shietal., 2017; Y.
Yang et al., 2017)

(Kasowitz et al.,
2018; Patil et al.,
2016; Roundtree et
al., 2017; Xiao et al.,
2016)

(Hsu et al., 2017)

handiagoak batetik eta gaixotasunen garapenean duten inplikazioak bestetik

areagotu dute mPA gune metilatuak identifikatzeko beharra. Gainera, gune

indibidualen metilazio-egoerari buruzko informazio kuantitatiboa ematen duten

teknikak interes berezikoak dira gaixotasunaren etapen arteko, prozesu zelularren

arteko edo estimulu desberdinen aurretik eta erantzunaren ondorengo mfA mailak
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alderatzeko. Horretarako, hainbat teknika garatu dira, gehienak errendimendu
handiko sekuentziazioan eta/edo mfAren aurkako antigorputzen erabileran edo
aldaketa kimikoetan oinarrituta. Horien artean sartzen dira, besteak beste, mA RNA
metilatu espezifikoen immunoprezipitazioaren (IP) osteko belaunaldi berriko
sekuentziazioa (ingelesez mPA-specific methylated RNA immunoprecipitation (IP)
with next-generation sequencing edo mfA-seq eta MERIP-seq) (10.A irudia)
(Dominissini et al., 2012; Meyer et al., 2012); foto-erretikulazioak lagundutako m°A
sekuentziazioa (ingelesez Photo-crosslinking-assisted m®A sequencing edo PA-
méA-seq) (10.B irudia) (K. Chen et al, 2015); mfA nukleotido bakarreko
erresoluzioko erretikulazio eta immunoprezipitazioa (ingelesez m®A individual-
nucleotide-resolution crosslinking and immunoprecipitation edo m®A-CLIP/IP eta
miCLIP) (10.C irudia) (Ke et al., 2015; Linder et al., 2015); m®A-maila eta isoformen
karakterizaziorako = sekuentziazioa  (ingelesez m®A-level and isoform-
characterization sequencing edo m®A-LAIC-seq) (10.D irudia) (Molinie et al., 2016)
edota gune-espezifikoko mozketa gehi markaketa erradioaktiboaren jarraian ligazio
bidezko erauzketa eta geruza fineko kromatografia (ingelesez Site-specific cleavage
and radioactive-labeling followed by ligation-assisted extraction and thin-layer
chromatography edo SCARLET) (10.E irudia) (N. Liu et al., 2013).

Hala ere, teknika horiek guztiek protokolo luze eta neketsuak dituzte, teknikoki
desafiatzaileak direnak. Gainera, gehienek errendimendu handiko sekuentziazioa
edota m®A antigorputzak zein aldaketa kimikoak erabiltzea behar dute, eta ondorioz,

ez dira laborategi guztientzat eskuragarri.

Era berean, zenbait polimerasek (adibidez Bstl-k) mP®A adenosinak
erretrotranskribatzeko duten gaitasun murriztuan oinarritutako  protokolo
alternatiboak deskribatu dira (Harcourt et al., 2013; Shaoru Wang et al., 2016).
Entzima horiek dagoeneko erabili dira gune espezifikoen mfA metilazio-mailak
kuantifikatzeko, hasleen nukleotido bakarrez luzatuta eta luzapen-erreakzioaren
produktuak poliakrilamidazko geleko elektroforesi bidez bereizita, baina
esperimentu horiek ere denbora asko kontsumitzen dute (Harcourt et al., 2013;
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Shaoru Wang et al., 2016; Zhou et al., 2015). Beraz, metodo eskuragarriak eta
aplikatzeko errazak bereziki interesgarriak dira marka epigenetiko hau ulertzen

laguntzeko eta gaixotasunen patogenesian duen parte-hartzea argitzeko.
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10. irudia. A) m®A-seq diagrama eskematikoa, Dominissini et al. 2012tik eraldatua. B) PA-m°A-
seq diagrama eskematikoa, Chen et al. 2015tk eraldatua. C) mPA-CLIP/IP diagrama
eskematikoa, Ke et al. 2015tk eraldatua. mPA-k eragindako trunkazio-guneak (MITS);
gurutzaketak eragindako mutazio-guneak (CIMS; base bakarreko ordezkapenak, delezioak eta
txertaketak barne) (C. Zhang & Darnell, 2011) eta gurutzaketak eragindako truntzio-guneak
(CITS) (Konig et al., 2010). D) mPA-LAIC-seq diagrama eskematikoa, Molinie et al. 2016tik
eraldatua. E) SCARLET diagrama eskematikoa, Liu et al. 2013tik eraldatua.

1.2.1.3. mSA metilazioa Inflamazioan eta Gaixotasunetan
mPAren izaera dinamikoaren bidez, autoimmunitatearekin eta tolerantzia
immunearekin lotutako hainbat bidezidorretan inplikatuta dauden estres zelularraren

seinalei erantzun azkarra eman dakieke zelulak (Shulman & Stern-Ginossar, 2020;
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Winkler et al., 2019). Horrek areagotu egin du mfA metilazioak nahasmen
fisiopatologiko ugaritan duen paperari buruzko ikerketa azken urteotan.

1.2.1.3.1. m°®A Metilazioa eta Erantzun Inflamatorioa

Gaixotasun pulpar eta periapikaletan, infekzio bakterianoa faktore patogeniko
garrantzitsua da (Feng et al., 2018) eta duela gutxiko aurkikuntzek adierazten dute
METTL3ren adierazpena eta mSfAren aldaketa-mailak emendatuak daudela
LPSrekin tratatutako giza hortz-muineko zeluletan. Gainera, METTL3ren
isilarazpenak LPSk eragindako hanturazko zitokinen adierazpena murrizten du, /L6
eta /L8, besteak beste. Horrez gain, hantura-erantzunetarako gakoak diren NF-kB
eta MAPK seinaleztapen-bideak ere itzaltzen ditu.

1.2.1.3.2. m°®A Metilazioa eta Berezko Immunitate Sistema
Berezko immunitateak berebiziko garrantzia du erantzun immunearen lehen
urratsetan, eta funtsezkoa da patogenoak ezagutu eta horien aurkako lehen
erantzuna hasteko. RNAren aldaketek ezagutze-urrats horietan zeresana dutela
iradoki da; izan ere, in vitro transkribatutako RNAri gehitzen zaizkion nukleotido
eraldatuek (mPA barne) TLR3 eta RIG-I aktibazioa gutxiagotzen dute (Durbin et al.,
2016; Kariko et al., 2005). Beraz, egun uste da birusek m®A bidez eraldatutako RNA
birikoak erabiltzen dituztela, ostalariaren berezko immunitateak ezagut ez ditzan.
RNA biralen presentzia duela 40 urte baino gehiago deskribatu zen, eta gaur egun
m®A genoman eta transkriptoetan duten birusen espektro zabal bat ezaguna da,
norabide positibo eta negatiboko RNA genomadun birusak, erretrobirusak eta DNA
birusak barne. Gainera, circRNAtako edo interferentziako RNA laburretako (siRNA)
m®A aldaketek immunogenizitatea murrizten dutela dirudi, beren jardueran inolako

eraginik detektatu ez bada ere (Imaeda et al., 2019).

Nahiz eta GIB-1 birusak kutsatutako CD4+ T giza zelulek m®A ugaritzea eragin
dezaketen, bai T zeluletan, bai GIB-1 birusaren mRNAn (Lichinchi et al., 2016);
kontrakoa dirudien m®A mekanismoa deskribatu da eragindako giza zitomegalobirus
herpesbirusaren (ingelesez herpesvirus human cytomegalovirus edo HCMV)
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infekzioari | motako interferoiak ematen dion erantzunean. mfA metilazioa
murrizteak IFNBren mRNAren egonkortasuna handitzea eta IFN-b-ren ekoizpen
iraunkorra areagotzea eragiten ditu, eta horrek birusen aurkako erantzun

indartsuagoa eragiten du HCMVren hazkundea blokeatzeko (Winkler et al., 2019).

1.2.1.3.3. mPA Metilazioa eta Immunitate Sistema Egokitzailea
m8Aren metilazioa T zelulen homeostasiarekin ere lotu izan da. Zitokinen
seinaleztapena ezabatzen duten proteinen familiak (ingelesez suppressor of
cytokine signaling edo SOCS) berebiziko garrantzia du T zelulen ugalketan eta
bereizketan, eta bitxia bada ere, hiru SOCS geneek m®A metilazio-maila handiak
dituztela aurkitu da. mPAren aldaketak SOCS geneen mRNAren endekapena
eragiten duela deskribatu da, eta horrek T =zelula naifen ugalketa eta
desberdintzapenerako birprogramatzea abiarazten du (H. B. Li et al., 2017; Palmer
& Restifo, 2009). Beraz, aldaketa hori, seguruenik, funtsezko faktorea da
homeostasi immunologikoa erregulatzeko eta hainbat gaixotasun autoimmune

arintzeko.

Beste lan batek frogatu zuen m®Ak paper garrantzitsua jokatzen duela zelula
dendritikoak (ingelesez dentritic cells edo DC) zelula heldugabeak izatetik T zelulen
aktibatzaile eraginkorrak izaterainoko trantsizioan. Zelula horiek molekula
koestimulatzaileak adierazten dituzte eta erantzun immune egokitzailearen hasiera
sustatzen dute antigenoen aurkezpenaren bidez (Feng et al., 2018; H. Wang et al.,
2019).

1.2.1.3.4. mPA Metilazioa eta Mikrobioma
Hesteetako mikrobiotak ostalariaren fisiologia eta adierazpen genikoa modulatzen
ditu erabat ulertzen ez diren mekanismoen bidez. Duela gutxi egindako lan baten
arabera, hesteetako mikrobiotaren aldakuntza lotuta dago itsuko mPA aldaketekin
eta horiek metabolismoarekin, hanturarekin eta mikrobioen aurkako erantzunekin
lotutako bidezidorretan eraginez (Jabs et al., 2020). Emaitza horiek nabarmentzen
dute m®A modifikazioaren papera mikrobiotaren eta ostalariaren arteko komunikazio
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maila gehigarri gisa.

1.2.1.3.5.  m°®A Metilazioa eta Gaixotasun Autoimmuneak

Prozesu biologikoen espektro zabal baten erregulazioan parte hartzen duenez, mfA
metilazioa gaixotasun anitzekin lotu da nabarmen (Jiang et al., 2021; C. Yang et al.,
2020). m®Ak minbiziaren hainbat urrats fisiopatologiko erregulatzen dituela
deskribatu da, hala nola minbiziaren zelula amen pluripotentzia, minbizi-zelulen
ugalketaren erregulazioa, kimioterapiaren eta erradioterapiaren aurkako
erresistentzia edo tumoreen aurkako immunitatea (C. Yang et al., 2020). Gainera,
asaldura neuronalak, hala nola nerbioen kalteak eta malformazioak; zenbait
nahasmendu psikiatriko edota osteoporosia ere mfA metilazioak erregulatzen
dituela deskribatu da. Azkenik, aldaketa hori gaixotasun metabolikoekin ere lotuta
dago, obesitatearekin eta lipidoen edo glukosaren metabolismoarekin, hain zuzen
ere (C. Yang et al., 2020).

T zeluletako RNAren metilazioaren perturbazioa kolitisaren garapenarekin asoziatu
da berriki (Lu et al., 2020). Halaber, jakinarazi da Ythdf1 galtzeak tumoreen
hazkuntza eta ostalariaren biziraupena eragozten dituela sagu eredu batean (D. Han
et al.,, 2019). Beraz, m®A edota YTHDF1 immunoterapiarako itu potentzial berriak

izan litezke, beste estrategia batzuekin batera.

Hala ere, gaixotasun immune eta inflamatorioekin erlazionatutako SNPek
epitranskriptomaren aldakortasunean duten eragina ez da sistematikoki aztertu.
Duela gutxi egindako azterlanak erakutsi zuen m®A-QTL (m®A Quantitative Trait
Loci) direlakoak ugariak direla nahasmendu konplexuetan, tartean gaixotasun
autoimmuneetan, eta horrek gaixotasun-espezifikoak diren azterketen beharra
azpimarratzen du (Zijie Zhang et al., 2020). Beraz, EZrekin asoziaturiko SNPek m°®A
markak alda ditzaketen modua eta ondorioz, glutena irensteak eragindako hantura-
erantzuna bultzatzen duten mekanismo molekularrak erregulatzea hobeto ulertzeak
gaixotasun horren patogeniari buruzko informazio-geruza erabat berria eman

lezake, bai eta estrategia terapeutiko berriak garatzeko ateak ireki ere.
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1.3. NF-kB-ren ERREGULAZIOA, GENETIKATIK
EPITRANSKRIPTOMIKARA

NF-kB transkripzio-faktore nuklearrak berezko erantzun immunearen zein
egokitzailearen funtsezko erregulatzaileak dira, eta NF-kB seinaleztapenaren
asaldurek nahasmendu immunologikoen patogenesian laguntzen dute. NF-kB
hantura-bitartekari oso ezaguna da, eta bere aktibazio deserregulatua gaixotasun
autoimmuneetako inflamazio kronikoarekin lotuta dago. NF-kB-k hanturazko
erantzuna eta erantzun immunitarioa erregulatzen ditu, gene espezifikoen
adierazpena areagotuz (S. C. Sun et al., 2013; Viatour et al., 2005). Frogatu da NF-
KB bidezidorra EZko mukosan gainadierazia dagoela modu konstitutiboan, bai eta
NF-kB-k erregulatzen dituen zitokina proinflamatorioak, atxikipen-molekulak eta
entzimen adierazpen genikoa gaixotasun zeliakoaren patogenian inplikatuak

daudela ere (Fernandez-jimenez et al., 2014; Maiuri et al., 2003).

Zelularen kitzikapena

T

IKKa ) IKKB
Bahitutako NF-kB NF-kB konplexu
konplexua & aktiboa
A
® \' ;
Fomrwe
@ l ' Erantzun
@ : immuneko geneen
3 ktibazi
@ g @D H aktibazioa

Degradatutako @Am
IKB IANYI NI NI NI, \Y,

11. Irudia. NF-kB bidezidorraren aktibazioaren irudi eskematikoa. Estimulazio aurrean, kB
fosforilatu eta degradatzen da IKK konplexuaren bitartez, NF-kB konplexu aktiboa askatuz. NF-
kKB konplexu aktibo askea nukleoan sartzeko gai da eta itu-geneen promotoreei lotzeko gai da

immunitate- eta hantura-geneen transkripzioa aktibatzeko. Biorenderrekin sortua.
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DNA sekuentzia espezifiko batekin lotzeko gaitasuna duten transkripzio-faktoreen
multzoak osatzen du NF-kB familia (Baldwin, 1996; Grilli et al., 1993). Zelula mota
gehienetan, NF-kB RelA (p65) eta NFkB1 (p50) subunitateek osatuako
heterodimero moduan existitzen da, berau NF-kB familiako gene transaktibatzaile
indartsuena izanik (Sunil et al., 2010). Normalean, NF-kB faktoreak zitoplasman
bahituta egoten dira, proteina inhibitzaileen familiako kide bati elkarturik, hala nola
kappa-B-alfa inhibitzaileari (IkB-a) eta ankirina errepikapenak dituzten
erlazionatutako proteinei (S. C. Sun et al., 2013). Zelulen estimulazioak zenbait
seinaleztapen-gertaera kliskatzen ditu eta bidearen bukaeran, IkB-kinasa
konplexuek (IKK) IkB-ren fosforilazioa, poliubikitinazioa eta proteosoma bidezko
degradazioa eragiten dituzte. Ondorioz, NF-kB aktiboa nukleora sartzeko gai da eta
zenbait itu-generen promotoreetako NF-kB ituetara lotzen da, haien transkripzioa
areagotzeko (Viatour et al., 2005) (Fig11).

Hainbat eragilek aktiba dezake NF-kB, hala nola zitokinek, hazkunde-faktoreek, T
zelulen mitogenoek, estres oxidatzaileak, bakterioek, birusek eta horien produktuek.
Hainbat estimuluk aktibatu ondoren, NF-kB-k hanturazko erantzun goiztiarrean
inplikatutako gene askoren transkripzioa erregulatzen du, CXCL8 (IL8) (Roebuck,
1999) eta CXCL10 (Yeruva et al., 2008) kimiokinak barne. IL8 CXC kimiokina
proinflamatorioa da, neutrofiloen kimiotaxia sustatzearekin eta degranulazioarekin
lotua (Struyf et al., 2005). IL8 proteina zelula mota anitzek jariatzen dute, tartean
IECK (Fusunyan et al., 1998; H. Kim et al., 2001). Gainera, frogatu da estres
oxidatzailea, NF-kB-ren aktibazioa eta IL15aren gainadierazpena direla gliadinak
enterozitoetan eragiten dituen ondorioen erantzuleak (Parmar et al., 2013). IL8 aldiz,
glutenari erantzuten dion kimiokina da, eta ondorioz, pentsa daiteke bidezidorraren
erregulazio egokia funtsezkoa dela berezko erantzunaren lehen urratsetan. Beraz,
NF-kB-ren aktibazio akastunak edo erregulatu gabeak EZren autoimmunitatea eta
hantura eragin ditzakete, eta beraz, NF-kB-ren seinaleztapenaren kontrol zorrotza

0s0 garrantzitsua da.
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Bidezidor horrek EZn duen garrantzia EZri lotutako aldaerak dituzten beste
bitartekari giltzarri batzuetatik ere badator, hala nola REL eta TNFAIP3; aldaera
heredagarriek bidezidor biologiko garrantzitsu horretan eta EZ pairatzeko
predisposizioa areagotzean eragina izan lezaketela erakusten baitute (Fernandez-
jimenez et al., 2014; G. Trynka et al., 2009).

Horrez gain, NF-kB bidezidorra kontrolatzen duten marka epigenetikoak ere
deskribatu dira. Izan ere, EZdun pazienteen DNAren metilazio-maila eta geneen
koespresioaren alterazioaren arteko korrelazioa aurkitu da, eta horrek iradokitzen
du NF-kB-rekin erlazionatutako geneetan gene-promotoreen metilazioaren aldaketa
koordinatua badela eta horrek gene-adierazpenean eragin lezakeela (Fernandez-

jimenez et al., 2014).

Era berean, m®A metilazioa NF-kB bidezidorraren erregulazioan inplikatuta dagoela
ikusi da. LPSrekin estimulatutako giza hortz-muineko zelulek mfA eta METTL3ren
adierazpen-maila areagotuak erakutsi baitzituzten. METTL3 jaitsierak berriz,
hanturazko zitokinen metaketa murriztu eta NF-kB eta MAPK seinaleztapen-bideen
aktibazioa eragozten duela ikusi zen (Feng et al., 2018). Beste azterlan batek
m®Aren Mett/3 bidezko eragina deskribatu zuen DC zeluletan, T zelulen aktibazioan
eta TLR4/NF-kB-k eragindako zitokinen ekoizpen handiagoaren sustapenean (H.
Wang et al., 2019).

Emaitza horiek guztiek erakusten dute marka epigenetikoek NF-kB bidezidorra
erregula dezaketela, baina ikerketa gehiago behar dira marka horiek NF-kB-ri nola
eragiten dioten ezagutzeko eta erregulazio horrekin lotutako aldaerek EZren

garapenean duten inplikazioa deskribatzeko.
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1.3.1. NF-kB eta XPO1
XPO1 esportazio nuklearreko proteina da, eta hainbat zelula-prozesutan parte
hartzen duten proteina eta RNA ugari bideratzen dituela deskribatu da (Sendino et
al., 2018). IkB-a XPO1en zama da, zeinak NF-kB transkripzio faktorea inhibitzen
duen, zitoplasman egoera inaktiboan bahituta edukita, era horretan NF-kB nukleoan
sartzea eta DNA ituetara batzea saihesten baitu (Johnson, 1999; Krappmann &
Scheidereit, 1997; Scott et al., 1993).

XPO1en gainadierazpena eta mutazioak hainbat neoplasia gaiztotan inplikatu dira,
eta hainbat minbizi motatarako itu terapeutiko interesgarria bilakatu da (Gravina et
al.,, 2014; Tan et al, 2014). Minbizi-zeluletan XPO1 gehiegi adieraztearen
ondorioetako bat da gehiegizko IkB-a-ren zitoplasmarako esportazio nuklearra
eragiten duela, eta bertan proteasomen bidezko degradazioak inaktibatzen du
(Viatour et al., 2005). NF-kB-ren ondoriozko jarduera transkripzionalaren aktibazioak
hantura eta tumorigenesia sustatzen ditu (Kashyap et al., 2016). Iradoki denez, IkB
isoformen degradazio modu desberdinak mekanismo garrantzitsuak dira NF-kB
aktibazioaren erregulazioan eta XPO1 erregulatzaile interesgarria dela erakusten du
(Maiuri et al., 2003).

Hain zuzen ere, Immunochiparen analisi berri batek XPO1ek EZrekin asoziatutako
SNP bat aurkitu zuen genearen sekuentzia kodetzailearen 5 'UTRan (Garcia-
Eixebarria et al., 2016). Kontuan hartuta NF-kB-ren bidezidorra gainadierazia
dagoela heste-mukosa zeliakoan, eta IL8 gainadierazia dagoela pazienteetan
glutenarekiko estimulazioaren ondoren (Tye-Din et al., 2020), NF-kB-ren eta ur-
behera dagoen IL8ren erregulazioan XPO1en funtzioa argitzeak ezagutza berriak
ekar litzake EZren patogenesia ulertzeko garaian.
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Lan honen bidez EZren patogenesian aldaera genetiko ez-kodetzaileek eta
epitranskriptomikak, méA metilazioak hain zuzen ere, duten papera ulertu nahi da
eta horretarako lau helburu nagusi definitu dira:

1. m®A metilazioa kuantifikatzeko teknika berri bat garatzea.

a. mPA metilazio gune-espezifikoak kuantifikatzea lerro zelular eta giza
lagin desberdinetan.

b. Estimulu baten aurrean edota gaixotasun etapa desberdinetan m°A

maila aldaketak kuantitatiboki neurtzea.

2. mPA metilazioaren inplikazioa EZn baieztatzea.

a. EZ pazienteetan m®A mailak kuantifikatzea.

b. EZ pazienteetan m®A makinariaren adierazpena zehaztea.

3. EZrekin asoziatutako rs3087898 SNP ez-kodetzailearen eta m°A aldaketaren

inplikazioa XPO1 genean aztertzea.

a. SNParen genotipoaren efektua mfA metilazioan ikertzea.

b. SNP ez-kodetzaileek XPO1 bezalako hantura gene garrantzitsuetan

eragin dezaketela erakustea.
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4. mPA aldaketan eta erantzun inflamatorioan glutenaren inplikazioa

analizatzea.

a. Glutenak m8A metilazio mailak aldatzen dituen ikustea.

b. Glutenak eragindako metilazio aldaketen eragina EZn ezaugarri den

hantura ingurunean aztertzea.
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3.1. MATERIALAK

3.1.1. PT-Gliadina

Pepsina-tripsina bidez digeritutako gliadina (PT-gliadina edo PTG) digestio
entzimatiko bidez prestatu zen, lehenago deskribatu bezala baina aldaketa txiki
batzuekin (Jauregi-Miguel et al., 2019). Laburki, 2,5 g gliadina (Sigma-Aldrich,
#G3375) 25 ml HCI 0,2 N-tan disolbatu ziren, eta gauean zehar 25 mg pepsinarekin
(Sigma-Aldrich, #6887) inkubatu ziren 37°Ctan. NaOH 1 N erabiliz pH-a 7,4ra doitu
zen, eta ondoriozko diluzioa, 25 mg tripsina (Sigma-Aldrich, #T9201) gehituz digeritu
zen. Soluzioa gogor nahastu zen 37°C-tan 5 orduz, 100°C-tan irakin ordubetez,
2000 g-ra 10 minutuz zentrifugatu, gainjalkina iragazi eta ondoriozko disoluzioaren
alikuotak -80°C-tan mantendu ziren erabili arte.

3.1.2. Giza paziente eta laginak
Pediatriako pazienteetan, errekrutatzeko unean indarrean zeuden ESPGHANen
(Gastroenterologia Pediatrikoko Hematologia eta Nutrizioko Europako Elkartea edo
ingelesez European Society of Pediatric Gastroenterology Hematology and
Nutrition) irizpideen arabera diagnostikatu zen eritasun zeliakoa, anti-gliadina
(AGA), anti-endomisio (EMA) eta anti-transglutaminasa (TGA) antigorputzen
determinazioa kontuan izanik. Heste meharraren biopsia baieztatzailea egin zen, eta
analisiak subjektu guztien edo haien gurasoen baimen informatua lortu ondoren egin

ziren.

Diagnostikatu berri ziren EZ paziente heldu guztiek TGA maila altuak zituzten, eta
heste meharraren berezko anomalia histopatologikoak zituzten, bilioen atrofia,
kripten hiperplasia eta epitelio barneko linfozitosia kasu. Laginak baimen
informatuaren ondoren eta Columbiako Unibertsitateko erakunde-berrikuspeneko
batzordeak onartutako protokolo bat erabiliz lortu ziren.

Azterlana Euskadiko Ikerketa Klinikoetarako Etika Kontseiluak onartu zuen (CEIC-E
erref. PI2019133). Esperimentu guztiak jarraibide eta erregulazio egokien arabera
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egin ziren. Paziente bakoitzaren duodeno distalaren biopsia laginak lortu ziren
diagnosirako errutinazko endoskopia egitean. Pazienteetako batek ere ez zuen
beste gaixotasun immunologiko konkomitanterik. Kontroletako batek ere ez zuen
heste meharraren hanturarik izan, ezta beste gaixotasun immunologikorik ere
biopsia egin zen unean. Inork ez zuen inolako botikarik hartzen. Erabilitako giza
laginei buruzko xehetasunak 2. taulan daude.
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2. Taula. Giza laginen biopsien zerrenda.
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AGE Celiac Marsh
Dx | ORIGIN SEX HLA
(years) Serology | (0-3)
83.3%
cD 100% 34.2+ | FEMALE 100% 100%
+
n=6 USA 195 [ 16.7% ° 3
MALE
31.8% 77.3% | 13.6%
ADULTS
CTR USA 452+ | FEMALE | DQ2 1009 100%
n=22 | 68.2% 11.3 227% | 4.5% ° 0
SPAIN MALE | DQ8
33.3% 83.3%
GFD 100% 373+ | FEMALE 0
100% -
n= USA 11.4 66.7% 16.7%
MALE 1
AGE Celiac Marsh
Dx | ORIGIN SEX HLA
(years) Serology | (0-3)
485 |69.7% o1 89, 20% 0
. +
FEMALE | DQ2 °
cD 100% 46+
9.1%
n=28 | SPAIN 37 51.5 % 80% 3
DQ2/ | 12.1%-
MALE
DQ8
68.75%
PEDIATRICS | orp | 100% | 8.1+ | FEMALE o0 100%
B -
n=16 | SPAIN 3.6 31.25% 0
MALE
69.2% | 69.2% 7 7%+ 84.6%
FEMALE | DQ2 | 0
GFD 100% 7.7%
2+0.7 23.1%
n=12 | SPAIN 30.8% 1
DQ2/ | 92.3% -
MALE . 7.7%
3
3.1.2.1. Tratamenduak

Biopsien estimulazio esperimentuetarako,

paziente zeliako aktiboengandik

hartutako bi biopsia zati 4 ordutan zehar inolako konposaturik gabe edo PTG 250
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pug/ml-ren presentzian inkubatu ziren, RPMI-1640 10X (Thermofisher, # 11875093)
150 yl medioan, 37°C-tan eta % 5ean CO2-n (12.lrudia).

TG GLUTENA

— =2

12.Irudia. EZ aktibodun pazienteen biopsietan PTG estimulazio esperimentuen irudi

adierazgarria.

3.1.3. Lerro zelularrak
Giza hesteetako HCT116 (# CCL-247) eta HCT15 (# CCL-225) lerro zelularrak eta
HEK293FT enbrioi-giltzurruneko zelula-lerroa (# CRL-1573) American Type Culture
Collection-etik (ATTC, Manassas, VA, AEB) eskuratu ziren. C26 sagu-hesteetako

zelula-lerroa Beatriz Arteta doktoreak atseginez eman zuen.

Zelula-lerro guztiak fabrikatzailearen protokoloari jarraiki landu ziren RPMIn (Lonza,
# 12-115F) % 10eko FBS (Millipore, Burlington, AEB. #S0115), 100 unitate/ml
penizilina eta 100 pg/ml estreptomizina (Lonza, # 17-602E) gehigarriekin edo
DMEMen (Lonza, Basilea, Suitza, # 12-604F) % 10eko FBS, 100 unitate/ml
penizilina eta 100 pg/ml estreptomizina gehigarriekin.

3.1.3.1. Tratamenduak
Zikloleuzina tratamenduetarako, HCT15 zelulak 100 mM zikloleuzinarekin inkubatu
ziren (Sigma Aldrich, #A48105), RNA erauzi baino 3 ordu lehenago.

Aktionomizina esperimentuetarako, HCT116 =zelulak 3 eta 6 orduz D
aktinomizinarekin tratatu ziren (Sigma-Aldrich, #A9415), 5 pg/ml-ko azken

kontzentrazioan, RNAren egonkortasun saiakuntzarako.

XPO1 eta NF-kB inhibitzeko, leptomizina B XPO1 inhibitzailea (LMB; Apollo
Scientific, Cheshire, Erresuma Batua, #BIL2101) eta BAY-11-7082 NF-kB
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inhibitzailea (Sigma Aldrich, #B5556-10MG) 6 ng/ml-ko eta 10 uM-ko azken

kontzentrazioan erabili ziren 24 eta 48 orduz, hurrenez hurren.

PTG estimulazioetarako, 100.000 HCT116 zelula erein ziren eta 37°C-tan inkubatu
ziren gauean zehar. Hurrengo egunean, zelulak 30 pg/ml PTG dosi baxuarekin 48
orduz inkubatu ziren. Ondoren, PTG tratamendua egin zen 350 pg/ml-ko azken
kontzentrazioan, eta, 24 orduren ondoren, gainjalkinak eta zelulak bildu ziren RNA

eta proteinen analisietarako (13. irudia).

PTG TRATAMENDUA HCT116 ZELULETAN

100.000 zelula putzuko Q&C’J Q&O
o & o s°
IS QK
| 1 I |
d1 d2 d4 d5
Zelulak erein Dosi baxua Estimulazioa Zelulak jaso
48 h 24 h

13. Irudia. Gliadina bidezko in vitro tratamenduaren irudikapen eskematikoa. HCT116 zelulak
48 orduz hazi ziren dosi txikiko PTG kontzentrazioarekin (30 pg/ml), eta ondoren, PTG dosi

handiagoarekin (350 pg/ml) tratamendua egin zitzaien 24 orduz.

3.1.4. Sagu Ereduak
PTG in vivo esposizio-esperimentuetarako, C57BL/6 saguak kontrol gisa (ingelesez
wild type edo WT) erabili ziren, Janvier Labs-en (Frantzia) erosiak. Laburki,
ugaltzaileak GGDn (Altromin #C1074) mantendu ziren gutxienez 4 astez eta

esperimentuak egin ziren beren ondorengoak erabiliz.

EZ arrisku-eredu batean PTG in vivo esposizio-esperimentuak egiteko, patogeno
espezifiko gabeko HLA-DQ2 (DR3-DQ2 giza haplotipoa) eta CD4+ sagu zeluladun
sagu transgenikoak erabili ziren, jatorriz Melbourneko Unibertsitatean sortuak (de
Kauwe et al., 2009). Tokiko animalien etika onespena lortu zen.
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YTHDF1 irakurlea gure bidezidorrean aztertzeko, Ythdf1 KO saguak He doktorearen
laborategitik jaso ziren (D. Han et al., 2019) eta 4 astera sakrifikatu ziren. Ythdf1 KO

saguen duodenoaren ehun sekzioak RNA eta proteinak erauzteko prozesatu ziren.

3.1.4.1. Tratamenduak
PTG in vivo esperimentuetan, C57BL/6 saguak ahoz sentsibilizatu ziren 4 asteko
adinean kolera toxina (CT) eta PTG (500 ug PTG + 25 ug CT) erabiliz astean behin
3 astetan zehar (Enzo Life Sciences, #BML-G117-000). Kontrol-saguek CT bakarrik
jaso zuten. Kontrol-saguak eta PTGrekin tratatutakoak kaiola desberdinetan
mantendu ziren, kontrol-saguek inolako PTG kutsadurarik jasan ez zezaten. Azken
gavage-aren ondoren, saguak sakrifikatu eta duodenoaren sekzioak RNA eta
proteinak erauzteko prozesatu ziren (14.irudia). Bartzelonako Unibertsitateko
Animalien Esperimentaziorako Batzorde Etikoak (CEEA-UB) saguekin egindako
prozedura guztiak onartu zituen. Tramiterako baimenak Kataluniako Generalitatetik

lortu ziren, 2010/63/EB Europako Zuzentarauaren arabera.

EZ arrisku eredurako, HLA-DQZ2 sagu taldeari ahoko zunda bidez 25 pg CT (Sigma
Aldrich) eta 500ug PTG eman zitzaion astean behin, 3 astez. Kontrolek CT bakarrik
jaso zuten. Sakrifikatzeko unean, sekzio duodenalak RNA erauzteko prozesatu

ziren.

Ex vivo estimulazio-esperimentuetarako, WT eta Ythdf1 KO saguen duodeno-
frakzioetako zelula epitelial isolatuak bi gelaxkatan banatu ziren eta DMEM + %10
FBS eta P/Sn hazi ziren. PTG bidezko estimulazioa, zelula isolatu berrietan egin
zen, PTG 250 pg/ml erabiliz 4 orduz, eta estimulatu gabeko zelulak kontrol gisa

erabili ziren.
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PTG TRATAMENDUA SAGUETAN

Ugaltzaileak F1
g J
% gauez gauez gauez
S > baragaldia baral{aldia baraL{aIdia
GGD ‘ ‘ ‘
d28 d35 d42 ------ 3h -----
¢ ? cT cr cT Duodenoa
CT+PTG CT+PTG CT+PTG jaso

14. Irudia. Gliadina bidezko in vivo tratamenduaren irudikapen eskematikoa. Saguak zunda
bidez elikatu ziren PTG eta CT (PTG) bidez 3 astez, astean behin. Kontrol-saguek (NT) CT

bakarrik jaso zuten.

3.2. METODOAK

3.2.1. DNA, RNA eta proteina erauzketa
Gizakien biopsietarako, NucleoSpin TriPrep kita erabili zen (Macherey-Nagel,
Duren, Alemania, #740966.50) fabrikatzailearen jarraibideei jarraituz. Proteina
jalkinak RIPA tanpoian berreseki ziren (NaCl 150 mM, NP-40 % 1,0an, Na
deoxikolatoa % 0,5ean, SDS % 0,1ean, TrisHCI 50 mM, EDTA 1 mM) 1x proteasa
inhibitzaile koktel (PI) gehigarriarekin (Roche, Basilea, Suitza, # 11836153001).

Saguen laginetarako, Direct-zol RNA kita (Zymo research, Irvine, AEB. #R2053)
erabili zen RNA erauzteko. Proteinak 2x Pl-dun RIPA tanpoian lisatu ziren.

HCT116, HCT15, HEK293FT eta C26 lerro zelularretarako, RNA erauzketa
NucleoSpin RNA kitaren bidez egin zen (Macherey Nagel, #740984.50) eta zelulak
RIPA tanpoian lisatu ziren.

Giza hesteetako biopsien frakzio epitelial eta immune subzelularrak aurretik
deskribatutako protokoloari jarraiki lortu ziren (Romero-Garmendia et al., 2018).
Labur, zelulak mekanikoki bereizi ziren biopsia berrietatik errotazio-agitazioaren
bidez, 10 ml RPMI mediotan %2 FBS, %1 DTT eta 5 nM EDTAnN ordubetez. Lamina
propioa eta debrisa 30 pm-ko (#130-041-407) aurretiazko banantze-iragazkien bidez
ezabatu ziren eta zelula hilak ezabatzeko kit bat erabili zen (#130-090-101) zelula-

bideragarriz osatutako esekidura homogeneoa prestatzeko. Zelula biziak CD45
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mikroperla magnetikoz markatu ziren (#130-045-801) FcR blokeo-erreaktiboaren
presentzian (#130-059-901) antigorputzen markatzearen espezifikotasuna
handitzeko. Antigorputzen bidez markatutako zelulen esekidura bereizketa-
magnetikoko zutabe batean aplikatu zen (#130-042-201). Markatu gabeko CD45-
zelulak (batez ere CD326 + epitelial frakzioa) fluxu jarraituan bildu ziren, eta CD45+

zelulak zutabea imanetik kendu ondoren berreskuratu ziren.

3.2.2. Gene adierazpen analisia
500-1000 ng RNA erabili ziren erretrotranskripzio erreakziorako, iScript cDNA sintesi
kita erabiliz (BioRad, CA, AEB, #1708890). Adierazpen-balioak g-PCR bidez
zehaztu ziren, Tagman (Thermofisher, Waltham, MA) adierazpen genikoko
entseguak erabilita, edo Sybr Green (iTag SYBR Green Supermix, Bio-Rad,
#1725124) eta hasle espezifikoak erabilita. HPRT genea kontrol endogeno gisa
erabili zen, bai giza laginetan, bai sagu-laginetan. Erreakzioak BioRad CFX384
makina batean egin ziren eta produktu bakar baten anplifikazioa ziurtatzeko urtze-
kurbak aztertu ziren. qPCRaren neurketa guztiak duplikatuan egin ziren, eta
adierazpen-mailak 2-24t metodoaren bidez aztertu ziren. Tagman gene adierazpen

saiakuntza eta hasle guztiak 3. eta 4. taulan daude zerrendatuta.

IL8ren adierazpena giza hesteetako biopsia osoetan, baita kontrol ez-zeliakoen eta
gaixotasun aktiboa duten pazienteen frakzio epitelial eta immuneetan ere, gure
taldeak egindako RNAseq bateko datuak erabiliz aztertu zen (Fernandez-Jimenez
et al., 2019).
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3. Taula. Erabilitako gPCR hasleen zerrenda.

Gene

Primer Sequence

XPO1 (5'UTR)

Fw: TGTTCCAGTCTTTGCTGCTG
Rv: AAGGCTCGCCTAAACTTTCC

METTL3

Fw: TCGAGAGCGAAATTTTTCAAC
Rv: GGAGATAGAGAGCCTTCTGAACC

YTHDF1

Fw: ACCTGTCCAGCTATTACCCG
Rv: TGGTGAGGTATGGAATCGGAG

HPRT

Fw: ACCAGTCAACAGGGGACATAA
Rv: CTTCGTGGGGTCCTTTTCACC

TUG1

Fw: ATTCCACGACCATGGTTGTC
Rv: ATTCACCACCAACCACACAG

SOCS1

Fw: AGACCCCTTCTCACCTCTTG
Rv: AGTTAAGCTGCTACAACAACCAG

IL8

Fw: ACTGAGAGTGATTGAGAGTGGAC
Rv: AACCCTCTGCACCCAGTTTTC

5’UTR Xpo1

Fw: GGTGGGAAAACTGTGAAACCC
Rv: ACTGCTTCTTCCTTCCTTGTCC

Ythdf1-/-

Fw: CCTGCATTCTCAGCATGG
Rv: GCTCCAGACTGTTCATCC

Hprt

Fw: CTGGTGAAAAGGACCTCTCGAAG
Rv: CCAGTTTCACTAATGACACAAACG

Mip2a

Fw: CCAACCACCAGGCTACAGG
Rv: GCGTCACACTCAAGCTCTG

Cxcl1

Fw: CTGGGATTCACCTCAAGAACATC
Rv: CAGGGTCAAGGCAAGCCTC

4. Taula. Erabilitako gPCR entseguen zerrenda.

Gene Assay ID

XPO1 C__16006954_10
MALAT1 Hs00273907_s1
RPLPO Hs99999902_m1
Mettl3 MmO01316319_m1
Ythdf1 Mm00620538_m1
Rplpo MmO00725448_s1

3.2.3. SNP genotipaketa
rs3087898 SNParen genotipaketa giza biopsietatik erauzitako DNA laginetan egin
zen rhAmp SNP entsegu espezifiko bat erabiliz (IDT, Newark, NJ, AEB)
fabrikatzailearen jarraibideei jarraituz.

MATERIAL ETA METODOAK
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3.2.4. Pakete bioinformatikoak

3.2.4.1. RNAfold
Vienna RNA web orrialdean eskuragarri dagoen RNAfold web zerbitzaria (Hofacker,
2003) XPO1en 5'UTR alelo espezifikoen egitura sekundarioa iragartzeko erabili zen.
RNAfold web zerbitzariak 7.500 nt arteko kate bakarreko RNA sekuentzien egitura

sekundarioak aurreikusten ditu.

3.24.2. MeT-DB V2.0

MeT-DB V2.0 m®A datu-basea (H. Liu et al., 2018) XPO7en 5'UTRan m®A gailurren
existentzia ebaluatzeko erabili zen. MeT-DB V2.0 datu baseak transkriptoma osoko
m®A gailurrak eta nukleotido bakarreko m®éA guneak iragartzen ditu, RNA metilatuen
immunoprezipitazio sekuentziazio (MeRIP-Seq) lagin bilduma zabalean oinarrituta.
lkerketa ezberdinetako m®A guneak bistaratzen laguntzeko genoma arakatzailea
eskaintzen du. lkerketa ezberdinetako m®A guneen erlazioa ikusteko erabiltzaileak
geneetan edo kokapen genomikoan oinarrituta egin ditzake bilaketak.

3.2.4.3. GEO datu-baseko miCLIP datuak
HCT116 zelulen mBA nukleotido bakarreko erresoluzioko erretikulazio eta
immunoprezipitazio datuak (ingelesez m®A individual-nucleotide-resolution cross-
linking and immunoprecipitation edo miCLIP) GEO biltegitik (GSE128699)
deskargatu ziren. SRR8767363 eta SRR8767364 sekuentzia aginduak, GEOko
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) GSM3682895 eta GSM3682896
esperimentuetako HCT116 WT zelulen mfA mapaketa (miCLIP) emaitzei

dagozkienak hurrenez hurren, Sequence Read Archive-tik
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) lortu ziren eta irakurketak XPO7en 5'UTR

sekuentziarekin lerrokatu ziren NCBI Nucleotide Blast

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov) erabiliz. Lerrokatzeak testu arrunteko fitxategi gisa

deskargatu ziren, eta posizio bakoitzean guztizko bat-etortzeen eta desegokitzeen
kopurua MS Excel erabiliz zenbatu zen.
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3.2.5. m°A detekzio metodoak

3.2.5.1. Dot Blot

300 ng RNA nitrozelulosa-mintz batean gurutzatu ziren UV erabiliz. Mintza % 5 esne
% 0,1 PBSTn (% 0,1 Tween PBSn) blokeatu zen. Mintza gau osoan inkubatu zen
m®A antigorputz batekin (1:200) (Abcam, Cambridge, Erresuma Batua, #ab151230)
4°C-tan. % 0,1eko PBSTtan garbitu ondoren, mintzak untxiaren aurkako HRP-
konjugatutako bigarren mailako antigorputz batekin inkubatu ziren (1:10000) (Santa
Cruz Biotechnology, #sc-2357) eta mintza Clarity Max ECL Substrate erabiliz
errebelatu zen (BioRad, #1705062).

3.2.5.2. mPA RNA immunoprezipitazioa
Zelula-lerroetan, lagin bakoitzeko aldez aurretik garbitutako 4 pg RNA frakzionatu
ziren RNA frakzionatzeko tanpoiarekin (100 mM Tris, 2 mM MgClI2), 3 minutuz 95°C-
tan berotuz eta berehala izotzetan jarriaz. Giza hesteetako biopsietatik isolatutako
frakzio epitelial eta immuneetarako, 18 giza biopsia frakzioko multzoa erabili zen
talde bakoitzeko 2 ug RNA izanik guztira. RNAren % 10 input gisa gorde zen. 1 pg
mPA antigorputz (Abcam, #ab151230) eta kontrol-antigorputz (IgG, Santa Cruz
Biotechnologies, Dallas, AEB, #sc-2025) agarosa A bolatxoekin (GE Healthcare,
Chicago, AEB) akoplatu ziren biraketa gurpil batean 1 orduz 4°C-tan inkubatuz.
Ondoren, bolatxoak bi aldiz garbitu ziren erreakzio tanpoi batean (150 mM NacCl, 10
mM Tris-HCI, % 0,1 NP-40). Antigorputzekin akoplatutako bolatxoei RNA
frakzionatua gehitu eta 3 orduz inkubatu zen 4°C-tan gurpil birakari batean.
Ondoren, bolatxoak 2X garbitu ziren erreakzio-tanpoiean, 2X gatz baxuko tanpoi
batean (50 mM NaCl, 10 mM TrisHCI eta % 0,1 NP-40) eta 2X gatz altuko tanpoiean
(500 mM NaCl, 10 mM TrisHCI eta % 0,1 NP-40). Azken garbiketaren ondoren,
bolatxoak lisi tanpoi batean berreseki ziren eta RNA erauzketa PureLink RNA
erauzteko kitarekin (Invitrogen, Carlsbad, AEB, #12183016) egin zen. Giza
hesteetako HCT116 zelula lerroan SOCS1 eta HPRT kontrol positibo eta negatibo

66



MATERIAL ETA METODOAK

gisa erabili ziren hurrenez hurren. C26 sagu-heste zelula lerroan Hprt eta Rplp0
erabili ziren kontrol positibo eta negatibo gisa, hurrenez hurren.

3.2.5.3. mPA RT-gPCR
m®A metilazioaren kuantifikazioa RT-qPCR metodo sinple eta errentagarri berri
baten bidez ebaluatu zen (A. Castellanos-Rubio et al., 2019; Olazagoitia-Garmendia
& Castellanos-Rubio, 2021).

Erretrotranskripziorako (RT) erabilitako hasleak baldintza zehatz batzuk kontuan
hartuta diseinatu ziren (15.A. irudia). Lehenik, adenosina kandidatu baten metilazio
erlatiboa neurtzeko alderantzizko hasle positibo bat (+) diseinatu zen m®A motibo
baten barruan (DR-A-CH). Haslearen 3’ muturreko azken nukleotidoak m®A
hautagaiaren ondoan egon behar du. Ondoren, alderantzizko hasle negatibo bat (-)
diseinatu zen hurbileko A batean (m®A motibo baten barruan ez dagoena), eta (+)
haslearen eskualdearekin gainjartzen ez zena. Haslearen 3' muturreko azken

nukleotidoak A ez-metilatuaren ondoan egon behar du.

gPCRrako hasleen diseinurako, Bstl entzimaren retrotranskripzio-ahalmen txikiagoa
hartu behar da kontuan, honek cDNA produktu laburragoak sortuko dituelako. Hori
dela eta, qPCR hasleak zenbat eta hurbilago egon RT hasleetatik, orduan eta

hobeto.

mPA-erretrotranskripzio erreakziorako, 75-150 ng RNA, hasle bakoitzeko 100 nM,
50 uM dNTP eta 0.1U Bstl (NEB) edo 0.8U MRT (ThermoScientific) erabili ziren.
PCR zikloen baldintzak hauek izan ziren: 50 °C -15 min, 85 °C-3 min, 4°-<,

gPCRrako, erretrotranskripzio-erreakzioaren 1,5 ul, hasle bakoitzeko 100 nM eta 2X
iTag SYBR Green (BioRad) erabili ziren. Erreakzioak lllumina Eco Real Time
System batean egin ziren eta produktu bakar baten anplifikazioa ziurtatzeko urtze-
kurbak aztertu ziren (15.B irudia).
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Datuak aztertzeko, (+) hasleak erabiliz bi entzimen arteko Ct-en aldea kalkulatu zen:
Delta (+) = Ct Bstl (+) - Ct MRT (+).

Ondoren, (-) hasleak erabiliz bi entzimen arteko aldea kalkulatu zen:

Delta (-) = Ct Bstl (-) - Ct MRT (-).

Delta (+) > Delta (-) bada m®A hautagaia metilatutzat jotzen da, Delta (+) < Delta (-)
baldin bada, aldiz, m®A hautagaia ez-metilatutzat hartzen da.

m®A maila erlatiboak kalkulatzeko 2 ~((CtBst(-) - CtMRT (-))/(CtBst (+) - CtMRT (+)) formula erabili
zen; non 0,5etik gorako balioak metilazio positibotzat hartu ziren eta 0,5 azpitik

metilazio negatibo gisa.

m¢A-RT-QPCR
A. Erretrotranskripzioa
Ez-metilatua Metilatua
A A A M6A
Prozesatutako A H
RNA transkriptoa 5’ * T ” ; t 1 3
Soooooooooooooooooooo @ Hasle+ CCICICCICIICCICIICIICGEEE Hasle
MRT é 1 MRT 2 # asle+
@ Hasle @l Hasle
€rmmm e @ Hasle+ \e Hasle
Bstl Hasle- Bstl Hasle
B. gPCR bidezko kuantifikazioa
Urtze-kurba egokiak Urtze-kurba okerrak

eeeeeee enrea

Fluorescenc
wr

Cycles

15. Irudia. m®A RNA-metilazioaren kuantifikazio hondar-espezifiko erlatiboa m®A-RT-QPCR

erabiliz. (Olazagoitia-Garmendia & Castellanos-Rubio, 2021)tik moldatua.

HCT116 zelula-lerroan XPO7en 5'UTRko metilazio espezifikoa baieztatzeko ere
erabili zen RT-gPCRan oinarritutako metodo hau. 3 mfA motiboetarako (+) hasle
desberdinak eta (-) hasle bat, guztiak XPO7en 5'UTRn kokatuak, diseinatu ziren.
TUG1 eta HPRT kontrol positibo eta negatibo gisa erabili ziren hurrenez hurren.

Erabilitako hasleen sekuentziak 5.Taulan daude.
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5. Taula. TUG1 kontrol positibo eta HPRT kontrol negatiboarentzat erabilitako

hasleen sekuentziak.

Haslearen izena Haslearen Sekuentzia

HPRT+ CCTCCTACAACAAACTTGTCTGGAATT
HPRT- CTTCGTGGGGTCCTTTTCACC

HPRTF ACCAGTCAACAGGGGACATAA

TUG1+ TTCCAGTGAGCCCGCTTGCTAAAAG
TUG1- ATTCACCACCAACCACACAGCC

TUG1F ATTCCACGACCATGGTTGTC

XPO1.1+ ACAGGCAGCAGCAGAAGCGGCAGGAGTAGG
XPO1.2+ AGGGAAGGGGGAGGGAACGGGGTCAAG
XPO1.3+ GGGGAGACGCTCTGCTGCCAGTTGCAG
XPO1- AAGGCTCGCCTAAACTTTCC

XPO1F AAGGCTCGCCTAAACTTTCC

3.2.5.4. mPA ELISA
HCT116 zeluletan zein kontrolen, EZ paziente aktiboen eta glutenik gabeko dieta
batean dauden EZ pazienteen hesteetako laginetan m®A mailak zehazteko,
merkatuan eskuragarri dagoen mfA ELISA kit baten erabili zen (Epigentek, NY,
AEB, # P-9005-96).

3.2.6. Proteina kuantifikazio metodoak

3.2.6.1. Western Blot
Zelulak RIPA tanpoiean (150 mM NaCl, % 1,0 NP-40, % 0,5 NaDeoxycholate, % 0,1
SDS, 50 mM TrisHCI, 1 mM EDTA) lisatu ziren proteinak erauzteko. Laemmli tanpoia
(62 mM Tris-HCI, 100 mM ditiotreitol (DTT), % 10 glizerol, % 2 SDS, 0,2 mg/ml
bromofenol urdina, % 5 2-mercaptoetanol) gehitu zitzaien eta ondoren bero bidezko
desnaturalizazioa egin zen. Proteinak % 10eko SDS-PAGE geletan migratu ziren.
Elektroforesiaren ondoren, proteinak nitrozelulosazko mintzetara transferitu ziren
Transblot-Turbo Transfer System (Biorad) erabiliz eta TBSTn (20 mM Tris, 150 mM
NaCl eta %0,1 Tween 20) diluitutako %5 gantz gabeko esnetan blokeatu ziren giro-

tenperaturan 1 orduz. Mintzak gau osoan inkubatu ziren 4°C-tan antigorputz
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primarioekin 1:1000 -1:5000 TBSTn diluituta. Peroxidasa-konjokaturiko saguaren
aurkako (1:10000 diluzioa gantz gabeko esne %Z2,5ean) edo untxiaren aurkako
(1:10000 diluzioa gantz gabeko esne %2,5ean) bigarren mailako antigorputza 1
orduz giro-tenperaturan inkubatu ondoren banda immunoerreaktiboak Clarity Max
ECL Substrate (BioRad, # 1705062) erabiliz agerian utzi ziren. Banda
immunoreaktiboak Bio-Rad Molecular Imager ChemiDoc XRS (BioRad) erabiliz

detektatu eta Imaged softwarearen bidez kuantifikatu ziren.

Western Blotting egiteko honako antigorputz hauek erabili ziren: XPO1 (Cell
Signalling, Leiden, Herbehereak, #46249S), METTL3 (Abcam, #195352), YTHDF1
(Abcam, #220162), YTHDF1 (Proteintech, Rosemont, AEB, #17479-1-AP), R-ACTIN
(Santa Cruz Biotechnologies, #sc47778), a-TUBULIN (Sigma-Aldrich, #T9026 eta
Cell Signalling, #2144S), HSP90 (Cell Signalling; #4874), H3 (Abcam; #ab1791) ,
p50 (Abcam, #ab7971), GAPDH (Novus, St Louis, Ml, AEB, #ND300-221) eta
GAPDH HRP (Santa Cruz Biotechnologies, #sc-166574 HRP).

3.2.6.2. ELISA
Giza biopsietatik edo zelula-hazkuntzako gainjalkinetatik proteina-estraktuak bildu
ziren giza XPO1 proteina-mailak (Cloud-Clone Corp, Houston, AEB, #SEC258Hu)
eta jariatutako IL8 kimiokina-mailak zehazteko. Kuantifikazioak komertzialki
eskuragarri dagoen ELISA kita (I+D Systems, Abingdon, Erresuma Batua;

#DB8000C) erabiliz egin ziren fabrikatzailearen argibideak jarraituz.

3.2.7. In vitro transkripzioa
TUG1 anplikoia T7 sekuentzia duen aurreranzko hasle bat erabiliz anplifikatu zen.
Purifikatu ondoren, 100 ng DNA erabili ziren in vitro transkripziorako Takara kiteko
(Clonthech) T7 polimerasa eta rNTPak erabiliz eta fabrikatzailearen argibideak
jarraituz. IVT produktua Direct-zol miniprep kitarekin (Zymo Research) purifikatu

zen.
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3.2.8. Plasmidoen eraikuntza
XPO1en 5'UTRa rs3087898 SNPrako T edo C aleloa zuten giza cDNAetatik
anplifikatu zen eta pISO bektore eraldatu batean klonatu zen (Addgene, #12178)
Ncol errestrikzio guneak erabiliz.

pLKO.1-TRC Cloning bektorea (Addgene, #10878) plKO.1-shMETTL3 eta plKO.1-
shYTHDF1 plasmidoak eraikitzeko erabili zen. Addgene-en protokoloari jarraituz,
shRNA giza METTL3
(AAGGAACAATCCATTGTTCTCGAGAACAATGGATTGTTCCTT) eta YTHDF1
(AACGGCAGAGTCGAAACAAACTCGAGTTTGTTTCGACTCTGCCGTTC)

isilarazteko diseinatu ziren.

Aleloen gainadierazpen espezifikoen esperimentuetarako, XPO1 5°'UTR sekuentzia
eta giza luzera osoko XPO1 proteina (1071 aminoazido) kodetzen duen cDNA
jarraian duten ugaztun-espresio-plasmidoak sortu genituen. Bi plasmido ezberdin
sortu ziren, 5’'UTR-XPO1*T eta 5°UTR-XPO1*C izenekoak, rs3087898 T edo C
aleloak dituztenak, hurrenez hurren. Plasmido hauek sortzeko, lehenik XPO1 cDNA
zati partzial bat, 187 nukleotidotik stop kodoira doana, PCR bidez anplifikatu zen,
aurretik deskribatutako pEYFP-CRM1 plasmido bat erabiliz (Rodriguez &
Henderson, 2000) txantiloi gisa. PCR produktu hau pEYFP-C1 bektorean (Clontech)
klonatu zen Sall/BamHI fragmentu gisa. Ondoren, plasmido hartatik EYFP kodetzen
duen sekuentzia Nhel/Sall zati gisa kendu zen, eta XPO1 5°UTR duen eta XPO1
cDNAren lehen 187 nt-ekin fusionatutako zati batekin ordezkatu zen, bi urratseko
gainjartze PCR metodoa erabiliz sortu zena.

3.2.9. Luziferasa Saiakuntza
150000 zelula putzuko hazi ziren eta transfekzioa X-TremeGENE HP DNA
transfekzio erreaktiboarekin (Sigma-Aldrich, #6366546001) egin zen 250 ng
plasmido bakoitzeko erabiliz eta 48 ordutara zelulak bilduz. Kontrol gisa plSO
bektore hutsa erabili zen. Dual-Luciferase Reporter Assay System kita (Promega,
Madison, AEB, #E1910) fabrikatzailearen protokoloari jarraituz erabili zen.
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3.2.10. Gainadierazpenak
METTL3 gainadierazpen esperimentuetarako, 250 ng Addgene-eko plasmido
(#53739) erabili ziren. 150000 zelula putzuko hazi eta transfektatu ziren X-
TremeGENE HP DNA transfekzio erreaktiboa erabiliz (Sigma-Aldrich,
#6366546001) eta zelulak transfektatu eta 48 ordura bildu ziren.

XPO1 gainadierazpenerako, 5'UTR-XPO1*T edo 5'UTR-XPO1*C plasmidoen 1 g
erabili ziren. 100000 zelula putzuko hazi ziren eta transfekzioa X-TremeGENE HP
DNA transfekzio erreaktiboarekin egin zen (Sigma-Aldrich, #6366546001) 48 orduz.

3.2.11. Isilarazpenak
Partikula birikoak horrela sortu ziren HEK293FT zeluletan: 1 pg pLKO.1 shRNA
plasmido, 750 ng psPAX2 packaging-plasmido (Addgene, #12260) eta 250 ng
pMD2.G envelope-plasmido (Addgene, #12259) X-TremeGENE HP DNA (Sigma-
Aldrich, #6366244001) transfekzio-erreaktiboa erabiliz transfektatu ziren.
Antibiotikorik gabeko DMEM medioan inkubatu ziren zelulak 37°C-tan. Transfekzio-
medioa DMEM hazkuntza medio freskoarekin ordezkatu zen, eta bi aldiz bildu zen
partikula birikoak zituen medioa; 24 ordu eta 48 ordu igaro ondoren. Bildutako
medioak zentrifugatu eta partikula birikoak lanerako alikuota gisa gorde ziren -80°C-
tan. HCT116 zelulak sh-METTL3, sh-YTHDF1 edo plKO.1-ekin (kontrol negatibo
gisa) infektatu ziren eta hautaketa puromizinaren erresistentziaren bidez (2 ug/mL)

egin zen.

PTG bidez estimulatutako zeluletan YTHDF1 isilarazteko, YTHDF1-en aurkako 2
siRNA ezberdinen 30 nM (IDT, # hs.Ri.YTHDF1.13.1 eta hs.Ri.YTHDF1.13.2) edo
30nM siRNA kontrol negatibo (IDT # 51-01-14-01) transfektatu ziren PTGrekin
sentsibilizatutako zeluletan, 350 pg/mL-ko PTG tratamendua baino 16 ordu

lehenago, Lipofectamine RNAimax erreaktiboa erabiliz (Thermo Fisher Scientific).
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3.212. Zelulen frakzionamendua
Konpartimentu  nuklearretan eta  zitoplasmatikoetan = RNA  kantitateak
kuantifikatzeko, nukleoak C1 lisi-tanpoia erabiliz isolatu ziren (1,28 M sakarosa, 40
mM Tris-HCI pH 7,5, 20 mM MgCI2, % 4 Triton X-100). XPO1-T/C, MALAT1 (kontrol
nuklearra) eta RPLPO (kontrol zitoplasmikoaren) mRNA kantitateak g-PCR bidez
neurtu ziren eta RNA horien zelula osoko kantitatearekin alderatu ziren.

Konpartimentu nuklear eta zitoplasmatikoetako proteina kantitateak kuantifikatzeko,
zelulak NARA tanpoiean (10 mM HEPES pH 7,9, 10 mM KCI, 0,1 mM EDTA)
proteinasa inhibitzaile (Pl) gehigarriarekin berreseki ziren eta izotzetan inkubatu
ziren 10 minutuz. NP-40 % 0,05eko azken kontzentraziora gehitu ondoren, lisatuak
izotzetan inkubatu ziren 5 minutuz eta 400 g-tan zentrifugatu ziren 2 minutuz.
Gainjailkina frakzio zitosolikoa zen. Pelleta 3 aldiz garbitu zen NARA tanpoiarekin
eta berriro eseki NARC tanpoiean (20 mM HEPES, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA) +
Pl. 4°C-tan 30 minutuz astindu eta 16000 g-tan zentrifugatu zen 10 minutuz.

Gainjailkina frakzio nuklearra zen.

3.213. RNA immunoprezipitazio (RIP) esperimentuak
RIP esperimentuetarako, HCT116 zelulak RIP tanpoi batean lisatu (150 mM KCI, 25
mM Tris, 0,5 mM DTT, % 0,5 NP-40, Pl), izotzetan mantendu 15 minutuz eta xiringa
baten bidez homogeneizatu ziren. Lisatuak aldez aurretik A-Agarosa proteina
bolatxoekin (GE Healthcare, Chicago, AEB) garbitu ziren ordubetez gurpil-birakari
batean 4°C-tan. A-Agarosa bolatxoak % 20 BSArekin blokeatu eta aurrez
garbitutako lisatuekin eta 1 pg anti-lgG antigorputzarekin (kontrol negatiboa; Santa
Cruz Biotechnologies, #sc-2025) edota intereseko antigorputzarekin (METTLS,
Abcam edo YTHDF1, Abcam) nahastu ziren. Gauean zehar 4 °C-tan gurpil-biragailu
batean inkubatu ondoren, bolatxoak hiru aldiz garbitu ziren RIP tanpoiarekin, hiru
aldiz gatz baxuko tanpoiarekin (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, % 0,1 NP-40) eta hiru
aldiz gatz altuko tanpoiarekin ( 500 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, % 0,1 NP-40).
Garbitu ondoren, bolatxoen % 70 RNA erauzteko tanpoi batean eskegi zen eta %
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30 WBrako erabili zen. SOCS1 eta HPRT kontrol positibo eta negatibo gisa erabili

ziren hurrenez hurren.

3.2.14. Mugikortasun Elektroforetikoko Aldakuntza
esperimentuak

Lisatu nuklearrak bektore huts batekin edo XPO7*T forma gainadieraziz
transfektatutako HCT116 zeluletatik prestatu ziren, izotzetan C1 lisi tanpoiarekin 15
minutuz inkubatuz eta 15 minutuz 700 g-tan zentrifugatuz nukleoak bilduaz.
Nukleoak mugikortasun elektroforetikoaren aldakuntza esperimentu (ingelesez
electrophoretic mobility shift assay edo EMSA) lisi tanpoiarekin (50 mM KCI, 25 nM
HEPES, 125 uM DTT eta % 0,5 NP-40) erauzi ziren. Mugikortasun
elektroforetikoaren aldakuntza esperimentuak egiteko 40 pug erauzkin nuklear 50 pl
erreakzio-bolumen EMSA lotze-tanpoiarekin (50 uyg BSA, 20 mM Tris, 50 mM KCl,
0,05 % NP-40, % 5 glizerola, 10 mM-tan b-merkaptoetanol,1 mM EDTA eta 0,1 M
DTT) eta LASAGNA TFBS web zerbitzarian (Lee & Huang, 2013) deskribatzen den
IL8 promotorearen NF-kB kontsensu-sekuentzia duten fluoreszentziaz markatutako
60 nM oligorekin inkubatu ziren 30 minutuz giro-tenperaturan. Lehiaketa
saiakuntzarako, etiketatu gabeko oligoetatik 10x gehitu zitzaion erreakzioari.
Ondoren, laginak % 1eko agarosa gel batean kargatu ziren eta 60 V-tan migratu

ziren 2 orduz.

3.2.15. Analisi Estatistikoak
Datuak gutxienez hiru erreplika biologikoren batez besteko eta errore estandar gisa
adierazten dira. Batez besteko konparaketak Student t-testaren, Mann Whitney
testaren edo ANOVA testaren bidez egin ziren. Korrelazio-analisiak Pearson-en
korrelazioa erabiliz egin ziren. Estatistikoki esangarritasun maila p<0,1ean ezarri

zen.
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4.1. mCA METILAZIO HONDAR-ESPEZIFIKOEN
KUANTIFIKAZIOA RT-qPCR METODO BERRI BATEN
BIDEZ

Lehen aipatu bezala, m®A metilazioa kuantifikatzeko dauden metodoak neketsuak
dira edota errendimendu handiko sekuentziazioa eskatzen dute, laborategi
guztientzat eskuragarri ez dena. lldo honetan, gure taldeak metodo berri bat
deskribatu du, non m®A gune-espezifikoen kuantifikazioa lortzen den Bstl entzimak
RNA metilatuak erretrotranskribatzeko duen gaitasun murriztua aprobetxatuz.
Erretrotranskripzioaren ondoren PCR kuantitatibo (QPCR) bat erabiltzen dugu
kuantifikazio zehatz bat lortzeko (A. Castellanos-Rubio et al., 2019; Olazagoitia-
Garmendia & Castellanos-Rubio, 2021).

Metodo hau RNAn agertzen diren m®A metilazio-guneak kuantifikatzeko gai dela
frogatu dugu zelula-lerroetan (16. irudia), baita giza laginetan ere (18.B irudia). Gure
m8A-RT-gPCR metodoa erabiliz, TUG? balio positiboak (0,5 baino gehiago) zein
HPRT balio negatiboak (0,5 azpitik) baieztatu ditugu hainbat zelula-lerrotan.
Gainera, aurretik beste teknika batzuen bidez identifikatutako hainbat geneen
metilazioa baieztatu ahal izan dugu (16.A-C irudia), gene batzuetan aldaketa honen
zelula-mota espezifikotasuna erakutsiz. Gainera, HEK293FT zeluletako RNA
erabiliz, immunoprezipitazio esperimentuetan erabilitako materiala zelako, gure
emaitzak eskualde bereko Met-DB v2.0 datu-basean eskuragarri dauden aurrez
argitaratutako m®A immunoprezipitazio datuekin alderatu ditugu (H. Liu et al., 2018).
m8A-RT-gPCR metodo erlatiboarekin aztertutako hamar gene-eskualdeetatik zortzi,
bat datoz metilazio-egoerari dagokionez (metilatua edo ez-metilatua) datu-basean
daudenekin alderatuta (16.D irudia), metodo honen eraginkortasun handia

baieztatuz.
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16. Irudia. A) HCT15, B) HCT116 eta C) HEK293FT zelula-lerroetan m°fA-RT-qPCR erabiliz
m8A RNA metilazio hondar-espezifikoaren kuantifikazio erlatiboa. n=3-4, balioak batez
bestekoak + SEM dira (**p<0,01, ***p<0,001 Student t-testaren arabera, HPRT kontrol
negatiboarekiko). D) Met-DB v2.0 datu baseko m°A IP datuen eta m®A-RT-gPCR metodoaren
arteko konparaketa gene desberdinetan HEK293FT zelula-lerroa erabiliz. Lodiz idatzitako
geneetan emaitzak bat datoz bi metodoak erabiliz. Koadro grisek emaitza negatiboak (ez-
metilatuak) adierazten dituzte eta koadro beltzek positiboak (metilatuak). n=4, balioak batez
bestekoa + SEM dira (*p<0,05 Student t-testaren arabera, HPRT kontrol negatiboarekiko).

Izan ere, gure metodoa m®A metilazio maila kuantitatiboki neurtzeko erabilgarria
dela ere baieztatu dugu. In vitro transkribatutako (IVT) TUG7 RNA HCT15 zelula
lerroaren lisatuarekin nahastean, mfA dot blot bidez ikusi genuen laginean metilatu
gabeko IVT TUG1 kopurua handitzeak m®A metilazioa orokorrean gutxitzea eragiten
zuela (17.A). Baldintza horien arteko aldea kuantifikatu ahal izan genuen gure m°A-
RT-gPCR metodoa erabiliz, eta m8A metilazio mailaren aldaketei buruzko informazio
kuantitatibo zehatza emateko gai dela erakutsi genuen (17.B irudia).
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17. Irudia A) mPA kuantifikazio orokorra m°A Dot blot bidez RNA basalean (0) eta in vitro
transkribatutako RNA ez-metilatuaren kopia gero eta gehiagorekin nahastutako RNAn. B)
TUG1en mPA motiboaren kuantifikazio erlatiboa RNA basalean (0) eta in vitro transkribatutako
RNA ez-metilatuaren kopia gero eta handiagoarekin (1500, 150000 eta 1500000) nahastutako
RNAnN. n=3, balioak batez bestekoa + SEM dira (*p<0,05 Student t-testaren arabera 1500000

kopiadun baldintzarekiko).

Metodo hau estimuluen aurrean edo gaixotasunaren fase desberdinetan mfA
aldaketak kuantifikatzeko ere erabilgarria dela frogatu dugu (18. A, B irudia).
Zikloleuzinarekin (m®A metilazioa ezabatzen duen konposatu kimiko bat) tratatutako
HCT15 zelulek m®A metilazio maila orokorra murriztua erakutsi zuten m8A dot blot
bidez (18. irudia. Ezkerrean). Horrez gain, gure mfA-RT-gPCR metodoa erabiliz,
TUG7en m®Aren murrizketa kuantitatiboa ere ebaluatu ahal izan genuen (18. Irudia.

A eskuinean).

Nabarmentzekoa, m®A metilazio-aldaketak kontrol osasuntsuen eta eritasun zeliako
aktibodun gaixoen (EZ) giza hesteetako biopsietan ere kuantifikatzeko gai garela
m8A-RT-gPCR metodoa erabiliz (18.B irudia). Horrela, EZ gaixoen eta zeliako ez
diren kontrolen arteko RNA metilazio mailen desberdintasunak detektatu ahal izan

genituen (18.B).
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18. Irudia A) HCT15 zelulak 100 mM zikloleuzinarekin tratatu ziren RNA jaso baino 3 ordu
lehenago eta mPA kuantifikazioa RNA totalean ebaluatu zen. mPA dot blot adierazgarria RNA
basalean eta 100 mMko zikloleuzina tratamenduarekin (ezkerrean). Tratatu gabeko (-) eta 100
mM zikloleuzina tratatutako zeluletatik erauzitako RNAn TUG 7en aukeratutako motiboetan m°A
mailen kuantifikazio erlatiboa. HPRT kontrol negatibo gisa erabili zen. n=4, balioak batez
bestekoak + SEM dira (*p<0,05 Student t-testaren arabera) (eskuinean). B) TUGT kontrol
positiboaren eta HPRT kontrol negatiboaren mPA kuantifikazio erlatiboa gaixo zeliakoen
hesteetako biopsietan (n=8) eta kontroletan (n=6), balioak batez bestekoak + SEM dira (*p<0,05,
**p<0,01 Student t-testaren arabera).

Horrela, gure emaitzek frogatzen dute garatu berri den mfA-RT-gPCR metodoa
metodo merke eta erraza dela m®A metilazio guneak, baita m8A mailen aldaketak
ere, kuantifikatzeko giza ehunetako edo zelula-kulturetako RNA laginetan. Hori dela
eta, teknika berri bat aurkeztu dugu RNA aldaketa honek hainbat gaixotasunetan

duen eragina argitzen lagun dezakeena.
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4.2. mSA RNA METILAZIOA EZ-N
m®A metilazioak hainbat gaixotasunen garapenean parte hartzen duela kontuan
izanda, kontrol eta EZ indibiduoen heste meharreko biopsietan m®A maila orokorrak

kuantifikatzea izan dugu helburu.

Kontrolen (KTR), gaixo zeliako aktiboen (EZ) eta GGDn dauden gaixo zeliakoen
(GGD) hesteetako biopsietatik RNA erauzi eta m®A RNA metilazio orokorra neurtu
zen. EZ aktibo (diagnostikatu berri den) taldeko biopsiek metilazio maila handiagoa

erakutsi zuten kontrolekin alderatuta (19. A. irudia).

METTL3 m®A idazlearen eta YTHDF1 m®A irakurlearen adierazpen altuagoa ere
ikusi zen EZ aktiboko taldean kontrolekin alderatuta (19. B, C irudia).
Interesgarriagoa dena, glutena EZ gaixoen dietatik kentzean (GGD), m°A maila
orokorrak eta m®A makineria geneen adierazpena balio normaletara itzuli ziren (19.
A-C).

A. m6A ELISA

1.5 Kokk

1.0 "
N

0.51 _i_ 3 't
vovy

0.0

KTR EZ GGD

m6A kuantifikazio erl

T T
KTR EZ GGD

B C.
METTL3 YTHDF1
5 6
© k% ©
.-g il -g k%
E 4+ u ® — X
= n = —
o o 4
g 34 L] c
& - &
S 2 : 8 1
2 * 9 2-
NI - i
< ' == el e < : L=l
E o 3 o 1 ! LIV YVSVIN E :‘f?.’:' =E=. 1%:—:
o ot T o T T T
KTR EZ GGD KTR EZ GGD

19. Irudia A) m®A kuantifikazioa orokorra mPA dot blot bidez (ezkerrean) eta mPA Elisa kit

komertzial baten bidez (eskuinean), n=15-17. (*p<0,05, ***p<0,001 ANOVA probaren arabera).
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B) METTL3 eta C) YTHDF1en adierazpena RT-qPCR bidez neurtuta pertsona heldu eta haurren
biopsietatik ateratako RNAn, n=6-16. (*p<0,05, **p<0,01, ANOVA probaren arabera).

Emaitza hauek baieztatzen dute m®A metilazioa EZ gaixoetan aldatua dagoela.
Glutenaren esposizioak mMPA makineriaren adierazpena areagotu dezakeela
iradokitzen dute ere, EZ pazienteetan glutena irenstean ikusitako erantzun akutuan
bidezidor honek izan dezaken inplikazioa adieraziz. Horrela, EZren garapenean
funtsezko eginkizuna izan dezakeen aurretik deskribatu gabeko bide bat aurkitu

dugu.

4.3. XPO1 HAUTAGAIA: KARAKTERIZAZIO FUNTZIONALA EZ-
KO HANTURA-INGURUNEAN

EZ pazienteetan mPA metilazioa aldatzen dela kontuan hartuta, galdetu genuen
EZrekin lotutako SNP ez kodetzaileek mfA aldaketan eragiten ote duten, eta
ondorioz, EZ garatzeko joeran lagun dezaketen. Hemen EZri lotutako
Immunochipeko rs3087898 SNParen azterketa funtzionala aurkezten dugu, XPO1
proteina kodetzaile genearen 5'UTRn dagoena (20.A. Irudia). Vienna Package
online tresnak (Hofacker, 2003) SNParen genotipoan oinarrituta 5'UTRren egitura
sekundarioan aldaketa iragartzen du (20.B Irudia), 3 m8A motibo (GGACT) SNPetik
gertu kokatuta egonik. Horrek adierazten du SNParen genotipoak eta m°A
metilazioak XPO1 genearen funtzionamenduan eragina izan dezaketela, eta beraz,
EZ garatzeko arriskua eragin dezaketela.
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20. Irudia A) rs3087898 SNParen kokapen kromosomikoa XPO7en 5’UTRan GRCH38ren
arabera. B) Giza XPO71en 5'UTR forma bakoitzaren bigarren mailako egitura Vienako paketeak
aurreikusitakoaren arabera. rs307898 SNPa (gezi berdeak) eta m°®A metilazio posibledun

adeninak (gezi gorriak) nabarmentzen dira.

4.3.1. rs3087898 genotipoaren eragina EZ pazienteetan
Gure kohortean rs3087898 SNParen inplikazioa balioztatzeko, gaixo zeliakoen eta

zeliako ez diren kontrolen heste meharreko biopsiak erabili ziren.

Giza laginen genotipaketak erakutsi zuen XPO7en adierazpen mailak SNParen
genotipoaren arabera nabarmen aldatzen ez badira ere (21.A irudia), arrisku aleloa
duten pertsonen biopsiek (rs3087898 CT eta TT genotipoak) XPO1 proteinaren
kantitate handiagoak aurkezten dituztela (21. B irudia). Emaitza honek erakusten du
EZrekin lotutako SNParen genotipoak XPO1en proteina mailan eragiten duela
(protein Quantitative Trait Loci, pQTL), eta horrek gaixotasuna garatzeko joera
areagotu dezakela (Alelo txikiaren maiztasunakontrolak0.41/ Alelo txikiaren
maiztasunagz0.44) (Dubois et al., 2010).
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21. Irudia A) XPO71 mailen lokusaren ezaugarri kuantitatiboa adierazpenean (ingelesez
expression quantitative trait loci edo eQTL) babes-genotipoa (CC) eta arrisku aleloa (CT+TT)
duten pertsonen artean alderatuta, n=7-25. Balioak bataz bestekoak + S.E.M. dira (ns: ez-
esanguratsua, Mann Whitney probaren arabera). B) XPO1 proteina-mailen lokusaren ezaugarri
kuantitatiboa proteina adierazpenean (pQTL) babes-genotipoa (CC) eta arrisku aleloa (CT+TT)
duten pertsonen artean alderatuta, n=7-25. Balioak batez bestekoa + SEM dira (*p<0,05 Mann

Whitney probaren arabera).

4.3.2. RNA metilazioa eta XPO1 mailak EZ pazienteetan
m®A maila orokorrak eta mfA makineriaren adierazpena EZ gaixoetan aldatzen
direla ikusita eta gaixotasunarekin lotutako SNPetik gertu 3 m°A motibo daudela

ikusita, XPO7en RNA metilazio mailak aztertu nahi izan genituen.

MeT-DB V2.0 mPA datu-baseak (H. Liu et al., 2018) mBA gailurrak agerian utzi zituen
giza XPO17en 5'UTRan (22.A irudia), SNPetik gertu dauden motiboak metilatu
daitezkeela iradokiz. XPO7en 5'UTRn dagoen mfA metilazioa mSA RNA
immunoprezipitazioaren (meRIP) eta ondorengo RT-qPCRren bidez aztertu zen,
giza hesteetako biopsien frakzio immuneetan (CD45+) eta epitelialetan (CD326+).
Giza duodenoko biopsietan soilik zati epitelialetako RNA agertu zen metilatua, eta
agerian utzi zuen m®A metilazioak XPO7en funtzionamenduan bereziki epitelio-

zeluletan eragin zezakeela (22.B irudia).

Kontrolen (KTR), gaixotasun zeliako aktibodun pazienteen (EZ) eta glutenik gabeko
dietan dauden pazienteen (GGD) biopsietan XPO71 mRNA eta proteina kopuruak
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kuantifikatu ziren ondoren (22. C, D irudia). EZ aktiboko taldean XPO7en adierazpen
handiagoa ikusi zen kontrolekin alderatuta, eta maila horiek balio normaletara itzuli

ziren pazienteak glutenik gabeko dieta jarraitzen zutenean.

Emaitzek adierazten dute, aurretik m8A, METTL3 eta YTHDF1n ikusi bezala,
XPO1en indukzioa, neurri batean behintzat, glutenaren menpekoa izan daitekeela.
Gainera, XPO17en 5'UTRaren metilazioa zelula epitelialetan gertatzen da batez ere,
eta horrek iradokitzen du mekanismo honek EZ gaixoen XPO1 mailan duen eragina

zelula-espezifikoa izan litekela.

A. B. XPO1 m6A mailak biopsia frakzioetan
Giza XPO1 genea 10- "
I . e CD45
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22, Irudia A) Metdb v2 datu-basetik berreskuratutako giza XPO1 genean agertzen diren m°A
seinaleak. Gailur urdinak meRIP-seq irakurketei dagozkie, koadro horiak eta berdeak exoiak eta
UTRak dira hurrenez hurren. EZrekin lotutako rs3087898 SNParen kokapena markatuta dago.
B) m®A RNA immunoprezipitazioa (meRIP) eta ondorengo RT-qPCRa giza hesteetako biopsien
frakzio immuneetan (CD45+) eta epitelialetan (CD326+). n=18 pertsonako multzoa. (**p<0,01
ANOVA probaren arabera. IgG kontrolarekiko aberastea #p<0,05, ns: ez-esanguratsua ANOVA
probaren arabera). C) RT-gPCR bidez neurtutako XPO7en adierazpena pertsona helduetatik
eta haurrengandik erauzitako RNAn, n=6-16. (*p<0,05, ***p<0,001 ANOVA probaren arabera).
D) Talde bakoitzeko 5-10 laginen XPO1en immunoblot adierazgarria (ezkerrean) eta
immunoblotaren laburpen kuantitatiboa (eskuinean) KTR, EZ eta GGD biopsia pediatrikoetan

zein helduetan, n=14-16. (*p<0,05, ns: ez-esanguratsua ANOVA probaren arabera).
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Gure emaitzek erakutsi dute SNParen genotipoak XPO1 proteina mailan eragiten
duela eta XPO1 areagotu egiten dela EZ gaixoetan. Giza hesteetako RNA laginetan
XPO1en 5'UTRa metilatua dagoela egiaztatu dugu, zehatzago esanda, zelula
epitelialen frakzioetan. Emaitza hauek kontuan hartuta, in vitro eta in vivo azterketa
gehiago egin ziren rs3087898 SNPak eta m®A metilazioak XPO7 mailan duten parte-
hartzea funtzionalki aztertzeko eta ondorengo hanturan duten eragina

deskribatzeko.

4.3.3. rs3087898 SNPa eta m®A RNA metilazioaren karakterizazio
funtzionala XPO17en

4.3.3.1. rs3087898 SNPa eta mSA mailen eragina XPO1en in vitro

4.3.3.1.1. HCT116 heste zelula-lerroa
XPO1en 5'UTRa giza frakzio epitelialetan soilik metilatzen dela ikusi genuenez,
ikerketa honetarako in vitro eredu egokiena HCT116 heste zelula-lerroa zela erabaki
genuen, rs3087898 SNPerako heterozigotoa dena.

Sarean eskuragarri dauden HCT116 zelulen mPA nukleotido bakarreko
erresoluzioko gurutzatze eta immunoprezipitatze (ingelesez mSA individual-
nucleotide-resolution crosslinking and immunoprecipitation edo miCLIP) datuak
erabiliz (Van Tran et al., 2019), 5'UTRko hiru m®A kontsentsu-motiboak (20.B irudia)
benetan metilatuta daudela baieztatu dugu (23.A. irudia). HCT116n XPO7en
5'UTRaren m°A metilazioa baieztatzeko m®A RNA immunoprezipitazioa (meRIP) eta
ondorengo RT-gqPCR teknika erabili zen hesteetako zelula-lerro honetan (23.B
irudia). Gainera, aurretik deskribatutako méA-RT-qPCR metodoa ere erabili zen hiru
motiboak metilatuta daudela egiaztatzeko (23.C irudia). Horrez gain, HCT116 zelula-
lerroaren EZrekin lotutako SNPerako heterozigosia aprobetxatuz, EZ arrisku aleloa
duen mRNA transkritoa (XPO1*T) bere forma babesgarri alternatiboa (XPO7*C)
baino metilatuagoa dagoela aurkitu dugu (23.D irudia).
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23. Irudia A) HCT116 =zeluletako (rs3087898rako heterozigotoa) miCLIP irakurketen
(laranja) eta mutazioen (urdina) irudikapen kuantitatiboa XPO7en 5’'UTRan. Karratu grisek
GGACT motiboak adierazten dituzte, puntu gorriak A metilatuak dira eta triangelu eta barra
berdeak asoziaturiko SNPari dagozkie. B) HCT116 heste zelula-lerroan m®A RNA
immunoprezipitazioa (meRIP) eta RT-gPCR bidez kuantifikazioa XPO7en 5'UTRan eta
kontrol positibo eta negatiboetan, n=5. (****p<0,0001; ns: ez-esanguratsua ANOVA
probaren arabera. IgG kontrolarekiko aberastea #p<0,05, ###p<0,001, ##HH#p<0,0001
ANOVA probaren arabera). C) XPO7en 5'UTRko 3 m°A motiboak eta kontrol positibo eta
negatiboak m®A-RT-qPCR bidez heste-zeluletan kuantifikatuak, n=4. Esangarritasuna
kontrol negatiboarekiko kalkulatu da. (*p<0,05,"*p<0,01 ANOVA probaren arabera). D)
HCT116 zeluletan XPO7en 5'UTRan mPA maila alelo-espezifikoak meRIP-qPCR bidez
ebaluatutakoaren arabera, n=4. (**p<0,01 ANOVA probaren arabera. IgG kontrolarekiko
aberastea #p<0,05, #H##p<0,0001 ANOVA probaren arabera).
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4.3.3.1.2. XPO1en 5’UTRko metilazioa eta RNA metabolismoa
Jakina da m®A metilazioak RNAren prozesu metaboliko ezberdinetan parte hartzen
duela, beraz, metilazio diferentzial honek XPO7en mRNAnN dituen ondorioak argitu

nahi izan ditugu.

Ez dugu desberdintasunik ikusi mMRNA zelularen lokalizazioan (24.A) edo mRNA
egonkortasunean (24.B) babes (XPO1*C) eta arrisku (XPO1*T) formak alderatzean.
Hala ere, itzulpen-eraginkortasunaren analisiak, XPO7en 5'UTRa duen luziferasa
plasmidoa erabiliz, luziferasa jarduera handiagoa erakutsi zuen T aleloaren
presentzian (24.C irudia), SNP honek itzulpen-prozesuan duen inplikazioa iradokiz.
5'UTR forma bakoitza XPO7 sekuentzia kodetzailearen aurretik klonatutako
konstruktuekin emaitza hauek baieztatu ziren, non arrisku alelo formak XPO1
proteina-ekoizpen handiagoa erakutsi zuen (24.D, E).

A. B. C.
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24. Irudia A) XPO71en mRNA bien, XPO1*C (C) eta XPO1*T (T), eta POren (kontrol
zitoplasmatikoa) eta MALAT7en (kontrol nuklearra) lokalizazio zelularra, n=4. (ns: ez-
esanguratsua ANOVA probaren arabera). B) Bi XPO7 mRNAen egonkortasuna, XPO1*C (C)
eta XPO1*T (T), aktinomizina Drekin tratatutako zeluletan 3 ordu eta 6 orduz, n=3. (ns: ez-
esanguratsua ANOVA probaren arabera). C) XPO17en 5'UTRaren alelo bakoitzaren itzulpen-
eraginkortasuna luziferasa test bidez ebaluatua, n=6. (****p<0,0001 Student t-testaren arabera).

ltzulpen-eraginkortasuna XPO7en 5'UTRaren bi formak cDNAren aurretik klonatutako
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plasmidoen transfekzioaren bidez ebaluatua, D) immunoblot adierazgarria eta E) XPO1 mailen
laburpen datu kuantitatiboak, n=4. (*p<0,05 Student t-testaren arabera). Balio guztiak batez
bestekoa + SEM dira.

4.3.3.1.3. METTL3 eta YTHDF1 bidezko XPO17en erregulazioa
Giza zeluletan YTHDF1ek eragindako itzulpenaren gainadierazpena baieztatzen
duen mPA-QTL ikerketa bat kontuan hartuta (Zijie Zhang et al., 2020), XPO17en
itzulpena alelo-espezifikoa dela eta arrisku aleloak metilazio handiagoa erakusten
duela ikusita, YTHDF1 m®A proteina irakurleak alelo bakoitzari modu ezberdinean
lotu eta haien itzulpenean eragin dezakelaren hipotesia planteatu dugu (X. Wang et
al., 2015).

METTL3 eta YTHDF1 proteinek XPO7en 5'UTRarekin modu alelo-espezifiko batean
elkarreragiten duten ala ez argitzeko, RNA immunoprezipitazio (RIP) saiakuntzak
egin ditugu eta immunoprezipitatutako XPO71 mRNA alelo-espezifiko kopurua
kuantifikatu ditugu (25. irudia). METTL3k aleloekiko lehentasunezko loturarik
erakutsi ez zuen arren (F25.A), YTHDF1 arrisku alelora (XPO17*T) gehiago lotzen
dela ikusi zen (F25.B), alelo honentzat ikusitako itzulpen-eraginkortasun

handiagoarekin bat etorriz.

A. XPO1 < B. XPO1
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25. Irudia A) XPO1en METTL3 immunoprezipitazio (IP) alelo-espezifikoa eta ondoren RT-qPCR
bidez kuantifikatua, n=3. (ns: ez-esanguratsua ANOVA probaren arabera. IgG kontrolarekiko
aberastea #p<0,05 ANOVA probaren arabera). IP esperimentuaren immunoblot adierazgarria
HSP90 IParen kontrol negatibo gisa (eskuinean). B) XPO7en YTHDF1 immunoprezipitazio (IP)
alelo-espezifikoa eta ondoren RT-qPCR bidez kuantifikatua, n=4. (*p<0,05 ANOVA probaren
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arabera. IgG kontrolarekiko aberastea ##p<0,01, ###p<0,0001 ANOVA probaren arabera). IP

esperimentuaren immunoblot adierazgarria HSP90 |Paren kontrol negatibo gisa (eskuinean).

m®A makineriak XPO1 proteina mailetan duen inplikazioa sakonago aztertzeko,
METTL3 eta YTHDF1 KD HCT116 zelula-lerro egonkorrak sortu genituen (26.
Irudia). METTLS3 isilaraztean m®A mailen jaitsiera orokorra (F26.A) eta METTL3 eta
YTHDF1en mRNA (F26.B) eta proteina (F26.C) mailen % 70 baino gehiagoko

murrizketa lortu genuen.
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26. Irudia A) METTL3 eta YTHDF1 isilarazitako zeluletan RNAren metilazio orokorra m®A dot
blot bidez neurtua (ezkerrean) eta mPA Elisa kit komertzial baten bidez kuantifikatuta
(eskuinean), n=3. (+p<0,1; ns: ez-esanguratsua Student t-testaren arabera). B) METTL3 eta
YTHDF1 RNA adierazpen erlatiboa RT-qPCR bidez neurtutako zelula isilarazietan, n=4.
(***p<0,001, ****p<0,0001 Student t-testaren arabera). C) METTL3 eta YTHDF1 immunoblot
adierazgarria (ezkerrean) eta laburpen kuantitatiboa (eskuinean), n=4. (***p<0,001 Student t-

testaren arabera).

KD zelula hauek aprobetxatuz, m®A deserregulazioaren ondoriozko XPO7en
adierazpen aldaketak aztertu ditugu. METTL3 KD bidezko m®A maila orokorraren
murrizketak XPO71en 5'UTRaren metilazioa gutxiagotzea eragin zuen (27.A. irudia).
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Ondorioz, baldintza honetan XPO71 mRNA eta proteina kopuru txikiagoak ikusi ziren
(27.B, C irudia). XPO1 mRNA eta proteina mailak ere jaitsi ziren YTHDF1
isilaraztean (27.B, C irudiak), nahiz eta m®A maila orokorrak ez ziren aldatu zelula
horietan (26.A eta 27.A irudiak).
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27. Irudia A) XPO7en 5'UTRren m°A RNA immunoprezipitazioa (meRIP) eta ondorengo RT-
gPCR (*p<0,05; ns: ez-esanguratsua ANOVA probaren arabera. IgG kontrolarekiko aberastea
+p<0,1, #). p<0,05, ##p<0,01 ANOVA probaren arabera). B) METTL3 eta YTHDF1 isilarazitako
zeluletan XPO7en RNA adierazpen erlatiboa RT-gPCR bidez neurtuta (*p<0,05, ****p<0,0001
Student t-testaren arabera). C) XPO1 immunoblot adierazgarria (ezkerrean) eta laburpen

kuantitatiboa (eskuinean), n=4. (*p<0,05 Student t-testaren arabera).

Emaitza hauek erakusten dute 5'UTRaren metilazioa beharrezkoa dela XPO7en
transkripzio mailak eta itzulpen egokia mantentzeko, eta iradokitzen dute XPO7en
itzulpena YTHDF1 proteina irakurleak 5'UTRa metilatuta duen mRNA ezagutzearen

bitartez gertatzen dela.
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4.3.3.2. mPA mailen eragina XPO1en in vivo

4.3.3.21. Yhdf1en eragina Xpo7en in vivo
Lehenik eta behin C26 saguen hesteetako zelula-lerroa erabiliz, Xpo7en 5'UTRa

saguetan ere metilatua dagoela baieztatu genuen (28.A. Irudia).

XPO1en itzulpenean m®A eta YTHDF1en parte-hartzea berresteko, Ythdf1 knock
out sagu eredua aztertu dugu. Sagu kontrolen (WT) eta Ythdf1 KO saguen
duodenotik isolatutako heste-zelulak gure aurreko emaitzak in vivo baieztatzeko
erabili ziren (28. B, C irudiak).
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28. Irudia A) C26 saguaren heste-zeluletan m°®A immunoprezipitazioa (meRIP) eta RT-gPCR
bidez kuantifikatutako XPO71 5'UTRa eta m°®A kontrol positibo eta negatiboak, n=3. (ns: ez-
esanguratsua ANOVA probaren arabera. IgG kontrolarekiko aberastea ###p<0,001 ANOVA
probaren arabera). B) RT-gPCR bidez neurtutako Ythdffen adierazpen erlatiboa WT (+/-) eta
Ythdf1 KO saguetan (DF1 KO), n=7. (***p<0,001 Mann Whitney testaren arabera). C) YTHDF1
immunoblot adierazgarria (ezkerrean) eta laburpen datu kuantitatiboak (eskuinean), n=7.
(**p<0,01, Mann Whitney testaren arabera). D) RT-qPCR bidez neurtutako Xpo7en adierazpen
erlatiboa WT (+/-) eta Ythdflt KO saguetan (DF1 KO), n=7. (**p<0,01, ***p<0,001, ns: ez-

esanguratsua Mann Whitney testaren arabera). E) XPO1 immunoblot adierazgarria (ezkerrean)
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eta laburpen datu kuantitatiboak (eskuinean), n=7. (*p<0,05, Mann Whitney testaren arabera).

Balio guztiak batez bestekoa + SEM dira.

Hala, WT eta Ythdf1 KO saguen duodenoko hesteetako epitelio-zeluletan egindako
Xpo1 mailen kuantifikazioak in vivo baieztatu zuen YTHDF1en inplikazioa XPO1
proteina kopuruaren erregulazioan. lzan ere, mRNA mailan desberdintasun
esanguratsurik ikusi ez bazen ere (28.D irudia), Ythdf1 KO saguen duodenotik
isolatutako epitelio-zelulek XPO1 proteina kantitate nabarmen txikiagoak erakutsi
zituzten WT kideek baino (28.E irudia).

Ondorioz, in vivo emaitzek baieztatu zuten YTHDF1 irakurlea XPO7en 5'UTR

metilatuari lotzen zaiola bere itzulpena errazteko.

4.3.3.3. XPOf1en rola EZrekin lotutako hanturan
Orain arte frogatu dugu EZri lotutako SNPak XPO1 proteina mailan eragiten duela
arrisku aleloaren metilazio maila desberdinaren bidez. Baina are gehiago aztertu
nahi izan dugu asoziazio honek EZ garatzeko arriskuan duen eragina. XPO1
inhibitzaileekin saiakera asko egin dira minbiziaren aurkako sendagai gisa NF-kB-
ren jarduera gutxitzeko duten gaitasunagatik (M, 2016) eta NF-kB EZ gaixoetan
gainadierazita dagoela jakina da (Fernandez-jimenez et al., 2014; Maiuri et al.,
2003). Horrela, giza heste-zeluletan XPO7*T forman m®A maila altuagoak eta XPO1
proteinaren ondorengo indukzioak NF-kB-ri eta ur-beherako hantura-bideari

eragiten dioten ala ez aztertu nahi izan dugu.

Goian azaldu bezala, arrisku alelo forman (XPO1*T) dauden m®A maila altuek XPO1
proteina kopuru handiagoak eragiten dituzte (24.E. irudia). Gure hipotesiarekin bat
etorriz, XPO1*T forma gainadierazitako zelulek NF-kB p50 azpiunitatearen indukzio
eta aktibazio nabarmen handiagoak erakutsi zituzten (F29.A-C).
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29. Irudia A) XPO1 eta p50 immunoblot adierazgarria (ezkerrean) eta laburpen kuantitatiboa
(eskuinean) XPO1 gainadierazitako zeluletan, n=3. (*p<0,05, ***p<0,001 ANOVA probaren
arabera). B) XPO1ekiko p50 mailen laburpen datu kuantitatiboak. (*p<0.05. Student-en t-
testaren arabera). C) Lokalizazio nuklearraren bidez ebaluatutako p50en aktibazioa XPO1
gainadierazitako zeluletan, HSP90 kontrol zitoplasmiko gisa erabili zen eta H3 kontrol nuklear

gisa.

NF-kB aktibatzeak gene ituen promotoreekin lotura handiagotzea dakar haien
transkripzioa eragiteko. IL8 kimiokina hautagai ona zen, lehenago glutenaren
aurrean erantzuten duen zitokina gisa identifikatu baitzen (Tye-Din et al., 2017) eta
XPO1ek arautzen duen NF-kB-ren gene itu bat delako (Roebuck, 1999).

Lehenago analizatutako geneekin gertatu moduan, /L8ren adierazpena EZ aktiboko
pazienteetan areagotua dagoela eta glutena dietatik kendu ondoren murriztu egiten
dela ikusi genuen (30.A. irudia). Ondoren, /L8ren adierazpena kuantifikatu zen
kontrolen eta gaixo zeliako aktiboen biopsia osoetan, baita frakzio immune (CD45+)
eta epitelialetan (CD326+), epitelio-zelulek bidezidor honetan duten inplikazioa
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baieztatzeko. Ikusi genuen zelula immuneak /L8ren ekoizle nagusiak direla dirudien
arren, kontrolen eta EZ aktiboko gizabanakoen artean ikusitako aldeak frakzio

epitelialetik datozela batez ere (30.B. irudia).

A. IL8 B. . . .
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@ 15— * . 10- ns
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30. Irudia A) RT-gPCR bidez neurtutako /L8ren adierazpena pertsona heldu eta haurren
biopsietatik ateratako RNAn, n=6-16. (+p<0,1; *p<0,05 ANOVA probaren arabera). B) /L8ren
adierazpena aurreko RNAseq ikerketa batetik aterata (Fernandez-Jimenez et al., 2019) biopsia
osoetan, CD45+ zelula immune-frakzioetan eta CD326+ zelula epitelial-frakzioetan KTR eta EZ

laginetan, n=4-12. (*p<0,05, ns: ez-esanguratsua ANOVA probaren arabera).

XPO1ek IL8ren indukzioan duen inplikazioa gehiago aztertzeko, EMSA
esperimentuak egin ziren HCT116 zeluletan. XPO1 gainadierazita duten zelulen
frakzio nuklearrek /L8 promotoreko NF-kB kontsensu-sekuentziarekin proteina
lotura handiagoa dutela erakutsi genuen (31.A. irudia). Gainera, p50 proteinaren
aktibazioan gertatu zen bezala, XPO71 gainadierazten duten =zeluletan IL8
adierazpena handiagoa dela ikusi dugu (31.B irudia), eta berriro ere, indukzio hori
nabariagoa dela XPO17*T formaren aurrean (31. C). XPO1 bidezko /L8 igoera hau
NF-kB-ren menpekoa dela ere baieztatu dugu, BAY 11-7082 (NF-kB inhibitzaile bat)
tratamenduak XPO1 bidezko /L8ren indukzioari aurre egin baitio (31. B, D).
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31. Irudia A) Bektore huts batekin (pCMV6) edo XPO1 gainadierazpen plasmidoarekin
(ovXPO1) transfektatutako HCT116 zeluletatik ateratako frakzio nuklearrak aztertu ziren, 10X
markarik gabeko proba lehiakide gisa erabiliz. 2 esperimentu independenteren gel adierazgarri
bat erakusten da. B) XPO1 eta IL8ren RT-qPCR bidez neurtutako adierazpen erlatiboa bektore
huts batekin (BH) transfektatutako zeluletan, XPO1 forma biak (C eta T) edo XPO1
gainadierazten duten zelulak NF-kB BAY 11-7082 inhibitzailearekin (T+BAY) baldintzetan, n=3.
(***p<0,001, ****p<0,0001, ns: ez-esanguratsua ANOVA probaren arabera). C) /L8ren
adierazpena RT-gPCR bidez kuantifikatuta XPO1 forma biak gainadierazten dituzten zeluletan;
n=3. (+p<0,1, Student-en t-testaren arabera). D) ELISA bidez neurtutako IL8 jariatua bektore
huts batekin (BH) edo XPO1*T gainadierazten duten zelulen medioan NF-kB BAY 11-7082
inhibitzailearen presentzian (T+BAY) edo gabe (T), n=3. (+p<0,1, ns: ez-esanguratsua ANOVA

probaren arabera).

Emaitza hauek erakusten dute arrisku alelo forman (XPO7*T) XPO1 maila
handitzeak NF-kB bidezko hantura-erantzunaren indukzio handiagoa eragiten

duela, eta horrela EZ garatzeko suszeptibilitatea areagotzen duela.
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4.4. GLUTENAREN EKARPENA m°A METILAZIOARI ETA XPO1
BIDEZIDORRARI

4.4.1. Gluten estimulazioa: Giza biopsiak
EZ gaixoen dietatik glutena kentzeak m®A makineriari, XPO17 eta ur-beherako /L8
adierazpen mailari eragiten ziola zirudien, beraz, glutenak bide honetan duen
eginkizuna baieztatu nahi izan genuen. Horretarako, EZ aktiboko pazienteen
biopsiak bi zatitan moztu eta PTGrekin edo gabe inkubatu ziren 4 orduz (12. irudia).

METTL3, YTHDF1 eta XPO1 mRNA mailak areagotzen diren joera bat detektatu
genuen (32.A), baita XPO1 proteina maila igoera (32.B), PTGrekin tratatutako
biopsietan. PTGrekin tratatutako biopsia zatietan /L8ren gainadierazpena ere
baieztatu genuen (32.C irudia), prozesu honetan glutenak duen eginkizuna are

gehiago azpimarratuz.

Interesgarria da, hesteetako biopsietan YTHDF1en PTGk eragindako hazkundea
XPO1en igoerarekin nabarmen erlazionatua dagoela (32.D irudia), m®A irakurle
honek gure ehun-estimulazio ereduan ikusitako glutenaren menpeko XPO1

indukzioan duen garrantzia baieztatuz.
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32. Irudia A) Tratatu gabeko eta PTGrekin inkubatutako biopsietan RT-gPCR bidez neurtutako
XPO1, METTL3 eta YTHDF1en RNA adierazpena, n=15. Balioak bataz besteko indukzioak dira
+ S.E.M. (+p<0,1, ns: ez-esanguratsua Mann Whitney testaren arabera). B) Tratatu gabeko (TG)
eta gliadinarekin (PTG) 4 orduz inkubatutako biopsietan ELISA bidez neurtutako XPO1 proteina
mailak, n=13. (+p< 0,1 Mann Whitney probaren arabera). C) Tratatu gabeko (TG) eta PTGrekin
inkubatutako biopsietan RT-gPCR bidez neurtutako /L8 adierazpena. (**p<0,01 Mann Whitney
testaren arabera). Balio guztiak batez bestekoa + SEM dira. D) YTHDF1 eta XPO17en arteko
indukzioaren korrelazioa PTGrekin tratatutako biopsietan. Triangeluak XPO7 mRNAri dagozkio
eta puntuak XPO1 proteinaren indukzioari. n=9-15, (R eta p Pearsonen korrelazioaren bidez

kalkulatu ziren).

Glutenak m®fA makinarian eta XPO7en erregulazioan, baita ondoriozko hanturaren
indukzioarekin batera, izan dezakeen inplikazioa ikusi genuenez, gure hurrengo

helburua glutenak bide hori nola erregulatzen duen argitzea izan zen.
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4.4.2. Gluten estimulazioa: in vitro eredua

4.4.2.1. Glutena eta m°A metilazioa

Glutenak XPO1 mailan nola eragin zezakeen ulertu nahi genuen eta erregulazio hori
méA metilazioarekin nolabait araututa ote dagoen. mRNAen 5'UTRetako mfA
markak estres-estimuluen gainean itzulpenaren aktibazioan funtsezko faktoreak
direla deskribatu da (Coots et al., 2017). Gliadina estimulazioak (EZren ingurumen-
abiarazlea) m8A markak areagotzen dituen eta XPO7 mailaren igoeran ekarpenik
duen zehazteko, HCT116 hesteetako lerro-zelularra PTGrekin estimulatu genuen
(13. irudia).

Giza laginekin lortutako emaitzekin bat etorriz, m®A maila orokorren igoera ikusi
genuen (33. A irudia), METTL3, YTHDF1 eta XPO1 adierazpen handiagoarekin
batera (33. B irudia), baita proteina maila altuagoa ere (F33.C) HCT116 zelulak

PTGrekin estimulatu zirenean.
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33. Irudia A) Tratatu gabeko (TG) eta PTGrekin tratatutako zeluletan RNAren metilazio

kuantifikazio orokorra m®A dot blot adierazgarri baten bidez azalduta (goian eskuinaldean), n=4.

(*p<0,05 Student t-testaren arabera). B) Tratatu gabeko (TG) eta PTGrekin tratatutako zeluletan
XPO1, YTHDF1 eta METTL3ren RT-gPCR bidez neurtutako adierazpen erlatiboa, n=4.

99



EMAITZAK

(*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001, ns: ez-esanguratsua Student t-testaren arabera). C) Tratatu
gabeko (TG) eta PTGrekin tratatutako zeluletan XPO1, METTL3 eta YTHDF1 immunoblot
adierazgarria (ezkerrean) eta laburpen datu kuantitatiboak (eskuinean). n=4. (+p<0,1, *p<0,05,

**p<0,01, Student t-testaren arabera).

Espero zen bezala, PTG estimulazioaren ondoren XPO7en 5'UTRko m®A mailak
handiagoak zirela ere ikusi genuen (34. A. Irudia), honek gliadinak eragindako XPO1
proteina mailen igoera 5'UTRko m®Aren igoeraren bidez gertatzen dela iradokitzen
du. Ideia hau gehiago babestuz, YTHDF1 isilarazitako zeluletan PTG estimulazioak
egin zirenean XPO1 mailak ez ziren aldatu (34.B irudia).
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34. Irudia A) Tratatu gabeko (TG) eta PTGrekin tratatutako zeluletan meRIP-gPCR bidez
ebaluatutako XPO7en 5'UTRko mPA mailak, n=3. (***p<0,001 ANOVA probaren arabera. IgG
kontrolarekiko aberastea +p<0,1; ####p<0,0001 ANOVA probaren arabera). B) Tratatu gabeko
(TG), PTGrekin tratatu (PTG) eta PTGrekin tratatu eta YTHDF1 isilarazitako (PTG+siYTH)
zelulen XPO1 eta YTHDF1 immunoblot adierazgarria (ezkerrean) eta laburpen datu
kuantitatiboa (eskuinean), n=3. (+p<0,1, ns:ez-esanguratsua, Student t-testaren arabera).

Isilarazpenaren eraginkortasuna TG zelulekin alderatuta (#p<0,05, Student t-testaren arabera).

Batera hartuta, gure emaitzek erakusten dute gliadinak m8A makineria aktibatzen
duela, XPO7en 5'UTRan metilazio-mailak handituz eta YTHDF1en menpeko XPO1
proteina kopuruaren igoera eragiten duelarik.

4.4.2.2. Glutena eta m8A bidezko hantura

Jakina da gliadinak NF-kB aktibazioa eta zitokinen askapen handiagoa eragiten
duela giza zelula immuneetan (Jelinkova et al., 2004) eta hesteetako epitelio-
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zeluletan (Capozzi et al., 2013). Hala ere, zelula mota espezifikotasuna eta gliadinak
eragindako hanturaren azpian dauden mekanismoak ez dira guztiz ulertzen.
XPO1*T formak m8A maila handiagoak izateak NF-kB aktibatzen duela eta /L8ren
adierazpena handitzen duela frogatu dugu. Ondorioz, PTGren aurrean gertatzen
den m®A makineriaren aktibazioak eta ondorengo XPO7en hazkuntzak NF-kB eta
ur-beherako hantura-bideak aktibatzeko gai diren ala ez zehaztu nahi izan dugu giza

hesteetako zeluletan.

Hain zuzen ere, PTGrekin tratatutako zelulek, m®A makineria aktibatua eta XPO1
maila areagotuak aurkezten zituztenek (33. irudia), p50 kantitate handiagoak ere
erakutsi zituzten (35. irudia).
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35. Irudia. Tratatu gabeko (TG) eta PTGrekin tratatutako zeluletan XPO1 eta p50 immunoblot
adierazgarria (ezkerrean) eta laburpen datu kuantitatiboa (eskuinean), n=4. (*p<0,05, **p<0,01

Student t-testaren arabera).

p50ren PTG bidezko indukzioa mfAren menpekoa dela baieztatu genuen, PTG-
estimulazioak ez baitzuen NF-kB areagotu YTHDF1 isilarazitako zeluletan (F36.A).
Gainera, PTGrekin estimulatutako zelulak leptomizina B (LMB) XPOf7
inhibitzailearekin tratatu zirenean, p50en indukzioaren beherakada ikusi genuen,
PTGk eragindako hantura-ingurunea, neurri batean behintzat, XPO7en menpe

dagoela baieztatuz (F36. B).
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A. PTG YTHDF1 isilarazitako zeluletan
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36. Irudia A) Tratatu gabeko (TG), PTGrekin tratatu (PTG) eta PTGrekin tratatu eta YTHDF1
isilarazitako (PTG+siYTH) zeluletan YTHDF1, XPO1 eta p50 immunoblot adierazgarria
(ezkerrean) eta laburpen datu kuantitatiboa (eskuinean), n=3. (+p<0,1, ns: ez-esanguratsua
Student t-testaren arabera). Isilarazpenaren eraginkortasuna TG zelulekin alderatuta (#p<0,05,
Student t-testaren arabera). B) Tratatu gabeko (TG), PTGrekin tratatu (PTG) eta PTGrekin eta
leptomizina B XPO1 inhibitzailearekin (PTG+LMB) tratatutako zeluletan XPO1 eta p50
immunoblot adierazgarria (ezkerrean) eta laburpen datu kuantitatiboa (eskuinean), n= 3.

(+p<0,1, *p<0,05, ns: ez-esanguratsua ANOVA probaren arabera).

Gainera, berretsi dugu PTGk eragindako /L8ren gainadierazpena (37. A) XPO7en
menpekoa dela (37. B irudia), XPO7en inhibizioak IL8 mailak nabarmen murriztu
baitzituen.
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37. Irudia A) Jariatutako IL8 mailak eta B) /L8 adierazpena ELISA eta RT-qPCR bidez
kuantifikatuta tratatu gabeko (TG), PTGrekin eta PTG+LMB-rekin tratatutako zeluletan, n=3-5
(*p<0,01; ** p<0,01 Student t-testaren arabera).

Guztira, emaitza hauek iradokitzen dute gliadinak eragindako mfA eta XPO7en
igoerak NF-kB bidezidorra aktibatzen duela eta hesteetako epitelio-zeluletan

hantura eragiten duela in vitro.

4.4.3. Gluten estimulazioa: in vivo eredua

4.4.3.1. Glutena eta m°A metilazioa
Gliadina m®A makineria aktibatzeko eta XPO7en itzulpena in vivo areagotzeko gai
den aztertzeko, C57BL/6 saguak, glutenik gabe mantendu zirenak, PTG eta kolera

toxinarekin (CT), adjubante gisa, tratatu ditugu (14. irudia).

In vitro ereduan bezala, PTGrekin tratatutako saguen ehunek mfA metilazioa
areagotua zutela ikusi genuen (38. A. irudia), Ythdf1 eta Xpo1 mRNA eta proteina
mailen indukzioarekin batera (38. B, C irudia) CTrekin soilik tratatutakoekin
alderatzean; in vivo baieztatuz aurretik ikusitako mfA eta XPO7en gliadina bidezko

indukzioa.
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38. Irudia A) Dot blot bidez neurtutako m®A RNA maila orokorrak eta irudi adierazgarri bat (goian
eskuinaldean) WT kontroletan (TG) edo PTGrekin tratatutako saguetan (PTG), n=7. (+p<0,1
Mann Whitney testaren arabera). B) Xpo1, Ythdf1 eta Mettl3ren RT-qPCR bidez neurtutako
adierazpen erlatiboa, n=7. (*p<0,05, ns: ez-esanguratsua Mann Whitney testaren arabera). C)
Tratatu gabeko (TG) eta PTGrekin tratatutako saguetan (PTG) XPO1 eta YTHDF1 immunoblot
adierazgarria (ezkerrean) eta laburpen datu kuantitatiboa (eskuinean). n=7 (+p<0,1, *p<0,05, ns:

ez-esanguratsua Mann Whitney testaren arabera).

Horrez gain, gliadinaren bidezko XPO7en indukzioan YTHDF1en parte hartzea
gehiago baieztatu zen, Ythdf1 KO saguen epitelio-zelulek ia ez zutelako PTG
bidezko XPO1 handitzea erakutsi WT saguekin alderatuta (39. irudia).

PTG YTHDF1 KO saguetan

+

- o WT
WT DF1 KO ns " WT+PTG

TG PTG TG PTG TG PTG TG PTG 2 s KO
s Z v KO+PTG

- .,% XPO1
g 3 YTHDF1
D SN N S| ACTIN

-

Proteina adierazpen erlatiboa

i

YTHDF1 XPO1
39. Irudia. Sagu kontrol (WT) edo Ythdf1 KO (KO) saguetatik eratorritako tratatu gabeko (-) eta
PTGrekin tratatutako (+PTG) zeluletan YTHDF1 eta XPO1 immunoblot adierazgarria
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(ezkerrean) eta laburpen datu kuantitatiboa (eskuinean), n =2-4 (+p<0,1, ns:ez-esanguratsua
ANOVA probaren arabera). Balio guztiak batez bestekoak dira £ S.E.M.

Giza biopsia laginek eta in vitro emaitzek erakutsi zuten EZri lotutako genotipoak
m®A makineria eta XPO1 mailatan eragiten duela. Hori dela eta, ikusi nahi genuen
nola erantzuten dioten EZrako arrisku-faktore nagusia (HLA aleloak) duten saguek
PTG estimulazio-ereduari. Interesgarria da, HLA-DQZ2 saguen heste meharreko
laginak ikertu zirenean, gliadinarekiko erantzun indartsuagoa ikusi ahal izan zela
RNA mailan PTGrekin tratatutako saguak kontrolekin alderatzean (40.A-C).
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40. Irudia A) Dot blot bidez neurtutako m®A RNA maila orokorren irudi adierazgarri bat (goian
eskuinaldean) WT kontroletan (TG) edo PTGrekin tratatutako saguetan (PTG), n=7. (ns: ez-
esanguratsua Mann Whitney testaren arabera). B) Tratatu gabeko (TG) eta PTGrekin tratatutako
saguetan (PTG) Xpo1, Ythdf1 eta Mett/3ren RT-qPCR bidez neurtutako adierazpen erlatiboa,
n=5. (*p<0,05 Mann Whitney testaren arabera). C) Tratatu gabeko (TG) eta PTGrekin tratatutako
saguetan (PTG) XPO1 eta YTHDF1 proteina-mailen immunoblot adierazgarria (ezkerrean) eta
laburpen datu kuantitatiboa (eskuinean), n = 2-5 (+ p<0,1, ns: ez-esanguratsua Mann Whitney

probaren arabera).
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Emaitza hauek baieztatzen dute glutenak m®A makineria aktibatzen duela eta in vivo
XPO1 proteina kopuru handiagoak eragiten dituela. Horrez gain, HLA genotipoa
duten saguek bide horretan erantzun handiagoa erakusten dutela ikusi dugu,
EZrako predisposizio genotipo gehigarriek erantzun larriagoa eragin dezaketela

adieraziz.

4.4.3.2. Glutena eta m°A bidezko hantura
m®A bidezko XPO1 igoerak hesteetako hanturaren indukzioa dakarrela berresteko,
p50 NF-kB azpiunitatea PTGrekin tratatutako saguetan kuantifikatu zen. Sagu eredu
biek, WT (C57BL/6) eta HLA-DQ2 saguek, NF-kB-ren indukzioa erakutsi zuten

gliadina estimulazioan (41. A, B irudia).
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41. Irudia A) Tratatu gabeko (TG) eta PTGrekin tratatutako WT saguetan p50 proteinaren
immunoblot adierazgarria (ezkerrean) eta laburpen kuantitatiboa (eskuinean). n=7 (*p<0,05
Mann Whitney testaren arabera). B) HLA-DR3-DQ2 kontrol-sagu humanizatuetan (TG) edo
PTGrekin tratatutako saguetan (PTG) p50 proteinaren immunoblot adierazgarria (ezkerrean) eta

laburpen kuantitatiboa (eskuinean). n=2-3 (*p<0,05 Mann Whitney testaren arabera).
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In vitro ereduan bezala, hanturazko zitokinen hazkundea espero genuen NF-kB
aktibazioan. Cxcl1 IL8ren sagu-homologo funtzionala da (Hol et al., 2010) eta
PTGrekin tratatutako saguetan adierazpen-maila handiagoak erakutsi zituen (42. A,
B irudia), gliadina estimulazioaren efektu fisiologikoa in vivo baieztatuz. Gainera,
HLA-DQZ2 saguek, gliadinarekiko erantzun nabarmenagoa erakutsi zutenak, Cxcl1

maila altuagoak ere aurkeztu zituzten.

Azkenik, Ythdf1 KO saguetatik eratorritako zelula epitelialetan PTG tratamenduak
ez zuen Cxcl1 igoerarik erakutsi ex vivo (42. C irudia), gliadinak eragindako hantura

m®A eta YTHDF1en menpekoa dela frogatuz.

A. PTG tratamendua WT saguetan ~ B. PTG tratamendua HLA-DQ2 saguetan ~ C-  p1G tratamendua YTHDF1 KO saguetan
Cxcl1 Cxcl1 Cxcl1

300:

]
200
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TG PTG TG PTG @ Q,\O 49 Q«O
x

&8
42. Irudia. Cxcl/1 kimiokinaren, IL8ren sagu-homologo funtzionalaren, adierazpena RT-gPCR
bidez kuantifikatuta A) tratatu gabeko (TG) eta PTGrekin tratatutako (PTG) WT saguetan, n=7.
(*p<0,05, Mann Whitney testaren arabera); B) tratatu gabeko (TG) eta PTGrekin tratatutako
HLA-DQ2 sagu humanizatuetan, n=5. (*p<0,05 Mann Whitney testaren arabera) eta C) sagu
kontroletatik (WT) edo Ythdf1 KO (KO) saguetatik eratorritako tratatu gabeko (-) eta PTGrekin
tratatutako heste-zeluletan (+PTG), n=2-4. Balio guztiak batez bestekoak dira £ S.E.M.

4 *

RNA adierazpen erlatiboa

RNA adierazpen erlatiboa
RNA adierazpen erlatiboa

Giza laginetatik baita in vitro eta in vivo ereduetatik ateratako emaitza guzti hauek
mCAren bidez glutenari erantzuten dion bide berri bat aurkezten digute, EZrekin
lotutako SNPen inplikazio funtzional berriak eskaini eta gaixotasunaren terapia-

helburu posible berriak irekiaz.
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Azken bi hamarkadetan, GWAS edo Immunochip moduko eskala handiko
genotipatze-azterketek gaixotasun autoimmuneen suszeptibilitatearekin zerikusia
duten eskualde genomiko berriak identifikatzen eta asaldura horietan eragin
dezaketen bidezidorrak zehazten lagundu dute. Hala ere, planteamendu horiek ez
dira nahikoak izan eta EZren Genetika guztiz ulertzetik urrun gaude oraindik. Hain
zuzen ere, EZren heredagarritasunaren erdia dago oraindik deskubritzeko,
‘heredagarritasun galdua” delakoa. lkuspegi berriagoek, Epigenetikaren edota
epitranskriptomikaren azterketak kasu, heredagarritasun galdu hori deszifratzen
lagun dezakete. EZn, DNAren metilazioa EZren patogeniarekin erlazionatzen duten
(Fernandez-jimenez et al., 2014; Fernandez-Jimenez et al., 2019) edo IncRNA
ezberdinek EZn duten inplikazioa deskribatzen zenbait lan (Ainara Castellanos-
Rubio et al., 2016; Olazagoitia-Garmendia et al., 2021) argitaratu dira.

lldo horretan, RNAren aldaketek gene-erregulazio geruza berria osatzen dutela argi
geratzen ari da eta RNA aldaketen inplikazioa gaixotasun ezberdinetan deskribatzen
duten geroz eta ikerketa gehiago daude (Jonkhout et al., 2017). Hala ere, RNA
aldaketei eta haien funtzio biologikoari buruzko ezaugarri ezezagun asko daude
oraindik. RNAren aldaketak identifikatzeko, detektatzeko edota kuantifikatzeko
hainbat metodo berri argitaratu diren arren (X. Li et al., 2016), teknika horietako asko
ez dira guztiz fidagarriak eta hainbat eragozpen dituzte (nukleotido eraldatuak,
zelulak erretikulatzeko metodoak, errendimendu handiko teknikak garatzeko mugak,
etab.). Gainera, metodo horietako batzuk ez dira nahiko sendoak eta sarritan
desadostasunak egon ohi dira ikerketen artean aldaketa bera neurtzean, teknika
desberdinak edo berberak erabilita (Y. S. Chen et al., 2021; X. Li et al., 2016;
Mclntyre et al., 2020). Beraz, RNA aldaketen ikerketen helburu nagusietako bat
teknika zehatzagoak eta fidagarriagoak garatzea da, horrela RNA aldaketen mapa
erreala marraztu eta marka hauek gaixotasunean duten inplikazioa aztertu ahal

izateko.

Né-Methyladenosina (m®A) ugaztunen RNAren barne aldaketarik ugariena da,
prozesu biologiko ezberdinetan parte hartzen duen gene-erregulazio geruza berria
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osatzen duena adibidez, T zelulen erantzunean edo tumorigenesian (Cui et al.,
2017; H.B. Lietal., 2017). Gainera, frogatu da aldaketa horrek funtzio garrantzitsua
betetzen duela hainbat asalduren garapenean, besteak beste, nahasmen
neuronalak, gaixotasun immunitarioak, obesitatea eta minbizia (Maity & Das, 2016).
Hala ere, orain arte ez dago RNAren mPA aldaketa EZrekin erlazionatzen duen
ikerketarik.

Hainbat teknika garatu dira m®A hondarrak mapatzeko eta kuantifikatzeko (K. Chen
et al., 2015; Dominissini et al., 2012; Ke et al., 2015; Linder et al., 2015; N. Liu et al.,
2013; Meyer et al, 2012; Molinie et al, 2016), baina orokorrean
Epitranskriptomikaren kasuan bezala, gaur egun dauden metodoak neketsuak dira
eta belaunaldi berriko sekuentziazioa beharrezkoa da. Horrez gain, goian esan
bezala, talde ezberdinen ikerketen artean desadostasunak daude m®A guneen
kuantifikazio espezifikoan (X. Li et al., 2016; Meclntyre et al., 2020). Beraz,
planteamendu berriak behar dira gaixotasunen garapenean parte hartu dezaketen
transkripto hautagaietan m8A mailak neurtzeko.

Helburu horrekin, gure taldeak Iehendik deskribatutako Bstl entzimaren
eraginkortasun murriztua aprobetxatzen duen teknika berria garatu du,
oligonukleotido haslearen ondoan dauden m®A nukleotidoak erretrotranskribatzeko
(Harcourtet al., 2013; Shaoru Wang et al., 2016). Metodo hau beste teknika batzuek
deskribatutako metilazio-motiboak, TUG7 IncRNAn kasu, era merke eta
eraginkorrean baieztatzeko gai dela frogatu da. Gainera, gure metodoak lortutako
hondar espezifikoen emaitzak eskualde osoa ebaluatzen duten mSA
immunoprezipitazio esperimentuekin lortutakoekin alderatutakoan, metilazio-egoera
bat datorrela ikusi dugu ebaluatutako hamar RNAetatik zortzitan, eta horrek

metodoaren baliozkotasuna azpimarratzen du.
Metodoa transkriptoaren hondar zehatz batean metilatuta dauden molekulen

proportzio aldaketak modu erlatiboan azkar kuantifikatzeko ere erabilgarria da. 1zan
ere, mA-RT-qPCR teknikaren araberako metilazio-mailak beheratu ziren RNA
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laginari in vitro transkribatutako RNA ez-metilatua gehituta (m®Aren kantitate
erlatiboa gutxituz) edo zelula osoaren RNAren metilazioa modu orokortuan
murrizten duen zikloleuzina erabilita. Emaitza horiek teknikaren baliozkotasuna
berresten dute, estimulu desberdinei erantzunez edo gaixotasun-egoerak eraginda
hondar jakin batek bere metilazio-mailaren alterazioak aurkezten dituen ala ez

ebaluatzeko.

lzan ere, frogatu dugu teknika hau giza-ehunetatik erauzitako RNA kantitate
mugatuarekin ere erabil daitekeela, normalean RNA immunoprezipitazio
esperimentuak egiteko nahikoak ez direnak, eta gainera, eskualde hautagaietan
m®A marken kantitate erlatiboa erraz kuantifikatu daitekeela. Dena den, teknikaren
mugetako bat errendimendu handiko ikerketetan ezin erabiltzea da, gune
interesgarri bakar baten informazioa besterik ez baita lortuko. Hala ere, teknika hau
erabiliz hautagai interesgarrietan m®A metilazioaren aldakortasuna identifikatzeak

gaixotasunen patogenian duten ekarpena ulertzen lagun dezake.

Duela gutxi argitaratu den m®A-QTL (quantitative trait loci) ikerketa batek (Zijie
Zhang et al., 2020) gaixotasunei asoziatutako SNPek eragiten dituzten RNA
aldaketak aztertzeko beharra erakutsi du. SNPek m8A metilazio-aldaketetan duten
inplikazioa aztertzeak EZren gisako nahaste autoimmunetako heredagarritasun
galdua argitzen lagun baitezake. lldo horretan, lehenik eta behin mfAk EZn duen
inplikazio orokorra ebaluatu nahi izan dugu. Zeliako ez diren pertsonekin alderatuta,
haur zein heldu zeliako aktiboen (dietan glutena hartzen dutenak) hesteko
biopsietan m8A metilazio-maila altua ikusi genuen, bai eta METTL3 m®A idazlearen
eta YTHDF1 irakurlearen gainadierazpenarekin batera. Horrek mfA metilazioa EZn
ere aldatua dagoela erakutsi zuen eta beraz, EZrekin asoziatutako SNPek m°A
metilazioan duten inplikazioa aztertzeak EZren patogenia hobeto ulertzen lagun
lezake.

Bereziki m®A metilazioak eta rs3087898 SNP ez-kodetzaileak XPO1 transkriptoan
duten inplikazioa aztertu dugu eta genotipoaren araberako RNAren metilazio-maila
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desberdinak NF-kB hantura-bidea aktibatzen duela frogatu dugu. Hala ere, EZren
mPAren alterazioek kaltetutako bide gehiago egon litezkeela uste dugu, eta beraz,
ikerketa gehiago behar dira RNAren aldaketek EZren patogenian, eta beste nahaste

autoimmuneetan ere, duten papera argitzeko.

Bereziki, ikerketa honek agerian utzi du EZri lotutako rs3087898 SNPak, XPO1
proteina kodetzaile genearen 5'UTRan kokatua dagoena, mRNA metilazioan eta
horren osteko itzulpenean eragiteko modua. Gainera, SNParen genotipoak YTHDF1
RBParen RNAri lotzeko afinitateari ere eragiten diola aurkitu dugu, eta EZrekiko
arrisku aleloarekin lehentasunez lotuta, XPO1*T arrisku aleloa daramaten mRNAren
itzulpen-jarduera areagotzen duela. Interesgarria da aipatzea XPO7en 5'UTRaren
bigarren egitura ere badela genotipoaren menpekoa. Hori horrela, baliteke
rs308789k proteinekiko lotura ez ezik, RNAren egitura ere aldatzea eta m°A
mailetan eta YTHDF1en menpeko itzulpen-ezaugarrietan aldaketak eragitea, m°A-
QTL ikerketa berri baten emaitzak berretsita (Zijie Zhang et al., 2020). lkerketa
gehiago beharko lirateke genotipo espezifikoen egitura horietan m®A mailak nola
aldatzen diren argitzeko.

Bai in vitro bai in vivo frogatu dugu hesteetako epitelio-zeluletako metilazio-maila
altuagoak XPOT*T arrisku-aleloa daramaten mRNA molekulen itzulpenaren
eraginkortasuna eragiten duela, eta YTHDF1 m®A irakurleak bideratzen duela.
Garrantzitsua da azpimarratzea enterozitoetan ikusten denaren aldean, metilazio-
marka gutxiago daudela zelula immuneetako XPO7en 5'UTRan (edo bat ere ez) eta
iradokitzen du mPA bidezko mekanismoa hesteetako epitelio-zelulen espezifikoa
dela. Gure lanak erakusten du gaixotasun immuneekiko zein hanturazkoekiko
suszeptibilitatearekin lotutako SNP ez-kodetzaileek mA mailak alda ditzaketela eta
gaixotasunaren patogenian lagundu dezaketela, hanturazko erantzunaren zelula-
mota espezifikoen aktibazioaren bidez, transkriptoma osoko m®A-QTL arestiko
azterketan erakutsitakoa baieztatuz (Zijie Zhang et al., 2020). Emaitza horiek eredu

biologiko egokietan azterketa funtzionalak egitearen garrantzia ere azpimarratzen
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dute, kodetzaile ez diren SNPen ondorio gehienak zelula-moten espezifikoak direla

frogatu baita (Roadmap Epigenomics Consortium et al., 2015).

Arrisku-aleloa duten pertsonek XPO1 proteina kantitate handiagoak ekoizten
dituztela ere ikusi dugu, eta horrek SNPak gaixotasunaren suszeptibilitatearekin
duen lotura azalduko luke; izan ere, arrisku-aleloa homozigosian (TT) dutenek
oinarrizko hantura-maila altuagoa dutela aurreikus baitaiteke XPO1 proteina
kantitatearen emendioaren ondorioz. Gure emaitzek gaixotasunekin lotutako SNPen
azterketa funtzionalak egitearen garrantzia azpimarratzen dute, kasu horretan
bezala, SNPek gene hautagaia erregulatzen duten mekanismoak gene
hautagaiaren transkripzioan besterik ez eragitea baino konplexuagoak izan
daitezkeelako.

EZn m®A-menpekoa den XPO1en igoeraren eragin biologikoa ere deskribatu dugu.
XPO1 seinaleztapen-bide kritikoetan eta funtzio zelularretan parte hartzen duen
esportazio-hartzaile nuklearra da, hainbat gaixotasunekin lotu dena. XPO1 bidezko
IkBa-ren esportazio nuklear egokia NF-kB bidearen aktibazioarekin eta ur-beherako
zitokinen jariapenarekin erlazionatuta dago. Gainera, frogatu da XPO1en
inhibitzaileekin tratatutako zelulek NF-kB aktibitate txikiagoa erakusten dutela,
ondoriozko zitokinen jariapenaren murrizketarekin batera (Sendino et al., 2018).
Erakutsi dugu XPO1 proteina-maila handitzeak, XPO71*T mRNAn dagoen mSA
marka ugariagoren ondorioa denak, EZren ezaugarritzat har daitekeen NF-kB-ren
indukzioa sustatzen duela, eta SNParen EZrekiko asoziazioaren azalpen funtzionala

ematen du.

EZn hanturazko erantzuna areagotua dagoela ezaguna izan arren, NF-kB aktiboak
erakusten duen moduan, EZren patogenia guztiz ulertzeko hutsune asko dago
oraindik. Jakina da EZko heste meharreko epitelio-hesiaren suntsipena linfozito
intraepitelialen (IEL) infiltrazioak eta makrofago eta beste zelula immuneen
aktibazioak eragiten dutela. Sagu transgenikoak erabiliz egindako ikerketan EZren
patogeniaren konplexutasuna agerian geratu da; sagu-eredu horretan EZ gaixoetan
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ohikoak diren erantzun immunea eta hesteetako biloen atrofia garatzeko bai epitelio-
zelulen (IEC) zein zelula immuneen aktibazioa eta erregulazioa beharrezkoak dira
(Abadie et al., 2020). Zitokinen jariatzean hainbat zelula immunek duen eginkizuna
sakon aztertu bada ere, gutxiago dakigu IECen ekarpenari buruz. Deskribatu da
IECek jariatzen dituzten zitokina ezberdinek funtsezko eginkizunak betetzen
dituztela EZren erantzun immunearen aktibazioan eta gaixotasunaren lehen
urratsetan (Abadie et al., 2020). lldo horretan, IL8k, neutrofiloak erakartzen dituen
kimiokinak, bertan deskribatutako bidezidorrean duen eginkizuna aztertu dugu. IL8k
ehunen kaltean eta berezko erantzun immunearen aktibazioan funtsezko eginkizuna
duela jakina da, eta proposatu da EZ gaixoetan |IL8 berariaz jariatzen dela glutena
irentsi ondoren (Diosdado et al., 2007; Tye-Din et al., 2020). Orain arte, ikerketa
gehienak EZdun pertsonetatik eratorritako zelula immunologikoetan eta odol
periferikoko zelula mononuklearretan (PBMC) egin ohi dira (Goel et al., 2019;
Lammers et al., 2011; Manavalan et al., 2010), eta hau da EZko hesteetako epitelio-

zelulek ere IL8 jariatzen dutela frogatzen duen lehen ikerlana.

NF-kB-ren aktibazio alelo-espezifikoarekin batera, [L8ren transkripzio eta
jariatzearen areagotzea ikusi genuen XPO7en arrisku aleloaren presentzian. Era
berean, erakutsi dugu ekoizle nagusiak ez badira ere, EZ aktibodun pazienteek
kontrolek baino IL8ren adierazpen altuagoa dutela zelula epitelialetan, eta berretsi
dugu EZ gaixoen mSA-XPO7-NF-kB aktibazioa hesteetako epitelio-zelulen
deserregulaziotik datorrela batez ere.

méAk EZren patogenian nola eragin dezakeen aztertuta, jakina da mSA
metilazioaren zinetika azkarrak zelulei kanpoko estimuluei bizkor erantzuteko
gaitasuna ematen diela, zelula-mota desberdinetan bide desberdinak aktibatzen
dituelarik (Engel et al.,, 2018; Winkler et al., 2019). Infekzio birikoak edo
mikrobiomaren osaerak EZren garapenean laguntzen dutela uste da, eta
mikrobioma hesteetan dagoen m®A metilazio-mailekin erlazionatu da duela gutxi
(Jabs et al., 2020). Hala ere, EZ abiarazten duten antigeno nagusiak glutenetik
eratorritako gliadina peptidoak dira (Abadie et al., 2020; Capozzi et al., 2013; Garrote
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et al., 2008). Nahiz eta gliadina berezko erantzun immunearen aktibatzaile gisa
proposatu izan, glutenarekiko intolerantzia eragiten duten lehen urratsei buruz ezer
gutxi ezagutzen da. Horregatik, glutenaren estimuluak m®A mekanismoan duen

eragina aztertu nahi izan dugu.

Interesgarria da EZ pazienteetan GGD tratamenduak m®A, METTL3, YTHDF1,
XPO1 eta IL8 adierazpen-mailak normaltasunera itzularazten dituela ikusi genuela,
bidezidor horretan glutenarekiko esposizioak eragin zezakeela adierazten baitu.
Gure in vitro eta in vivo esperimentuek, giza biopsiekin lortutako emaitzekin batera,
gliadinarekiko estimulazioa m®A eta YTHDF1en igoera orokorrarekin lotzen dute
lehen aldiz, eta horrek XPO1 proteina-maila areagotu egiten du. Era berean, frogatu
dugu glutenak eragindako m®A bidezko XPO7en igoerak EZren ezaugarria den NF-
kB bidea aktibatzen duela. Gainera, NF-kB-ren XPO7en bidezko indukzioa
YTHDF1en menpekoa dela ere erakutsi dugu, eta horrela, EZn ikus daitekeen
hesteetako epitelio-zeluletan glutenak eragindako hantura-erantzunean mSA
metilazioak duen eragina baieztatzen dugu. Horrez gain, Cxcl1, saguetan /L8ren
homologo funtzionaltzat hartzen dena (Hol et al., 2010), gliadinarekin estimulatutako
saguen hesteetan ere gainadierazita dagoela ikusi zen, eta horrek estres-estimuluari
erantzunez hesteetako hanturaren XPO1 bidezko aktibazioa in vivo baieztatzen du.
Hori dela eta, /L15entzat deskribatzen den moduan (Abadie et al., 2020), baliteke
guk deskribatutako mekanismoak glutenaren aurkako erantzuna abiaraztean parte

hartzea eta ondorioz zelula immuneen aktibazioa bultzatzea.

Deskribatu dugun mPA aldaketen eta gliadinarekiko esposizioaren arteko lotura
horrek geruza guztiz berria eta esploratu gabekoa gehitzen dio EZko patogeniaren
agertoki konplexuari, eta EZ duten pertsonentzat ikuspegi terapeutiko berriei ateak
ireki. Horrez gain, infekzio birikoak eta mikrobioma EZrekin eta m®A metilazioan
izandako aldaketekin lotu direla kontuan hartuta, EZ abiarazteko agente
desberdinekin egindako ikerketa gehiago lagungarri izan litezke EZren berezko
immunitatearen garapenean parte hartzen duten faktoreak ulertzeko.
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Laburbilduz, gure emaitzek azpimarratzen dute m®A makineriaren garrantzia
glutenaren bidezko XPO7en igoeran, NF-kB adierazpena areagotzen duena eta,
ondorioz, /L8ren indukzioa dakarrena EZ gaixoen enterozitoetan (44. irudia). Orain
arte EZren tratamendu eraginkor bakarra glutena dietatik betiko kentzea izan da,
gaixotasunaren sintoma gehienak ezabatzen baititu, baina gaixoen bizi-kalitatean
eta ongizate psikologikoan modu negatiboan eragiten du. Horrek GGDren epe
luzerako atxikimenduari eragiten dio eta konplikazioak izateko arriskua areagotzen
du, minbizi gastrointestinalak barne (Y. Han et al., 2015). Izan ere, XPO1 eta IL8
mailak areagotu egiten dira koloneko minbizi eta adenokartzinometan (TGCA
datuetan ikusi moduan), eta YTHDF1 giza kolon-ondesteko adenokartzinometan
tumorigenesia erregulatzen duela deskribatu da (Bai et al., 2019). lkerketek erakutsi
dutenez, EZ gaixoen artean, koloneko minbizia garatzeko arriskua txikiagoa da GGD

et

4 XPO1-NFKB
/' dependentIL8
YTHDF1 1 1 chemokine
d secretion

— XPO1 __.......... » NFKB

Promotes Activation
XPOTmRNA translation

CD Risk allele /V‘N\/;\

44, Irudia. Glutenari erantzuten dion m8A-XPO1-NF-kB bidezidorra epitelio-zeluletan. Glutenak
m®A makineria aktibatzen du eta m®A metilazio-mailak handitzen ditu XPO1 mRNAn. YTHDF1

irakurlearen eta metilatutako XPO7 mRNAren arteko elkarrekintzak itzulpena sustatzen du.

jarraitzen duten pazienteetan (Holmes et al., 1989).

Gliadin

XPO1 maila altuagoek NF-kB hantura-bidea aktibatzen dute, /L8 kimiokina proinflamatorioa

jariatzeraino.
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m®A irakurleei eta ezabatzaileei zuzendutako molekula txikiak dagoeneko proposatu
dira minbizi mota ezberdinetarako terapia potentzial gisa (Huang et al., 2020) eta EZ
gaixoen hanturaren aurka babesteko aukera gisa azaltzen zaizkigu. Gainera,
XPO1en inhibitzaileak dagoeneko erabiltzen ari dira edo entsegu kliniko
aurreratuetan daude minbiziaren aurkako agente terapeutiko gisa, eta NF-kB
jarduera murrizteko gaitasuna dutela frogatu da, IkBaren atxikipen nuklearraren
bidez (Sendino et al., 2018; Syed, 2019).

Horrela, ikerketa honek glutenari erantzuten dion m®A-XPO7-NF-kB bidezidorrak
EZren patogenian duen inplikazioaren lehen froga esperimentala eskaintzen du, eta
gaixotasunaren itu terapeutiko potentzial berriak aurkeztu. méA, XPO1 eta NF-kB-k
hesteetako hainbat gaixotasunetan parte hartzeak adierazten du méA-XPO7-NF-kB
ardatzak beste agente batzuen heste meharreko epitelio-lesioei erantzunez ere
funtziona dezakeela, eta horrek eragin zuzena izan dezake beste hainbat

gaixotasun gastrointestinalen tratamenduan.
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1. mSA-RT-gPCR teknika garatu dugu, mfA metilazioa kuantifikatzeko
erabilgarria dena. Bstl entzimaren erretrotranskriptasa gaitasun murriztuaz

baliatzen da eta PCR kuantitatibo bat erabiltzen du.

a. Teknika hau mBA metilazio-gune zehatzak identifikatzeko gai da

zelula-lerro ezberdinetan zein giza laginetan.

b. Zelulen estimulazio aurrean edo gaixotasunaren fase desberdinetan

m®A metilazio-aldaketak kuantifikatu daitezke gure metodoaren bidez.

2. Erakutsi dugu m®A metilazio-maila orokorrak eta METTL3 mA idazlea eta
YTHDF1 irakurlea EZ gaixoetan gainadierazita daudela. Horrela, lehen aldiz
deskribatu dugu m®A aldaketa EZn asaldatua dagoela.

a. EZ pazienteek mPA mailak, METTL3 eta YTHDF1 mfA makineria-
geneak areagotuak dituzte.

b. EZ gaixoen dietatik glutena kentzeak m®A, METTL3 eta YTHDF1

mailak murrizten ditu.

3. XPO1 genearen 5'UTRko rs3087898 SNP ez-kodetzailearen arrisku aleloak
m8A metilazio mailetan eragiten du, XPO1 proteina kopuru handiagoa

eraginez.
a. Arrisku aleloa (XPO1*T) metilatuagoa dago eta XPO7en itzulpen
handiagoa eragiten du YTHDF 1 irakurlea arrisku aleloari lehentasunez

lotuz.

b. Arrisku alelo forman m8Aren menpeko XPO1 maila areagotuak NF-kB
eta ur-beherako /L8 kimokinaren jariapena aktibatzen du, hanturazko
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erantzun larriagoa eraginez, eta beraz, EZ garatzeko predisposizioa

areagotuz.

4. Glutenak, EZren eragile nagusiak, m®A makineria aktibatzen du XPO7en
5'UTRko metilazio-mailak areagotuz eta NF-kB bidezko hantura induzituz.

a. Gure gliadina estimulazioek m®A makinariaren indukzioa erakusten
dute, eta horrek, XPO7en 5'UTRan m®A metilazioa areagotzea dakar,

baita XPO1 maila handiagoak ere.
b. EZn NF-kB eta ur-beherako /L8 mailak handitzea, neurri batean

behintzat, mfA eta XPO7en menpekoak direla erakutsi dugu.

5. mPA-XPO1-NF-kB bidezidor berri bat aurkezten dugu, glutena irenstean
hanturazko erantzun goiztiarrean gakoa dirudiena, EZrentzat itu terapeutiko

berriak eskainiz.
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