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LABURDURAK 

 

ac4C  N4-azetilzitidina 

ALKBH5 AlkB homolog 5, RNA demetilasa 

Anti-EMA Endomisioaren aurkako antigorputzak  

Anti-TGA Transglutaminasaren aurkako antigorputzak 

ATF2  Activating transcription factor 2 – Transkripzio-faktore aktibatzailea 2 

BCA  Bicinchoninic acid – Azido bizikonikoa 

CDS  Coding sequence – Sekuentzia kodetzailea 

cGAS  Cyclic GMP-AMP synthase – GMP-AMP sintasa ziklikoa 

CXCL10/16 C-X-C motif chemokine ligand 10/16 – C-X-C motibodun kemokina 

ligandoa 10/16 

DAMP  Damage-associated molecular pattern – Minari asoziatutako patroi 

molekularrak 

dsRNA Double strand RNA – Harizpi bikoitzeko RNA 

DTT  Ditiotreitola 

eIF4F  Eukaryotic initiation factor 4F – Eukariotoen hasle faktorea 4F 

eIF4G2 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2 – Eukariotoen 

itzulpenaren hasle faktorea gamma 2 

ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay – Entzimei lotutako 

immunoabsortzioko saiakuntza 

ESPGHAN  European  Society  for  Pediatric  Gastroenterology,  

Hepatology and Nutrition – Gastroenterologia Pediatrikoko Hematologia 

eta Nutrizioko Europako Elkartea 

EV71  Enterobirus 71 

FBS Fetal bovine serum – Behi fetuaren seruma 

FOXO3 Forkhead box O3 – Forkhead kutxa O3 
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FTO  Fat mass and obesity associated alpha-ketoglutarate dependent 

dioxygenase – Gantz-masa eta gizentasunarekin asoziatutako alfa-

ketoglutaratoaren menpeko dioxigenasa 

GGD  Glutenik gabeko dieta 

GWAS  Genome wide association studies – Genoma osoko asoziazio-azterketak 

GZ  Gaixotasun zeliakoa 

HCV  Hepatitis C birusa 

HDAC3 Histona deazetilasa 3 

HLA  Human leukocyte antigen – Giza-leukozitoen antigenoa 

hnRNPD Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D – Nukleoko 

erribonukleoproteina D heterogeneoa  

I  Inosina 

IFITM1  Interferon induced transmembrane protein 1 – Interferonak induzitutako 

transmintzeko proteina 1 

IFN  Interferon 

IFNB1  Interferon beta 1 

IFNR  Interferon hartzailea 

IFN-I  1 motako IFN 

IL15/18 Interleukina 15/18 

IKK  Inhibitor of NF-κB kinase – NF-κB kinasa inhibitzailea 

IRF  Inrterferon regulatory factor – Interferon faktore erregulatzailea 

ISG  Interferon stimulated gene – Interferonak estimulatutako geneak 

ISGF3  Interferon stimulated gene factor 3 – Interferonak estimulatutako gene 

faktore 3 

IPS1  Interferon beta promoter stimulator protein 1 – Interferon beta  

promoterearen proteina estimulatzailea 1 

ISRE  Interferon-sensitive response element – Interferonarekiko erantzun-

elementu sentikorra 
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JAK  Janus kinasa 

lnc13  Long non-coding 13 – RNA ez kodetzaile luzea 13 

lncRNA Long non-coding RNA – RNA ez kodetzaile luzea 

LIE  Linfozito intra-epitelialak 

LPS  Lipopolisakaridoak 

m1A  N1-metiladenosina 

m3C  3-metilzitidina 

m5C  5-metilzitidina  

m6A  N6-metiladenosina 

m6Am  N6,2′-O-dimetiladenosina 

m7G  7-metilguanosina 

MAVS  Mitochondrial antiviral signaling protein – Mitokondrioko birusen aurkako 

seinaleztapen proteina 

MDA5  Melanoma differentiation-associated protein 5 – Melanoma 

diferentziaziorekin asoziatutako proteina 5 

meRIP  m6A RNA immunoprezipitazioa 

mRNA  Messenger RNA – RNA mezularia 

METTL3 Metiltransferasa 3, N6-adenosine-metiltransferasa konplexuko azpiunitate 

katalitikoa  

METTL14 Metiltransferasa 14, N6-adenosine-methyltransferase azpiunitatea 

MIC-A  MHC class I chain-related gene A – 1 klaseko MHC katearekin 

erlazionatutako genea A 

MUT  Mutatutako 

MYD88 MYD88 innate immune signal transduction adaptor – MYD88 berezko 

seinale immunitarioaren transdukzio-egokitzailea 

NAP1  Nucleosome assembly protein 1 – Nukleosoma muntatzeko proteina 1 

NCOR2 Nuclear receptor corepressor 2 – Nukleo-hartzaile koerrepresorea 2 
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NFkB  Nuclear factor kappa B – Nukleoko kappa B faktorea 

NFX1  Nuclear transcription factor, x-box binding 1 – Nukleoko transkripzio-

faktorea, x-kutxa lotzailea 1 

NK  Natural killer – Hiltzaile naturalak 

NKG2D Natural killer group 2D – Hiltzaile naturalen taldea 2D 

OASL1 2'-5'-oligoadenylate synthetase like 1 – 2'-5'-oligoadenilato sintetasa 

gisakoa 1   

PABP1 Poly(A) binding protein 1 – Poli(A) proteina lotzailea 1 

PAMP  Pathogen-associated molecular pattern – Patogenoei asoziatutako patroi 

molekularrak 

PBS  Phosphate-buffered saline buffer – Fosfato tanpoidun gatz bufferra 

PCR  Polymerase chain reaction – Polimerasaren kate-erreakzioa 

PFU  Plaque-forming unit – Plaka-sortze unitatea 

PIC  Polyinosinic:polycytidylic acid – Azido poliinisinko:polizitidilikoa 

PRR  Pattern-recognition receptors – Patroi-ezagutze hartzeileak 

qPCR  Quantitative polymerase chain reaction – Polimerasaren kate-erreakzio 

kuantitatiboa 

RBM15 RNA binding motif protein 15 – RNA lotze-motibodun proteina 15 

REPIC  RNA Epitranskriptome Collection – RNA epitranskriptoma bilduma 

RIG-I  Retinoic acid-inducible gene I – Azido erretinoiko gene induzigarria I 

RIP  RNA immunoprezipitazioa 

RLR  RIG-I like receptor – RIG-I gisako hartzailea 

RPMI   Roswell Park Memorial Institute medioa 

rRNA  Ribosomal RNA – RNA erribosomikoa 

RT-qPCR  Real-time quantitative polymerase chain reaction - Denbora errealeko 

polimerasaren kate-erreakzio kuantitatiboa 
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SAMHD1 SAM and HD domain containing deoxynucleoside triphosphate 

triphosphohydrolase 1 – SAM eta HD domeinudun deoxinukleosido 

trifosfato trifosfohidrolasa 1 

SD Standard deviation – Desbideratze estandarra  

SDS  Sodio dodezil sulfatoa 

SDS-PAGE Sodio dodecil-sulfato poliakrilamida gel elektroforesia 

SEM Standard error of mean – Batezbestekoaren errore estandarra 

siRNA Small interfering RNA – RNA interferente laburra 

SNP  Single nucleotide polimorphism – Nukleotido bakarreko aldaera 

SOCS  Suppressor of cytokine signaling - Zitokinen seinaleztapenaren 

supresorea  

SRAMP Sequence-based RNA adenosine methylation site predictor – 

Sekuentzian oinarritutako RNA adenosina metilazio guneen aurresalea   

SRSF3 Serine and arginine rich splicing factor 3 – Serina eta arginina ugariko 

moztitsazte faktorea 3 

ssDNA  Single strand DNA – harizpi bakarreko DNA 

ssRNA Single strand RNA – harizpi bakarreko RNA 

STAT  Signal transducer and activator of transcription – Transkripzioaren 

seinale transduktorea eta aktibatzailea 

STING  Stimulator of interferon response cGAMP interactor 1 – Interferon 

erantzunaren estimulatzailea eta cGAMP elkarreragilea 1 

TBK1  TANK-binding kinase 1 – TANK kinasa lotzailea 1 

TBS  Tris buffered saline buffer – Tris tanpoidun gatza bufferra 

TG  Tratamendurik gabe 

TG2  Transglutaminasa 2 

TLR  Toll like receptor – Toll motako hartzailea 

TRAF6 TNF receptor associated factor 6 – TNF hartzaileei asoziatutako faktorea 

6 
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TRIF  TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β – TIR-domeinudun 

egokitzailea, interferon-β eragilea. 

tRNA  Transfer RNA – Transferentziako RNA 

UTR  Untranslated region – Itzuli gabeko eskualdea 

VIRMA Vir like m6A methyltransferase associated – Vir gisako m6A 

metitransferasa asoziatua 

WB  Western Blot 

WT  Wild type – Jatorrizkoa 

WTAP  Wilms tumor 1 asoziatutako proteina  

XPO1  Exportina 1 

YTHD   YT521-B homologia domeinua 

YTHDC1-2 YTH domeinudun 1-2 

YTHDF1-3 YTH N6-Metiladenosina RNA proteina lotzailea 1-3 

ZC3H13 Zinc finger CCCH-type containing 13 – Zink-hatz CCCH-motaduna 13 

ψ   Pseudouridina 
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PROIEKTUAREN JUSTIFIKAZIOA ETA GARRANTZIA 

 

Gaixotasun zeliakoa (GZ) hanturazko gaixotasun kroniko bat da, sentiberatasun 

genetikoa duten pertsonengan diEtako glutenaren aurkako erantzun immunitario 

desegoki batek garatua. GZa duten pazienteetan, faktore genetikoen eta 

ingurumenekoen arteko elkarrekintzak glutenarekiko tolerantzia galtzea eta hesteetako 

lesio bat garatzea dakar. Lesio horrek sintoma oso aldakorrak sortzen ditu, eta horiek 

oso desberdinak dira gizabanakoen artean, gaitza goiz diagnostikatzea zailtzen duelarik, 

batez ere helduetan, non ohiko sintoma gastrointestinalak ez diren hain maiz ageri. 

GZa eritasun konplexua da, sentiberatasun genetikoa duten pertsonengan garatzen 

dena. Dena dela, sentiberatasun genetiko horren ondorioz glutenak eragindako erantzun 

immunitarioak patologiaren heredagarritasunaren %50 baino gutxiago azaltzen du, eta 

beraz, glutenaz gain, erantzun immunitarioaren aktibazioa eragiten duten ingurumen-

faktore gehigarriak egon daitezkeela pentsa dezakegu. Hau kontuan izanda, birus-

infekzioak GZaren agente eragile izateko hautagai gisa proposatu dira. Gainera, orain 

arte, bizitza osorako glutenik gabeko dieta (GGD) zorrotza da hesteetako kalteak 

gainditzeko eta sintomatologia murrizteko modu bakarra. Hala ere, zaila da GGD estua 

betetzea, eragin negatiboa baitu GZdun pazienteen bizi-kalitatean, eta hori gutxi ez 

balitz, kasu batzuetan ez delako eraginkorra, ez baitu sintomatologia baretzen, 

tratamendu berrien garapenaren beharra aditzera emanez 

Hori dela eta, funtsezkoa da gaixotasunaren patogenesian zein gene, bidezidor eta 

mekanismo erregulatzailek parte hartzen duten zehaztea. Ikerketa horiek GZaren 

garapenaren atzean dauden mekanismo patogenikoak ulertzen lagunduko dute, eta 

birus-infekzioen eta GZaren arteko erlazioaren inguruko ikuspegi berriak argituko 

dituzte. Honetaz gain, birusen aurkako bidezidor erregulatzaile nagusiak ezagutzeak 

esku hartzeko itu berriak identifikatzen lagunduko du ere. Horrela, tesi honek bezalako 

ikerketa-lanek, terapia alternatibo edo prebentzio estrategia edo planteamendu berriak 
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garatzeko ateak irekitzen dituzte. Gainera, hemen aurkeztutako aurkikuntzek sistema 

immunitarioaren aktibatzearen atzean dauden mekanismoak ulertzeko ikuspuntu berriak 

planteatzen dituzte, beste gaixotasun konplexu eta autoimmunitario batzuetara ere 

estrapola daitezkeenak. 

GZaren garapenean birus-infekzioen inplikazioa analizatzeko, proiektu hau RNA birus 

infekzioen aurkako erantzun immunitarioarekin lotutako faktore funtzionalak bilatzera 

bideratu da, ikuspegi genetikoak eta hautagaien in vitro egiaztapen funtzionalak erabiliz. 

Zehazkiago, doktore-tesi honetan birus-infekzioak eta glutenaren kontsumoa konbinatu 

ondorengo IRF7ren gene-erregulazio geruza berri bat aztertu dugu, eta m6A RNA 

metilaziok birusen aurkako transkribatu horren erregulazioan eta IFN-I bidezidorrean 

ibaian behera duen jarduera aztertu dugu. 
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1. Gaixotasun zeliakoa  

Gaixotasun zeliakoa (GZ) hanturazko gaixotasun kronikoa da, glutenaren (garia, 

garagarra edota zekalea bezalako zerealetan dagoen proteinen nahastea) aurkako 

erantzun immunitarioak garatua (B Meresse et al., 2009). Eritasun immune hau 

suszeptibilitate genetikoa duten pertsonetan garatzen da eta munduko populazioaren 

%1-3ri eragiten dio, azken hamarkadetan goranzko intzidentzia izaten ari delarik (Lerner, 

2014; Lerner & Matthias, 2015).  

GZaren sintomak oso aldakorrak dira. Batetik, gaixoek sintoma gastrointestinal tipikoak 

izan ditzakete, hala nola, beherako kronikoa, pisu galera, edota sabeleko mina; bestetik, 

hestez kanpoko sintoma atipikoak ere garatu ahal dituzte, nekea, hezur-dentsitate baxua 

edota anemia kasu, eta azkenik, neurogluten gisa sailkatzen diren sintomak ere 

deskribatu dira, besteak beste migrainak, epilepsia edota zerebeloko ataxia (Feighery, 

1999; Lionetti et al., 2015; Rodrigo, 2016). Dena dela, aurkezpen kliniko hauek oso 

desberdinak dira gizabanakoen artean, eta horrek gaixotasunaren diagnostiko goiztiarra 

zaildu ohi du, batez ere sintoma gastrointestinalak hain ohikoak ez diren helduetan 

(Cicarelli et al., 2003; Green, 2005; Green et al., 2001; Lionetti et al., 2015). 

GZa duten pazienteetan, faktore genetikoen eta ingurumen-faktoreen elkarreraginak 

glutenarekiko tolerantziaren galera eta hesteetako kaltearen sorrera dakar. Hesteko 

lesio honek ezaugarri hauek ditu: linfozito intraepitelialen (LIE) kopurua emendatzea bai 

epitelioan baita lamina proprian ere, heste-meheko biloen atrofia edota galera, kripten 

hiperplasia, heste-zelulen apoptosia eta mukosaren birmoldaketa (Caio et al., 2019; Dieli-

Crimi et al., 2015; Kim & Jabri, 2015). Hesteetako kaltearen bereizgarri horiek, eta 

transglutaminasa (anti-TGA) eta endomisioaren (anti-EMA) aurkako auto-antigorputzen 

presentzia odolean dira GZa diagnostikatzeko beharrezkoak diren eta kontuan hartzen 

diren zantzu nagusiak (Husby et al., 2012).  
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Gaur egun, hesteetako kalteak gainditzeko eta sintomatologia murrizteko modu bakarra 

bizitza osorako glutenik gabeko dieta (GGD) zorrotza jarraitzea da (Murray et al., 2004). 

Hala ere, GGD guztiz betetzea zaila da, batez ere, glutenik gabeko produktuen aukera 

urriagatik eta hauen prezio altuagatik. Hala, GZa duten pertsonen bizi-kalitatea 

nabarmen kaltetzen da (Samasca et al., 2014). Gainera, gaixo zeliakoen artean azpitalde 

txiki bat dago zeinak GZ ez-erantzunkorra edo errefraktarioa deritzona jasaten duena. 

Paziente hauek, GGDrekiko atxikimendu estuan ere, ez diote tratamenduari erantzuten, 

eta sintoma iraunkorrak edo errepikakorrak izaten dituzte, hesteko hantura eta kalteak 

desagertzen ez direlarik (Rubio-Tapia & Murray, 2010). Hori dela eta, terapia alternatibo 

edo prebentzio planteamendu edo estrategia berriak garatzea oso onuragarria izango 

litzateke GZdun pertsonentzat oro har, eta bereziki GZ errefraktarioa duten 

pazienteentzat. 

1.1. Erantzun immunitarioa GZan 

Glutenaren kontsumoak berezko erantzun immunitarioa eta erantzun immunitario 

egokitzailea aktibatzen ditu eta biek dute eragina GZaren fisiopatologian. Sistema 

immunitario egokitzailearen ekarpena aski ezaguna da, eta aspaldi deskribatu zen. 

Aitzitik, berezko immunitatearen ekarpena ez da sakonki ulertzen, eta zenbait ikerketak 

prozesu honen inguruan ezagutza handia lortzen lagundu diguten arren (Abadie & Jabri, 

2014; Kim & Jabri, 2015; Schulzke et al., 1998), puzzlea oraindik ez dago guztiz osatuta. 

1.1.1. Erantzun immunitario egokitzailea GZan 

Glutena gliadina eta glutenina deritzen eta glutaminetan eta prolinetan ugari diren 

proteinek osatzen dute. Proteina horiek, gliadina bereziki, proteasekiko eta beste 

entzima gastrointestinal batzuekiko erresistenteak dira. Ondorioz, ez dira erabat 

degradatzen, eta peptido toxikoak eta immunogenikoak sortzen dituzte (Ciccocioppo et 

al., 2005; Silano et al., 2009). Peptido immunogeniko hauek hestearen hesi epiteliala 

zeharka dezakete eta lamina propriara igaro, non bertako ehun-transglutaminasek 
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desamidatuko dituzten. Entzima honek, glutaminak karga negatiboko glutamato 

bihurtzen ditu, haien immunogenizitatea areagotuz (Briani et al., 2008; Molberg O et al., 

1998). Lamina proprian dauden zelula antigeno-aurkezleak, deamidatutako gliadina-

peptidoak ezagutu eta T linfozitoei aurkezteko gai dira, mintzean daramatzaten HLA-

DQ2 edota HLA-DQ8 molekulen bidez. Ondorioz, T zelulek Th1 eta Th17 fenotipoak 

hartzen dituzte eta hantura-zitokinak jariatzen dituzte, hestean giro inflamatorioa 

sortaraziz  (B Meresse et al., 2009; Briani et al., 2008; Castellanos-Rubio et al., 2009) (1. Irudia).  

 

 

 

 

 

 

1. Irudia. Erantzun immunitario egokitzailearen irudi eskematikoa GZan.  Gliadina-peptidoek epitelio-

hesia gurutzatzen dute heste-argitik lamia propriara, eta TG2 entzimak desamidatzen ditu. Zelula 

antigeno aurkezleen, hala nola makrofagoen eta zelula dendritikoen, gainazalean dauden HLA-DQ2 edo 

-DQ8 molekulek gliadina desamidatuen peptidoak ezagutzen dituzte eta T zelulei aurkezten dizkiete. 

Hala, T zelulak aktibatu egiten dira eta Th1 eta Th17 fenotipoak hartzen dituzte, horrek hantura-zitokinen 

jarioa sortzen duelarik. B zelulak ere aktibatu egiten dira, eta, ondorioz, anti-gliadina eta anti-TG2 

autoantigorputzak sintetizatzen dituzten zelula plasmazitoideak bihurtzen dira. BioRenderrekin sortutako 

irudia. 
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Horrez gain, B zelulak ere aktibatzen dira eta gliadinaren aurkako antigorputzak, eta anti-

EMA eta anti-TGA auto-antigorputzak ekoizten dituzte. Ehun eta proteina propioen 

aurkako eraso honen bitartez, GZan gertatzen den erantzun auto-immunitarioa 

abiarazten da, eta gaixotasunaren ezaugarri den hesteko kalteak eragiten ditu (B Meresse 

et al., 2009; Lejeune et al., 2021).  

1.1.2. Berezko erantzun immunitarioa GZan 

Epitelio-hesia sistema immunitarioaren osagarri garrantzitsua da, gure organismoan 

sartzen diren patogenoen aurka babesteko lehen defentsa lerroa baita. Hesteetako 

zelula epitelialek alde batean heste-lumena eta bestean lamina propioa banatzen dituen 

horma osatzen dute. Zelula horiek lotura hertsien edo zonula occludens bidez lotuta 

daude, hesia ia iragazgaitz bihurtuz eta molekulak alde batetik bestera igarotzea 

erregulatzea ahalbidetuz. GZan iragazkortasun hau asaldatuta dago (Jauregi-Miguel et 

al., 2019; Schulzke et al., 1998) eta gliadina-peptido toxikoek lamina propriara zeharka 

dezakete. Gliadina-peptido horiek enterozitoen apoptosia eta IL15 eta IL8 geneen 

adierazpena bultzatzen dituzte (Abadie et al., 2020; Goel et al., 2019). Alde batetik, IL15ek 

linfozito intraepitelialak (LIE) ugaltzea eta aktibazioa sustatzen du, eta NK zelulak 

aktibatzen dituen NKG2D hartzailearen ekoizpena eragiten du (Abadie & Jabri, 2014; B 

Meresse et al., 2009). IL8ak bere aldetik, neutrofiloak aktibatu eta hantura-lekuetara 

erakartzen ditu (Barone et al., 2014; Jelínková et al., 2004) (2. Irudia). 

Gainera, estres- eta infekzio-egoeratan, MIC-A molekularen gehiegizko adierazpena 

gertatzen da heste-zelulen azalean. Zelulen azaleko antigeno hau NKG2D 

hartzailearekin lotzen da, eta linfozito intraepitalialek profil zitotoxikoa hartzea eragiten 

du, enterozitoen apoptosia sustatuz (Allegretti et al., 2013; Hü et al., 2004). 
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1.2. GZaren garapenean eragiten duten faktore genetikoak 

Aurretik esan bezala, GZa gaixotasun konplexua da, suszeptibilitate genetikoa duten 

pertsonengan garatzen dena. Suszeptibilitate genetikoaren erantzule nagusiak HLA II 

motako DQ2 eta DQ8 hartzaileak dira, 6. kromosoman kokatutako HLA eskualdeko 

geneek kodetuak. HLA-DQ2 eta HLA-DQ8 heterodimeroak beharrezkoak dira 

gaixotasuna garatzeko, gliadina-peptidoak ezagutu eta hauek CD4+ T linfozitoei 

aurkezteko gai baitira, horrela, erantzun immunitarioa abiaraziz (Ciccocioppo et al., 2005; 

Sciurti et al., 2018). HLA-DQ2 heterodimeroak DQA1*05 eta DQB1*02 aleloek kodetzen 

dituzte, eta paziente zeliakoen ia %90etan identifikatzen dira. Gainerako paziente ia 

guztiek (%5-10) HLA-DQ8 heterodimeroak adierazten dituzte, gehienetan DQB1*03:02 

2. Irudia. Berezko erantzun immunitarioren irudi eskematikoa GZan. Enterozitoek epitelio-hesia osatzen 

dute, Gap- zein Adherens-loturak edota lotura-estuen bidez elkar konektatzen direlarik. Hala ere, lotura 

horiek kaltetuta daude GZan, heste-argia eta lamina proprioaren arteko iragazkortasuna handituz, horrek 

gliadina-peptidoak gurutzatzea errazten duelarik. Gliadina-peptido horiek, zelula antigeno hartzaileen 

bitartez erantzun immunitario egokitzailea aktibatzeaz gain, hantura-zitokinen ekoizpena ere eragiten 

dute, hala nola IL8 eta IL15, baita MIC-A molekulen adierazpena ere estres-egoerapean dauden 

enterozitoen gainazalean. Zitokina horiek berezko sistema immunitarioko zelulak aktibatzen dituzte, hala 

nola LIE eta NK zelulak. Hala, aktibatutako NK zelulek NKG2D hartzaileak dituzte gainazalean eta 

hartzaile horiek MIC-A molekulak ezagutu eta haiei lotzen zaizkie, zelula immunitarioak fenotipo 

zitotoxikora aldatuz eta enterozitoen apoptosia eraginez. BioRenderrekin sortutako irudia. 



SARRERA 

  
21 

eta DQA1*03 geneek kodetuak (Cecilio & Bonatto, 2015; Megiorni & Pizzuti, 2012). Hala ere, 

molekula horiek adieraztea ez da nahikoa gaixotasuna garatzeko, GZa pairatuko ez 

duten biztanleen %30ak alelo horiek izateak frogatzen duen bezala (Caio et al., 2019). 

Bere osotasunean, HLA eskualde genomikoak gaixotasunari egiten dion ekarpena %40 

ingurukoa dela uste da (Megiorni & Pizzuti, 2012). Azken finean, HLA aleloa horiek 

ezinbestekoak dira, baina ez GZa garatzeko nahikoak.  

Errendimendu handiko genotipaketa-plataformen eskuragarritasunak eta aldaketa 

genomikoei buruzko informazioak genoma osoko asoziazio-azterketak (Genome Wide 

Association Study edo GWAS ingelesez) egiteko aukera eman dute. Azterketa horien 

bidez, eritasun desberdinak dituzten pertsonen genoma osoa aztertu nahi izaten da, eta 

gaixotasun bakoitzean ohikoenak diren aldaerak identifikatzea da helburua; ondoren, 

nukleotido bakarreko aldaeren (single nucleotide polimorphism edo SNP ingelesez) eta 

patologien arteko asoziazioa azaltzeko (Nica & Dermitzakis, 2013; Visscher et al., 2012).  

Duela 15 urte GZaren lehenengo GWASa egin zenetik hona (van Heel et al., 2007), 

GZaren oinarri genetikoaren ezagutza eta ulermenean aurrerapen handiak egin dira. 

Gaur egun, GZarekiko suszeptibilitatearekin asoziatuta dauden HLA eremutik kanpoko 

57 eskualde genomiko identifikatu dira (Dubois et al., 2010; Trynka et al., 2011). Eskualde 

horietako batzuen eragin funtzionala baliozkotu da (Castellanos-Rubio et al., 2016; Jauregi-

Miguel et al., 2019; Olazagoitia-Garmendia et al., 2021). Gainera, asoziatutako SNPen 

mendeko zenbait mekanismo deskribatu dira, eta GZaren berezko hanturari egiten 

dioten ekarpena azaldu da. 

GZarekin asoziatutako SNP horietako bat, GZaren garapenean parte hartzen duen lnc13 

RNA ez-kodetzaile luzearen (long non-coding RNA edo lncRNA ingelesez) exoian 

kokatuta dago. SNP horrek lnc13 eta hnRNPDren arteko loturari eragiten dio, eta 

ondorioz, lnc13 bidezko zenbait hantura-generen adierazpen murrizpenean  (Castellanos-

Rubio et al., 2016). 
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NFkB bidezidorraren erregulazioan parte hartzen duen XPO1 genearen 5’UTRan 

GZarekin asoziatutako beste SNP bat dago. Arrisku aleloaren presentziak m6A 

metilazioaren emendioa dakar XPO1 RNA mezulariaren (messenger RNA edo mRNA 

ingelesez) 5’UTRan eta ondorioz, XPO1 proteina gehiago ekoizten da. XPO1 

proteinaren igoera horrek, NFkBren bidezidorraren gain-aktibazioa eta inflamazioa 

eragiten ditu (Olazagoitia-Garmendia et al., 2021). 

1.3. GZaren garapenean inplikatuta egon daitezkeen ingurumen-faktoreak 

Glutena GZaren ingurumen-eragile nagusia da, eta gaixotasunaren garapenean duen 

zeregina sakon aztertu da. Suszeptibilitate genetikoa duten pertsonengan glutenak 

abiarazitako erantzun immunitarioa ondo deskribatuta dago. Hala ere, glutenaz gain, 

erantzun immunitarioaren aktibazioan parte hartzen duten beste ingurumen-eragile 

batzuk ere egongo dira ziurrenik. 

Traktu gastrointestinalean giza gorputzeko mikrobio-populazio handiena dago (Zhang et 

al., 2020). Hesteetako mikrobiotak funtzio garrantzitsua betetzen du digestioan eta 

ostalariaren erantzun immunitarioaren modulazioan; horregatik, bere osaeran gertatzen 

diren aldaketek hesteetako epitelio-hesian eragin dezakete, hesteko iragazkortasuna 

emendatuz, esaterako (Lerner et al., 2017). Izan ere, zenbait ikerketek azaldu dute 

gaixotasun autoimmunitarioak dituzten pazienteek hesteetako mikrobiomaren (biroma 

barne) osaeran eta aniztasun proportzioetan desberdintasunak dituztela, pertsona 

osasuntsuekin alderatuta (Pecora et al., 2020; Spencer et al., 2022; Zhang et al., 2020), eta 

horrek iradoki lezake mikrobiota patologia horien garapenean inplikatuta dagoela. Hala 

ere, GZari dagokionez ez da oraindik asko sakondu ikerketa-eremu honetan, eta ezer 

gutxi dakigu mikrobiotak patogenesian izan dezakeen eraginari buruz (Leonard et al., 

2021). 
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Duela gutxi, Epstein Barr birusaren eta esklerosi anizkoitzaren arteko elkarketaren 

aurkikuntzak (Bjornevik et al., 2022) birus-infekzioek gaixotasun autoimmunitarioen 

garapenean izan dezaketen garrantzia azpimarratu du. GZaren patogenesiari 

dagokionez, errotabirus eta reobirusen infekzioak dira balizko eragile-biralen  hautagai 

nagusiak. Hainbat ikerketek Reoviridae familiako birus horien infekzioen eta GZaren 

arteko lotura erakutsi dute, nahiz eta oraindik ez den balioetsi (Bouziat et al., 2017; Lars C 

Stene et al., 2006). 
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2. Birus-infekzioak 

Lehen esan bezala, birus-infekzioak zenbait gaixotasun autoimmuneren eragile gisa 

proposatu dira, GZa barne. 

Birusak bizi-unitate konplexuak dira, ez baitira gai beren bizi-zikloa osatzeko beste zelula 

bat kutsatu gabe, zelula ostalariaren makineria behar baitute genoma erreplikatzeko. 

Eboluzioan zehar, organismo ostalariek eta birusek elkarrekin eboluzionatu dute, eta 

elkarrekintza honen ondorioz, birus mota ugari sortzearekin batera, haien aurkako 

defentsa-mekanismo desberdinak ere garatu dira (Kaján et al., 2020). Ugaztunetan, 

birusek zelula mota ezberdin asko kutsa ditzakete, hala nola azaleko zelula epitelialak, 

T zelulak eta sistema immunitarioko beste hainbat zelula, baita neuronak zein nerbio-

sistema zentraleko beste zelula batzuk ere. Hala ere, birusen sarbide nagusia 

arnasbideak eta traktu gastrointestinala dira (Liang & Bushman, 2021; Spencer et al., 2022). 

Azken honek giza gorputzeko birus-populazio handiena biltzen du, eta birus gordailu 

erraldoi honi hesteetako biroma esaten zaio (Cao et al., 2022). Global Virome datu-baseak 

dioenez, giza heste-biromaren %97,7 fagoak dira (bakterioak kutsatzen dituzten 

birusak), %2,1 birus eukariotikoak dira (landare eta ugaztunen birusak, batik bat) eta 

%0,1 arkeobakteorio-birusak dira (archaea erreinuko prokariotoak kutsatzen dituzten 

birusak) (Gregory et al., 2020). 

Eukariotoen DNA-birus gehienak, sor edo latentzia-fasean daude baldintza 

egonkorretan (26). Bien bitartean, RNA-birusak ez dira ohikoak egoera osasuntsuan 

(Liang & Bushman, 2021). Hesteetako infekzioetan parte hartzen duten birus eukariotikoei 

birus enteriko edo heste-birus deritze. Oro har, giza hesteetako RNA biroma DNA biroma 

baino askoz gutxiago aztertu da. Izan ere, RNA birusak, DNA birusekin alderatuta, ez 

dira hain egonkorrak lagin biologikoetan eta horrek zaildu egiten du sekuentziazio 

metagenomikoaren bidezko identifikazioa (Krishnamurthy et al., 2016). 
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Pertsonek birus-infekzio bat jasaten dutenean RNA birus patogenoak giza-hesteetan 

ager daitezke, beherakoak eragin ditzaketelarik (Julio-Pieper et al., 2021). Gastroenteritis 

akutuan gehien detektatzen diren birus eukariotikoak Reoviridae (errotabirus) eta 

Picornaviridae (enterobirusak, ekobirusak, eta abar) familiako birusak dira (Finkbeiner et 

al., 2008; Wilhelmi et al., 2003). Alabaina, errotabirusa da 5 urtetik beherako haurren artean 

heriotza gehien eragiten dituen birusa. (Fulci et al., 2021). Honetaz gain, hesteetako birus-

infekzio batzuk gaixotasun autoimmuneen garapenarekin erlazionatu dira. Adibidez, 

enterobirusak 1 motako diabetesa garatzeko birus-hautagai nagusiak dira, Coxsackie B 

birusa izanik paziente prediabetiko eta diabetikoetan gehien agertzen den enterobirusa 

(Filippi & Von Herrath, 2008; Hyöty & Taylor, 2002). 

2.1. Birus-infekzioak eta GZa 

GZari dagokionez, HLAren arrisku genotipoa duten 1-4 urte bitarteko 6000 haur baino 

gehiagoren kohorte-azterketa batek erakutsi zuen lotura dagoela infekzio 

gastrointestinalak pairatu izanaren eta infekziotik hiru hilabetera GZaren 

autoimmunitatea garatzeko arriskuaren artean (Kemppainen et al., 2017; Lindfors et al., 

2020). Gainera, ikerketa horrek agerian utzi zuen errotabirusaren aurkako txertoa hartu 

zuten haurrek GZaren autoimmunitatea izateko arrisku txikiagoa zutela txertatu gabeko 

haurrekin alderatuz gero. Honek, GZarekin erlazionatutako infekzio gastrointestinalen 

portzentai bat, gutxienez, errotabirus-infekzioak izan zitezkeela iradokitzen du 

(Kemppainen et al., 2017; Lindfors et al., 2020). Honetaz gain, errotabirusak GZaren eragile 

gisa proposatu izan dira, errotabirus-infekzio errepikatuen ebidentzia serologikoa eta 

GZaren autoimmunitatearen hasiera korrelazionatuta baitaude (Lars C Stene et al., 2006).  

Ugaztunen T1L ortoreobirusa (reobirusa), Reoviridae familiako dsRNA birus enterikoa, 

GZaren birus-eragile gisa proposatu da ere (Bouziat et al., 2017). Bouziat et al-ek paziente 

zeliakoek reobirusen aurkako antigorputzen maila altuagoak zituztela adierazi zuten. 

Reobirus-infekzioak glutenarekiko ahoko tolerantzia apurtzen du eta TG2 aktibatu. 
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Gainera, T zelulen fenotipoaren aldaketa eragiten du, T zelula erregulatzaile periferiko 

izatetik dietaren antigenoren aurkako Th1 motako zelula izatera, eta aldaketa hau IFN-I 

eta IRF1ren menpeko mekanismo baten bidez gertatzen dela aipatzen da. Bestetik, 

Brigleb et al-en ikerketa batek reobirus-infekzioan ikusitako hantura-egoeraranzko 

aldaketa hori NK zelula aktibatuek eragiten dutela erakutsi zuen (Brigleb et al., 2022).  

2.2. Birusen aurkako immunitatea 

Birusen aurkako erantzun immunitarioa organismo ostalariak duen birusen kontrako 

lehen defentsa lerroa da. Ugaztunetan, birus-infekzioek IFN gene familiaren 

adierazpena eragiten dute zelula ostalarian. IFN ekoizpenak birusaren aurkako 

erantzuna aktibatzea dakar, birusaren erreplikazioa inhibitzeko interferonak 

estimulatutako geneak (Interferon stimulated genes edo ISG ingelesez) induzituz 

(Schmid et al., 2010; Schoggins & Rice, 2011). ISGek birusen aurkako jarduera duten 

proteinak kodetzen dituzte, eta egoera basalean adierazten badira ere, birus-

infekziopean adierazpena asko emendatzen da (Schoggins & Rice, 2011). ISG horiek IRF 

eta STAT familiako transkripzio-faktoreek erregulatzen dituzte, bai JAK-STAT 

bidezidorraren menpe baita modu independentean ere (Chiang & Liu, 2019; Schmid et al., 

2010). 

2.2.1. I motako IFN seinaleztapen bidea eta IFN ekoizpena  

IFN proteinak 1950eko hamarkadan identifikatu ziren eta hiru familiatan sailkatzen dira: 

I, II eta III. Horien artean, I. motako IFNak dira IFN familia nagusia, eta hainbat IFNa 

genek eta IFNb gene bakarrak kodetzen dituzte. Hala ere, guztiak lotzen dira mintz 

zelularreko konplexu heterodimerikoa den interferon hartzailera (IFN receptor edo IFNR 

ingelesez), birusen aurkako funtzioak betetzeko (Negishi et al., 2018). Modu horretan, 

IFNek birus-infekzioen aurkako berezko erantzun immunitarioan paper garrantzitsua 

dute. Hala ere, haien aktibazio okerrak gaixotasun autoimmunitarioak garatzen lagun 
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dezake, lupus eritematoso sistemikoa esaterako (Banchereau & Pascual, 2006). Beraz, 

IFNen ekoizpena zorrotz erregulatuta egotea ezinbestekoa da. 

Birus-infekzioetan, IFNak IFN-I bidezidorreko transdukzio-seinaleztapen zenbait 

urratsen ondorioz sintetizatzen dira (3. irudia). Seinaleztapen ur-jauzi hori PRR 

zitoplasmatiko edota endosomikoen bidezko patogenoei asoziatutako patroi 

molekularren (Pathogen-associated molecular patterns edo PAMPs inglesez) 

ezagutzearen ostean edo zitokinak beren hartzaileetara lotzean hasten da (Medzhitov & 

Janeway, 2000). Patroiak ezagutzeko hartzaileak (Pattern-recognitiion receptor edo PRR 

ingelesez), mintzetako Toll gisako hartzaileak (Toll-like receptor edo TLR ingelesez)  eta 

RIG-I gisako hartzaile (RIG-I like receptors edo RLR) zitosolikoak barne, berezko 

erantzun immunitarioaren funtsezko faktoreak dira, interferon faktore erregulatzaileen 

(Interferon Regulatory Factor edo IRF ingelesez) familiako transkripzio-faktoreak 

aktibatzen baitituzte. 

Ugaztunetan, IRF transkripzio faktoreen familia IRF1-9 izena duten bederatzi kidek 

osatzen dute (Mancino & Natoli, 2016; Paun & Pitha, 2007). Bederatzi IRF horietatik, IRF3 

eta IRF7 birus-infekzioen osteko IFN geneen indukzioan inplikatuen dauden 

transkripzio-faktoreak dira. IRF1 eta IRF5 ere inplikatuta daude birusen aurkako 

erantzunean, neurri txikiagoan bada ere (Negishi et al., 2006; Takaoka et al., 2005). IRF 

familiako proteinek paper kritiko eta askotarikoak betetzen dituzte mikrobioen 

ezagutzatik IFN eta hantura-zitokinen adierazpenerako bitarteko prozesuan (Ikushima et 

al., 2013). 
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TLR seinaleztapena IRF proteinak aktibatzeko bidezidor garrantzitsuenetako bat da 

(Medzhitov, 2001; Uematsu & Akira, 2007). TLR seinaleztapenaren bidezko erregulazioak 

bi bide ditu: alde batetik MyD88 proteina egokitzailearen menpeko bidea dago, eta 

bestetik TRIF proteina egokitzailearen menpeko bidea. Bi bideek transkripzio-faktore 

asko aktibatzen dituzte, IRFak barne (Kawai & Akira, 2006a; Negishi et al., 2018; Uematsu & 

Akira, 2007). Behin aktibatuta, IRFak DNAren sekuentzia espezifikoekin lotu daitezke 

(ISRE bezala ere ezagutzen dira) eta IFN-I eta hantura-zitokinak kodetzen dituzten 

geneen transkripzioa dezakete (Aria Csumita et al., 2019; Tanaka et al., 1993). 

3. irudia. IFN-I bidezidorraren irudi eskematikoa. Birusak zelulak kutsa ditzake bere azido nukleikoak 
soilik zuzenean sartuz edo endosomen bidez birus osoak sartuz. Beraz, virus-infekzioek IFN-I ekoizpena 
seinaleztapen-bide desberdinetatik eragiten dute. Alde batetik, birus-partikuletatik eratorritako DNA edo 
RNA molekula zitoplasmatikoek IFN-I ekoizpena cGAS-STING eta RIG-I/MDA5-MAVSen bidez eragiten 
dute, hurrenez hurren, bi bide hauek TBK1IKKe-n elkartzen direlarik. Harizpi bikoitzeko RNA (dsRNA) 
molekulak TLR3 hartzaile endosomalak ere ezagutzen ditu eta TBK1/IKKe aktibatzen du TRIF-NAP1 
bidez. TLR4 hartzailearen lotugaiak diren LPS eta gliadinak ere TRIF-NAP1 bidea aktibatzen dute. 
TBK1/IKKe-k IRF3 eta IRF7 fosforilatzen dute, nukleorako translokazioa sustatuz, eta batez ere INFB1 
genearen adierazpena eraginez. Bestetik, TLR7/8 eta TLR9 hartzaile endosomalek harizpi bakarreko 
DNA (ssDNA) eta harizpi bikoitzeko DNA (dsDNA) ez-metilatua ezagutzen dute, hurrenez hurren, eta 
IKKa/b aktibatzen dute. NFkB bidezidorra Myd88-TRAF6 bidez aktibatzen da ere. IKKa/b-k IRF5 eta 
IRF7 fosforilatzen ditu, nukleorako translokazioa sustatuz, eta batez ere INFA genearen adierazpena 
eraginez. BioRenderrekin sortutako irudia. 
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TLR3 batez ere zelula barneko endosomen eta fagosomen mintzean aurkitzen da. 

TLR3k birusen RNA eta harizpi bikoitzeko RNA (double strand RNA edo dsRNA 

ingelesez) analogo sintetikoa den poly(I:C) ezagutzen ditu (Alexopoulou et al., 2001; 

Matsumoto & Seya, 2008). Aitzitik, TLR4 mintz zelularreko hartzailea da, zeinak bakterio 

gram-negatiboen lipopolisakaridoak (LPS) eta beste PAMP edo DAMP batzuk 

ezagutzen dituen (Y.-C. Lu et al., 2008; Negishi et al., 2012). TLR4k glutenetik eratorritako 

gliadina-peptidoak ere ezagutu ditzake (Palová -Jelínková et al., 2013). Bai TLR3k eta bai 

TLR4k TRIF proteina egokitzailea erabiltzen dute seinaleztapen ur-jauzian behera NAP1 

eta TBK1 errekrutatzeko, eta IRF3 eta IRF7 fosforilazio bidez aktibatzeko (Kawai & Akira, 

2005; Matsumoto & Seya, 2008; Perry et al., 2004). TLR3z gain, TLR7/8 eta TLR9 dira 

birusen PAMPak ezagutzeko endosometako PRR ezagunenak. TLR7/8 eta TLR9k 

birusen harizpi bakarreko RNA (single strand RNA edo ssRNA ingelesez) eta DNAren 

metilatu gabeko CpG motiboak ezagutzen dituzte, hurrenez hurren (Chan et al., 2015; de 

Oliveira Mann & Hornung, 2021; Kawai & Akira, 2006b). TLR horiek MyD88 errekrutatzen 

dute IKKa edo IKKbren menpeko fosforilazioa eta IRF7 edo IRF5ren aktibazioa eragiteko 

(Balkhi et al., 2010; Bergstrøm et al., 2015). IRF7 TRAF6rekin ere elkartzen da bere auto-

aktibaziorako (Honda K et al., 2005; Kawai et al., 2004). 

Bestalde, RNA birus batzuk zitoplasman sartzen dira zuzenean, eta bertan RLR 

familiako RIG-I eta MDA5 kideek detektatzen dituzte (Kato et al., 2006; Yoneyama et al., 

2005). Lotugaiekiko ezagutzak (batez ere dsRNArenak)  RIG-I eta MDA5 mitokondrietara 

mugitzea eragiten du, eta bertan MAVSekin (IPS1 ere deitua) elkartzea dakar (Kawai & 

Akira, 2006a; H. Kumar et al., 2006; Q. Sun et al., 2006). Interakzio honek TBK1 eta IKK-e 

aktibatzeko eta IRF3 eta IRF7 fosforilatzeko beharrezkoa den seinale-transdukzioari 

hasiera ematen dio (Fitzgerald et al., 2003; Sharma et al., 2003).  RLR-bidezko IFN-I geneen 

adierazpenaren antzera, IRF3k eta IRF7k zitosoleko DNA eta endosometako DNA edo 

RNA molekulen ezagutzaren ondorengo IFN-I indukzioan ere parte hartzen dute. cGAS 
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birusen DNAra lotzeak ATP eta GTPtik eratorritako cGAMPen ekoizpena katalizatzen 

du (Cai et al., 2014; L. Sun et al., 2013; J. Wu et al., 2013). cGAMP STING proteinarekin 

elkartu eta honen aktibazioa eragiten duen bigarren mezulari bat da. STINGek proteina 

egokitzaile gisa jokatzen du, zeinak TBK1-en menpeko IRF3 eta IRF7ren fosforilazioa 

sustatzen duen (Ishikawa et al., 2009; Zhong et al., 2008). 

Birus-infekzioek IRF3 eta IRF7ren fosforilazio espezifikoa eragiten dute. Fosforilazio 

honek IRF3 bere buruarekin edo fosforilatutako IRF7rekin dimerizatzea ahalbidetzen du, 

eta horrela CBP/p300 eta beste zenbait koaktibatzailek osatzen duten konplexua 

eratzen da (Honda & Taniguchi, 2006; Yoneyama et al., 1998). Konplexu koaktibatzaile hau 

nukleora lekualdatzen da ondoren, eta IFN-I geneen promotoreetako ISRE 

sekuentziekin lotzen dira hauen transkripzioa sustatuz (Honda & Taniguchi, 2006). Horrela, 

interferon kantitate handiak ekoizten dira eta birusen aurkako erantzun egokia induzitzen 

da. 

2.2.2. JAK-STAT seinaleztapen-bidea eta ISGen ekoizpena 

Zelula mota ia guztiek erantzuten dute IFN-I bidezko birusen aurkako immunitate 

eraginkorrarekin (Müller et al., 1994; Platanias, 2005). IFNak bere hartzaileekin lotzen 

direnean, IFNR-JAK dimerizazioa edo oligomerizazioa gertatzen da, eta horrek aukera 

ematen du JAKen tirosinen hondarren transfosforilazioa ahalbidetzen du. Horrela, 

IFNRri lotutako JAK-STAT bidezidorraren seinale-transdukzioa hasten da, ISGren 

transkripzioa induzituta amaituko dena. IFN bere hartzaileari lotu eta JAKen fosforilazioa 

gertatu ostean, JAK aktibatuek IFNRren alde zitoplasmatikoen fosforilazioa eragiten 

dute, STAT proteinentzako lotura-guneak hornituz. Ondoren, JAK-STAT elkarrekintza 

gertatzen da, eta STAT proteinen tirosina hondarrak fosforilizatzen dira. STAT1 eta 

STAT2 fosforilatzeak STAT1/STAT2 heterodimeroa eratzea dakar, zeina IRF9rekin 

elkartu eta ISGF3 konplexua osatuko duen. Gero, nukleora sartzen da ISGen 

adierazpena abiarazteko hauen promotoreetako ISREren sekuentzietara lotzean (Chiang 
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& Liu, 2019; Ivashkiv & Donlin, 2014; Negishi et al., 2018; Pestka et al., 2004; Schmid et al., 2010; 

Taniguchi & Takaoka, 2001) (4. Irudia). 

 

Hainbat ISGren birusen aurkako antibiralak ondo aztertu eta deskribatu dira. Adibidez, 

IFIT1-3, biperina eta Mx1ek birusaren erreplikazioa inhibitu dezakete (Schoggins & Rice, 

2011). JAK2, STAT1, STAT2 eta IRF9, IFN erantzunak indartzeko JAK-STAT 

bidezidorreko seinaleak anplifikatzen dituzten beste ISG batzuk dira (Ivashkiv & Donlin, 

2014). Gainera, RIG-I, cGAS, IRF5 eta IRF7 bezalako ISGek zelulak prestatu ditzakete 

birusen PAMPen ezagutza areagotzeko eta IFN adierazpen emendatua lortzeko 

(Schneider et al., 2014). IRF transkripzio-faktoreek hainbat ISGren adierazpena induzitu 

dezakete zuzenean, JAK-STAT bidezidorraz gaindi (Wu & Chen, 2014). Adibidez, IRF3k 

ISG15 eta SAMHD1en adierazpena abiarazten du birusen aurkako erantzun 

4. irudia. JAK-STAT bidezidorraren irudi eskematikoa. IFN-I IFNRrekin lotzen da eta JAK-TYK2 kinasak 
aktibatzen ditu, zeinak STAT1 eta STAT2 fosforilatu eta euren dimerizazioa sustatzen duten. IRF9 
STAT1 eta STAT2rekin lotzen da eta ISGF3 konplexua eratzen da. ISGF3 konplexua nukleora 
lekualdatzen da eta ISGen adierazpena eragiten du. Horrela, IFNb, ISG15 eta CXCL10 bezalako birusen 
aurkako zitokinak ekoizten dira, besteak beste. IFNb IFNRrekin lotu daiteke eta erregulazio 
atzeraelikatze positibo bat sortu. BioRender bidez sortutako irudia. 
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immunitarioaren lehen defentsa-mekanismo gisa (Maelfait et al., 2016; Morales & 

Lenschow, 2013). IRF7k ISG adierazpena ere erregulatu dezake IFN bitarteko 

seinaleztapenik ez dagoenean (Daffis et al., 2008; Schoggins & Rice, 2011). 

2.2.3. IRF7 

IRF familiak NFkB familiarekin batera eboluzionatu du (Hiscott, 2007; Nehyba et al., 2009). 

Ondorioz, ezaugarri batzuk partekatzen dituzte: bi familiak PRR berdinekin eta IKK bide 

beretik datozen seinaleen bidez aktibatzen dira; IFN-b moduko zitokinen erregulazioan 

batera jarduten dute, eta berezko erantzun immunitarioaren partaide garrantzitsuenak 

dira (Honda & Taniguchi, 2006; Iwanaszko & Kimmel, 2015; Tamura et al., 2008). 

IRF familiako kideek antzekotasun nabarmena aurkezten dute N-muturreko DNAra 

lotzeko domeinu (DNA Binding Domain edo DBD ingelesez) kontserbatuari dagokionez. 

Domeinu hau triptofano bostekoan datza, eta DNAri lotzeko funtsezkoa da (Aria Csumita 

et al., 2019; Tanaka et al., 1993; Veals et al., 1992). C-muturrak, ordea, desberdinak dira IRF 

familiako kideen artean, kide bakoitzari funtzio ezberdinak esleitzeko. Orokorrean, kide 

guztiek IRF-lotura domeinu bat, nukleorako esportazio-sekuentzia bat, domeinu 

autoinhibitzaile bat eta PAMP bezalako seinaleei erantzuten dien domeinu bat dituzte 

(W. Chen & Royer, 2010). Seinaleei erantzuteko domeinuak fosforilazioa jasaten duten 

serina hondar gakoak ditu, patogenoek zelulak kutsatzean fosforilatzen direnak, IRF 

proteinen aktibazioa eraginez (Ikushima et al., 2013; Ning et al., 2011). 

IRF proteinen artean, IRF3 eta IRF7 dira dsRNA birusen, hala nola errotabirusa eta 

reobirusa, aurkako erantzunean parte hartzen duten IRF familiako kide nagusiak. IRF3 

konstitutiboki adierazten den arren, honen adierazpena zorrotz erregulatuta dagoen 

transkripzio-faktore bat da. Egoera basalean, konformazio inaktiboan egon ohi da 

zitoplasman, auto-inhibizio mekanismoen ondorioz (Qin et al., 2003; Yanai et al., 2018). 

IRF7 aktibatzeko prozesua IRF3renaren antzekoa da. Hala ere, IRF3ren aldean, IRF7 

maila baxuetan adierazten da egoera basalean, baina birus-infekzioak gertatzen 
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direnean IFN-I bidezko erantzunen ondorioz, IRF7ren adierazpena asko emendatzen da 

modu autokrinoan eta atzeraelikatze positiboaren bitartez (Kawai et al., 2004; Litvak et al., 

2012; Ning et al., 2011). 

IRF7 infekzio ondorengo fase berantiarrean parte hartzen du, IRF3k ez bezala, birusen 

aurkako erantzun goiztiarrean jarduten baitu (W. Wu et al., 2020). Birus-infekzioen lehen 

fasean, zelulan maila baxutan dagoen IRF7 endogenoa fosforilatu eta aktibatzen da IFN-

I seinaleztapen-bidearen bidez (Honda K et al., 2005; Honda & Taniguchi, 2006). 

Aktibatzean, IRF7k, IRF3, NFkB, c-Jun, AFT2 eta p300/CREBri lotzen den proteinarekin 

batera, transkripzioa areagotzen duen konplexua eratzen du eta IFNB1 genearen 

promotorearekin lotzen da (Wathelet et al., 1998), IFNb ekoizpena areagotuz eta, 

ondorioz, JAK-STAT seinaleztapen-bidea aktibatuz. IRF7 bera ISG bat da eta beraz, 

ISF3 konplexua IRF7ren promotorean kokatzen da IRF7ren sintesia areagotuz. 

Ondoren, IRF7 sintetizatu berria aktibatzen da eta IFN induzitzen du, gero eta IRF7 eta 

IFN gehiago sortzeko (Marie et al., 1998; Ning et al., 2011; Sato et al., 1998). Horrela, 

zelularen IRF7 iturri nagusia den erregulazio positiboko atzeraelikatzea sortzen da. 

IRF7 IFN-I erantzunaren erregulatzaile nagusitzat jotzen da, birus-infekzioen fase 

berantiarrean bidezidor hori aktibatuta mantentzearen funtzio kritikoa betetzen baitu 

(Honda K et al., 2005). Ondorioz, IRF7ren erregulazio egokia funtsezkoa da erantzun 

immunitario egokia lortzeko. Izan ere, IRF7 maila altuak etengabe izateak gehiegizko 

erantzun immunitarioa ekar lezake, baita egoera basalean ere, eta horrek, era berean, 

autoimmunitatearen garapena eragin dezake. IRF5 da orain arte gaixotasun 

autoimmunitarioei dagokionez gehien aztertu den IRF familiako kidea, eta bere 

sekuentzian lupus eritematoso sistemikoarekin lotura duten polimorfismo asko aurkitu 

dira; hala ere, aldaera hauen funtzionaltasuna ez da oraindik ikertu (Banchereau & Pascual, 

2006). Ordea, ezer gutxi dakigu IRF7k autoimmunitatean duen inplikazioaz. 
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Proteina mailako IRF7ren erregulazioa sakon aztertu da eta aski ezaguna da. Besteak 

beste TBK1, IKKe eta IKKa bidezko fosforilizazioaz aktibatzen dela jakina da (Hemmi et 

al., 2004; Iwamura et al., 2001; Sharma et al., 2003). Hala ere, fosforilazioaz gain IRF7k 

itzulpen osteko beste eraldaketa batzuk ere jasaten ditu. Eraldaketa horien artean 

ubikitinizazioa, sumoilazioa eta azetilazioa daude. Ubikitinizazioak degradazioari (Higgs 

et al., 2010) eta aktibazioari (Ling et al., 2019; Ning et al., 2008) eragiten die, ubikitinizazio 

motaren arabera. Sumoilazioak (Kubota et al., 2008) eta azetilazioak (Caillaud et al., 2002), 

bestetik, IRF7ren transkripzioan duen jardueran eta DNAri lotzeko duen gaitasuna 

kaltetzen dituzte, hurrenez hurren.  

IRF7ri eragiten dioten itzulpen osteko eraldaketa asko identifikatu diren arren eta IRF7 

proteina mailetan duen eragina deskribatu den arren, proteinen sintesia kontrolatzeko bi 

mekanismo baino ez dira deskribatu. Alde batetik, IRF7 mRNAren itzulpena 4E-BP1/2 

itzulpen-errepresoreek erreprimitzen dute eIF4F konplexuaren eraketa inhibitzen 

dutenean (Colina et al., 2008). Bestalde, OASL1ek IRF7 mRNAren itzulpena inhibitzen du 

IRF7ren 5′UTRra lotuz eta seguraski 43Sren itzulpenaren aurre-abiarazte konplexuaren 

eskaneatzea eragotziz (M. S. Lee et al., 2013). 

Azkenik, IRF7ren transkripzio mailako erregulazioari buruz ezer gutxi deskribatu da. 

Giza IRF7 genea 11p15.5 kromosoman dago, eta lau isoforma edo moztitsasketa-

aldaera natural kodetzen ditu (L. Zhang & Pagano, 2002). IRF7ren promotorean, TATA 

kaxaren alboan, CpG uharte bat dagoela uste da. CpG uhartea metilatuta dago giza 

fibroblastoetan, eta IRF7ren promotorearen metilazio honek genea isilaraztea dakar 

zelula hauetan (R. Lu et al., 2000). IRF7 isilarazteko beste mekanismo epigenetiko bat ere 

deskribatu da, non FOXO3 transkripzio-faktorea NCOR2 eta HDAC3rekin elkartzen den 

eta IRF7ren promotorera errekrutatzen dituen, histonen deazetilazioaren ondorioz 

kromatina-egitura itxia mantentzeko (Litvak et al., 2012).  
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Makineria epitranskriptomikoa, eta zehazkiago m6A makineria, IRF7ren erregulazioan 

inplikatuta dago ere, nahiz eta m6A markarekin zerikusirik ez izan. YTHDF3 m6A 

irakurlea PABP1 eta eIF4G2rekin elkartzen da FOXO3 proteinaren sintesia sustatzeko, 

FOXO3 mRNAko itzulpen-hastapeneko eskualdera lotuz (Y. Zhang et al., 2019). Horrela, 

zeharka bada ere, YTHDF3k IRF7ren adierazpenari eragiten dio. Hala ere, oraindik ez 

da azaldu m6A marka epitranskriptomikoak IRF7n izan dezakeen eragin zuzena. 
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3. Epitranskriptomika 

Epitranskriptomika RNA transkribatu osteko eraldaketak aztertzen dituen epigenetikaren 

adarra da. Orain arte, 150 eraldaketa kimiko baino gehiago identifikatu dira RNA 

molekuletan (Kumar & Mohapatra, 2021; Mathlin et al., 2020). Gehienak kodetzen ez diren 

RNA txikietan gertatzen dira, hala nola, transferentziako RNA (ingelesez transfer RNA 

edo tRNA) eta RNA erribosomikoan (ribosomic RNA edo rRNA) (Machnicka et al., 2013; 

Schwartz, 2016). Hala ere, marka epitranskriptomikoak mRNA eta lncRNA molekuletan 

ere aurkitu daitezke, besteak beste, m6A (Dominissini et al., 2012), m1A (Dominissini et al., 

2016), inosina (Slotkin & Nishikura, 2013), m7G (Furuichi & Sekiya, 2015), m3C (Luang Xu et 

al., 2017), m5C (Hussain et al., 2013), ac4C (Arango et al., 2018) eta pseudouridina (Simen 

Zhao & He, 2015) (5. irudia). Horien artean, m6A da zenbait espezie eukariotoen 

(esaterako, legamia, landare, euli eta ugaztunak) mRNA molekuletako transkripzio 

osteko eraldaketa nagusiena (Desrosiers et al., 1974; Schwartz, 2016; Yue et al., 2015). Azken 

hamarkadan sakon aztertu da eta egoera osasuntsuetan zein gaixotasunetan duen 

inplikazioa deskribatu da. 

 

 

 

 

 

5. Irudia. mRNA eta lncRNA molekuletako aldaketa epitranskriptomiko nagusien formula kimikoak. 

Aldaketa kimikoak gorriz nabarmenduta daude eta aldamenean, aldatu gabeko RNA baseak ageri dira. 

(Mathlin et al., 2020) artikulutik moldatutako irudia.  
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3.1. N6-methyladenosina (m6A) 

m6A aldaketa, adenosina (A) nukleotidoari gehitzen zaion metilo talde batean datza. 

Metilo talde gehigarri hori DRACH moduan ezagutzen den kontsentsuzko sekuentzian 

kokatzen da, non D = A, G edo U; R = A edo G, eta H = A, U edo C diren (Dominissini et 

al., 2012; Linder et al., 2015). m6A aldaketa kimikoa 1970eko hamarkadan aurkitu zen 

lehen aldiz (Desrosiers et al., 1974), baina haren funtzioa eta zelula-prozesuetan duen 

papera ez zen ezagutu duela 10 urte arte, bereizmen handiko sekuentziazio-, mapaketa- 

eta kuantifikazio-teknikak garatu arte, hain zuzen. Orain arte, 10.000 m6A motibo baino 

gehiago baliozkotu dira giza RNA transkriptoen %25 baino gehiagotan, eta batez ere 

exon luzeetan, amaiera kodoien inguruan eta 3’UTRtan kokatzen direla frogatu ahal izan 

da (Meyer et al., 2012) (6. Irudia). 

 

 

Ikerketa ugarik aztertu dute eraldaketa honek mRNA molekulen metabolismoan dituen 

ondorioak. Gaur egun, jakina da m6Ak RNAren konformazioa, egitura (N. Liu et al., 2017)  

eta egonkortasuna (Huang et al., 2018; C. Tang et al., 2017; X. Wang et al., 2014) alda 

ditzakeela, mRNAren heltze-prozesuan eragin dezakeela, splicing edo moztitsasketan 

parte hartuz eta poliadenilazio alternatiboa bultzatuz (C. Tang et al., 2017; Xiao et al., 2016); 

6. irudia. m6A aldaketa kimikoaren maiztasuna eta banaketa mRNA molekuletan zehar. (Z. Zhang et al., 

2019) artikulutik moldatutako irudia. 
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eta nukleoko prozesamendua eta mRNA molekulen nukleo-esportazioa areagotu 

ditzakeela (Lesbirel & Wilson, 2019; Roundtree et al., 2017). Gainera, m6Ak itzulpen eta 

mRNAren endekapen prozesuetan ere parte hartzen du (A. Li et al., 2017; Mao et al., 2019; 

Meyer et al., 2015; Shi et al., 2017; X. Wang et al., 2015; Y. Yang et al., 2017). 

mRNAren metabolismoan funtsezko faktorea izateaz gain, m6A eraldaketak zeluletan 

gertatzen diren hainbat prozesutan ere funtzio garrantzitsua betetzen du, besteak beste, 

bereizketa eta birprogramazio zelularrean, ziklo zelularraren erregulazioan eta erritmo 

zirkadianoaren mantentzean (Fustin et al., 2013; Geula et al., 2015; H. Luo et al., 2021). 

Gainera, m6A estres egoerei aurre egiteko zelularen erantzunean, erantzun 

immunitarioaren erregulazioan eta autoimmunitatean inplikatuta dago ere (Bechara & 

Gaffen, 2021; Lou et al., 2021; J. Luo et al., 2021; Shulman & Stern-Ginossar, 2020; L. Tang et al., 

2021). 

3.2. m6A makineria 

m6A eraldaketa dinamikoa da, ez iraunkorra, eta m6A makineriak erregulatzen du (7. 

irudia). 

  

 

7. Irudia. m6A aldaketa epitranskriptomikoa m6A idazle konplexuak adenosina nukleotidoan metilo talde 

bat gehitzean sortzen da. M6A ezabatzaileek, ordea, m6A marka kentzen dute RNAren metilazioa 

dinamikoa izatea eraginez. BioRenderrekin sortutako irudia. 
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Makineria honako hauek osatzen dute: metil transferasek edo idazleek, demetilasek edo 

ezabatzaileek, eta m6A marka ezagutu eta RNAra lotzen diren proteinek edo irakurleek. 

Hauek m6A marka kodetzen edo idazten, kentzen edo ezabatzen, edota deskodetzen 

edo irakurtzen duten proteinak dira, hurrenez hurren (Maity & Das, 2016; Y. Yang et al., 

2018) (8. irudia). 

  

 

 

3.2.1. m6A idazleak 

Metilo taldea adenosina erribonukleotidoetan gehitzen duten proteina familiari m6A 

idazle deritze. m6A metiltransferasa konplexu baten bidez gehitzen da RNA 

molekuletan. Metil transferasa edo idazle-konplexua honako hauek osatzen dute: 

METTL3, METTL14, WTAP, KIAA1429, RBM15 eta ZC3H13. 

METTL3 idazle-konplexuaren azpiunitate katalitikoa da, eta nukleoan dago (X. Wang et 

al., 2017). METTL3k batez ere nukleoan betetzen du bere funtzioa, non metil transferasa 

8. Irudia. m6A makineriaren eta hauek zelulan duten kokapen nagusiaren irudi eskematikoa. Haien 

funtzioa proteina edo proteina multzo bakoitzaren azpian edo aldamenean adierazita dago. 

BioRenderrekin sortutako irudia. 
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aktibitatea handiagoa dela egiaztatu den (Harper et al., 1990). Hala ere, metil transferasa 

aktibitatearekin zerikusirik ez duten beste prozesu batzuetan ere parte har dezake; izan 

ere, METTL3 zitoplasmara ere pasa daiteke eta itzulpenean parte hartu (Lin et al., 2016). 

METTL3-rik ez duten saguak enbrioien lehen fasean hiltzen dira, honek enbrioiaren 

garapenean eta bizitzaren lehen faseetan duen garrantzia adierazten duelarik. Hain 

zuzen ere, METTL3k enbrioi-garapenaren modulazioan, zelulen birprogramazioan eta 

espermatogenesian duen funtzioa deskribatu da (T. Chen et al., 2015; Geula et al., 2015; Xu 

et al., 2017). METTL3k T zelulen homeostasia eta endoteliotik ehun hematopoietikorako 

trantsizioan ere parte hartzen du (T. Chen et al., 2015; Geula et al., 2015; Xu et al., 2017). 

METTL3k heterodimero egonkorra osatzen du METTL14rekin. METTL14 m6A idazle-

konplexuko beste osagai bat da, zeinak METTL3 RNA molekulekin lotzeko aldamio gisa 

jokatzen duen, METTL3ren jarduera katalitikoa aktibatuz eta indartuz (P. Wang et al., 

2016). Horrela, nahiz eta METTL14k ez duen zuzenean katalizatzen metilo taldearen 

transferentzia, METTL3 bezain erabakigarria da RNAren metilazioan. Azken hori 

METTL14 delezioak berresten du, izan ere METTL14en faltak enbrioien zelula amen 

autoberritzea blokeatzen du, eta kasu hauetan enbrioiaren garapenaren akatsak eta 

gametogenesi okerra gertatzen dira, METTL3 falta denean bezala (Y. Wang et al., 2014). 

WTAPek METTL3 eta METTL14rekin bat egiten du, hiruak batera metil transferasaren 

konplexu katalitiko nagusia osatuz (Kobayashi et al., 2018; Ping et al., 2014). WTAPek ez 

du metil transferasa aktibitaterik, baina beharrezkoa da m6A idazle-konplexuaren 

nukleoko kokapen egokirako (Ping et al., 2014).  

KIAA1429 (VIRMA ere deitua) eta RBM15 (eta/edo RBM15B paralogoa) 

METTL3/METTL14/WTAP konplexuarekin lotzen dira, eta m6A idazle-konplexua mRNA 

edo lncRNA sekuentzien kokapen zehatzetara bideratzen dute, m6A metilazioaren 

espezifikotasuna bermatzeko beharrezkoak direla iradokiz (Patil et al., 2016; Schwartz et 
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al., 2014; Yue et al., 2018). Bestalde, ZC3H13k WTAPen eta RBM15en arteko egokitzaile 

gisa jarduten duela egiaztatu da saguetan eta eulietan (Knuckles et al., 2018). 

3.2.2. m6A ezabatzaileak 

m6A ezabatzaileak demetilasa jarduera duten proteinak dira, eta RNA molekuletako 

m6A marketatik metilo taldea kentzen dute. Hauen aurkikuntza oso garrantzitsua izan 

zen epitranskriptomikaren alorrean, lehen aldiz frogatu baitzen RNA molekulen 

transkripzio osteko eraldaketa itzulgarrien ebidentzia. Oraingoz bi m6A ezabatzaile 

baino ez dira ezagutzen: FTO eta ALKBH5 (Jia et al., 2011; G. Zheng et al., 2013). 

FTOk m6A markak demetilatzen ditu, hau da, metilo taldea kentzen du, eta bere 

inhibizioak mRNA molekulen m6A maila orokorrak igotzea eragiten duela frogatu da (Su 

et al., 2018). m6A markez gain, FTOk ere beste marka batzuk ezagutzen ditu, adibidez 

m6Am, eta beraz ez da m6Aren demetilasa espezifikoa (Zou et al., 2016). FTOk mRNAren 

heltze prozesuan parte hartzen du, hala nola, moztitsasketan eta poliadenilazio 

alternatiboan (Bartosovic et al., 2017; Zhao et al., 2014).   

ALKBH5en demetilasa jarduera FTOren antzekoa da. Hala ere, badirudi ALKBH5ek 

m6A markak soilik ezagutzen dituela, eta ezagutza hau sekuentziaren menpekoa dela. 

Izan ere, ssRNA molekuletan m6Aren kontsentsuzko sekuentziarekiko joera azaldu du, 

beste edozein metilatutako nukleotidoen aldean (Zou et al., 2016). ALKBH5 ehun 

gehienetan adierazten da, testikuluetan adierazpen bereziki altua duelarik. Hain zuzen 

ere, espermatoegenesian eta ugalkortasunean eragina duela ikusi da saguetan (C. Tang 

et al., 2017; G. Zheng et al., 2013). Gainera, ALKBH5ek zeregin garrantzitsua du birus-

infekzioen aurkako erantzun immunitarioan makrofagoetan (Y. Liu et al., 2019; Q. Zheng et 

al., 2017). 
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3.2.3. m6A irakurleak 

m6A irakurleak RNAra lotzen diren eta bertako m6A metilazio markak ezagutzen 

dituzten proteinak dira, zeinak RNArekin lotzen diren molekula hauen prozesamenduan 

duten funtzioa gauzatzeko. YTH proteina familiako kideak, YTHDF1-3 eta YTHDC1-2 

barne, gehien ikertu diren m6A irakurleak dira eta haien funtzio molekularrak deskribatu 

dira (9. irudia) (Zhen et al., 2020). 

YTHDF1 zitoplasman dago, eta itzulpen-hastapeneko makineriakin elkarreragiten du 

m6A markak dituzten mRNA molekulen itzulpenaren eraginkortasuna emendatzeko 

(Olazagoitia-Garmendia et al., 2021; X. Wang et al., 2015; Zong et al., 2021). YTHDF1-RNA 

elkarrekintza eremuek, m6Aren sekuentzia adostuek mRNA molekuletan duten 

sakabanaketarekin bat datoz, YTHDF1ek RNArekin lotzeko duen sekuentzia-

espezifikotasuna berretsiz (X. Wang et al., 2015). 

YTHDF2 ere zitoplasman dago. Hala ere, bereziki P gorputzetan kokatzen da mRNA 

molekulen gainbehera eragiteko (X. Wang et al., 2014). YTHDF2k CCR4-NOT 

deadenilasa-konplexua errekrutatzen du eta, horrela, m6A duten mRNA eta lncRNAen 

degradazioa azkartzen du (Du et al., 2016).  

YTHDF3-k paper bikoitza du RNAren prozesamenduan. Batetik, frogatu da YTHDF1ekin 

elkartzen dela proteinen sintesia eragiteko (A. Li et al., 2017). Bestalde, YTHDF2rekin ere 

lotzen da, eta horrela mRNAren endakapenean eta degradazioan parte hartzen du (Shi 

et al., 2017). 

YTHDC1 da nukleoan dagoen YTH familiako kide bakarra (B. Zhang et al., 2010). 

Gutxienez bi rol desberdin deskribatu dira YTHDC1erako, elkartzen den proteinen 

arabera. YTHDC1ek moztitsasketa-faktoreak errekrutatzen ditu, SR proteinak kasu, 

moztitsasketa prozesua blokeatzen du, mRNA eta lncRNA molekuletan exoien 

barneratzea sustatuz (Xiao et al., 2016). YTHDC1 NXF1ekin eta SRSF3rekin ere lotzen 
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da, eta mRNA eta lncRNAen esportazio nuklearra bultzatzen du, m6A duten mRNA 

molekulak nukleotik kanpora lekualdatzea sustatuz (Roundtree et al., 2017). 

YTHDC2 YTH proteina familiako kiderik handiena da, 160 kDa-eko pisu 

molekularrarekin. Izan ere, YTH eta RNArekin lotzeko domeinuez gain, beste bi helikasa 

domeinu ditu. YTHDC2 da YTH familiako kideen artean helikasa aktibitatea duen 

bakarra (Hsu et al., 2017; Wojtas et al., 2017). Ezaugarri berezi hori dela eta, RNA 

molekulen bigarren mailako egitura aldatzeko gai da, m6A marken arabera (Tanabe et al., 

2016; Wojtas et al., 2017). m6A eraldaketek erribosomaren pausatzea eragiten dute, A 

nukleotido metilatuan geldiaraziz, eta beraz itzulpena moteldu eta eraginkortasuna 

murrizten dute (Choi et al., 2016; Mao et al., 2019). Hala ere, nahiz eta itzulpenaren 

eraginkortasuna txikiagoa den m6A markak dituzten mRNA molekuletan, m6A markak 

kenduz gero haien itzulpena eten egiten da (Mao et al., 2019). Hau, neurri batean, 

YTHDC2ren aktibitateagatik gertatzen da, YTHDC2k m6A markak ezagutu eta RNAren 

bigarren mailako egitura zabaltzen duelako, orokorrean mRNA metilatuen itzulpena 

areagotuz. Horrela, YTHDC2k m6Adun mRNAen itzulpenean eragiten du zeharka (Mao 

et al., 2019). 

  
9. irudia. m6A irakurleek m6A markak ezagutu eta mRNA molekulen metabolismoa erregulatzen dute, 

haien patua zehaztuz. BioRenderrekin sortutako irudia. 



SARRERA 

  
44 

3.3. m6A eta birus-infekzioak 

mRNA eta lncRNA molekulen antzera, birusen RNA molekulek ere m6A eraldaketak 

dituzte (Brocard et al., 2017; Gokhale et al., 2016; Kennedy et al., 2017; Tsai & Cullen, 2020). 

Gainera, jakina da birusek zelula ostalariaren zenbait generen adierazpena alda 

dezaketela beren onurarako. Testuinguru honetan, aldaketak atzeman dira m6A 

makineriako kideen artean birus-infekzio batzuen ondoren, m6A aldaketa birusen bizi-

zikloaren funtsezko erregulatzailea izan daitekeela aditzera emanez. Adibidez, 71 

enterobirusak (EV71) eta C hepatitisaren birusak (HCV) m6A motiboak dituzte genoman, 

beren bizi-zikloari modu ezberdinean eragiten diotenak. Alde batetik, METTL3 eta 

METTL14 gainadierazita daude EV71 infekzioan zehar, ziurrenik EV71ek bultzatuta, 

bere erreplikazioa areagotzeko (Hao et al., 2019). Bestalde, YTHDF irakurleak 

zitoplasmatik adiposometara lekualdatzen dira HCVren infekzioan zehar, eta HCV 

genomarekin elkartzen dira, m6A marken arabera, eta RNA molekulak birus-partikula 

berrietan sartzea eragozten duten.  YTHDF2-HCV RNA molekulen arteko lotura honen 

ondorioz, birus muntaketa eta HCV partikulen ekoizpena oztopatzen dira (Gokhale et al., 

2016). 

Birusen aldaketa epitranskriptomikoek erantzun immunitarioa ekiditeko mekanismo gisa 

joka dezaketela iradoki da. Izan ere, m6A eraldaketa duten RNA molekulek ezin dituzte 

TLRak eta berezko sistema immunitarioa aktibatu, eta bai ordea, eraldaketarik gabeko 

RNA molekulek (Karikó et al., 2005). Era berean, RIG-Iek RNA birala antzeman dezake 

IFN-I bidearen indukzioaren bidezko birusen aurkako erantzun immunitarioa 

aktibatzeko, baina m6A duten birusen RNA molekulek ez dute erantzun hori pizten, 

birusek berezko sistema immunitariotik ihes egitea ahalbidetuz (Durbin et al., 2016; M. Lu 

et al., 2020). 
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3.4. m6A erantzun immunitarioan 

m6A eraldaketak erantzun immunitarioaren erregulazioan parte hartzen du, bai birus-

infekzioen aurkako berezko erantzun immunitarioan, baita autoimmunitatean ere.  

IFN-I bidezidorrak berebiziko garrantzia du birusen aurkako erantzunean, ISGen 

adierazpena eta erantzun immunitarioa aktibatzea eragiten duten zitokinak sortzea 

eragiten duelarik (Negishi et al., 2018; Schoggins & Rice, 2011). Beraz, honen adierazpenak 

kontrolpean egon behar du. Birusen aurkako transkripto batzuk m6A aldaketak dituztela 

eta m6A menpeko mekanismoek erregulatzen dituztela egiaztatu da (McFadden et al., 

2021; Winkler et al., 2019; Q. Zheng et al., 2017). m6A markek IFNB1en transkripzioa modu 

negatiboan erregulatzen dute METTL3 eta YTHDF2 bidez, hauen aktibitatearen galerak 

INFB1 mRNAren egonkortasuna handitzen baitu (Winkler et al., 2019). TRAF3, TRAF6 

eta MAVS mRNA molekulek ere m6A markak dituzte euren 3’UTRetan. Kasu hauetan, 

m6A metilazioa beharrezkoa da birusen aurkako erantzun egokia lortzeko. Izan ere, 

birus-infekzioetan ALKBH5ek m6A markak ezabatzen dituela ikusi da, hauek nukleotik 

zitoplasmara lekualdatzea blokeatuz eta ondorioz, birusen aurkako berezko erantzun 

immunitarioa eragotziz (Q. Zheng et al., 2017). Era berean, IFITM1 mRNAren itzulpena 

m6A metilazioa eta METTL3 eta METTL14ren menpekoa da, hauek areagotzen 

dutelarik (McFadden et al., 2021).  

Autoimmunitatearen testuinguruan, m6Ak T zelulen homeostasian parte hartzen du, IL-

7/STAT5/SOCS bidezidorrean eragina baitu (H. B. Li et al., 2017; J. Yang et al., 2019). SOCS 

proteina familia JAK-STAT seinaleztapenaren proteina inhibitzaileek osatzen dute, 

SOCS1-3 mRNAk kodetuta. SOCS1-3 mRNA hauen adierazpena m6A-mendeko 

mekanismoek erregulatzen dute, zeinak degradazioa sustatzen duen. Horrela, SOCS1-

3 desagertzean JAK/STAT bidea aktibatzen da eta T zelula heldugabeen proliferazioa 

eta bereizketa hasten da (H. B. Li et al., 2017). 
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Zenbait ikerketek patologia autoimmuneak dituzten pertsonek m6A makineriako kideen 

adierazpena aldatua dutela jakinarazi dute, hala nola lupus eritematoso sistemikoa eta 

artritis erreumatoidea duten pazienteek (Wardowska, 2021). Hala ere, oraindik gutxi 

dakigu m6A aldaketak gaixotasun autoimmuneetan duen efektuari buruz. GZari 

dagokionez, Olazagoitia-Garmendia et al-en lana da orain arte m6A eta GZaren 

patogenesiaren arteko erlazioaren berri ematen duen ikerketa ezagun bakarra, non 

XPO1/NFkB/IL8 ardatzaren erregulaziorako glutenaren eta m6Aaren mendeko 

mekanismoa deskribatzen den (Olazagoitia-Garmendia et al., 2021). 
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Ikerketa honen hipotesia da reobirusen infekzioek GZaren garapenean parte hartzen 

dutela m6A bitarteko mekanismoen bidez, eta RNA birus enteriko horrek aurretik 

infektatutako pazientetan, glutenak IFN-I bidezidorra berraktibatu dezakeela, birusen 

aurkako transkribatuen m6Aren menpeko erregulazioaren bitartez. 

Lan honek lau helburu nagusi ditu hipotesi hau frogatzeko: 

1. Reobirusak GZa garatzeko birus-eragile abiarazle berri gisa aztertzea. 

a. Giza serumean reobirusaren aurkako antigorputzak kuantifikatzeko teknika 

bat garatzea. 

b. Reobirus-infekzioen eta GZaren garapenaren arteko lotura ebaluatzea. 

 

2. Birusen aurkako erantzun immunitarioak GZaren patogenesian parte hartzen duen 

zehaztea. 

a. Birus-infekzioekin zerikusia duten hantura-zitokinen mailak konparatzea 

gizabanako zeliako eta ez-zeliakoetan. 

b. Berezko immunitatearen erregulazioan inplikatutako faktoreak identifikatzea. 

 

3. m6A metilazioak GZaren patogenesian duen papera ulertzea. 

a. m6A metilazio mailak konparatzea gizabanako zeliako eta ez-zeliakoetan.  

b. m6A makineriako kideek GZan duten inplikazioa ikertzea.  

 

4. Hesteetako birus-infekzioen eta glutenaren kontsumoaren antzeko in vitro  eredu bat 

sortzea. 

a. Ingurumen-faktore horiek m6A makineriako kideen, hantura-zitokinen eta 

berezko erantzun immunitarioarekin erlazionatutako geneetan duten eragina 

aztertzea. 

b. Birus-infekzioen eta GZaren arteko balizko lotura ebaluatzea, hantura 

eragiten duten m6A-bitarteko mekanismoen bidez. 
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1. Materialak 

1.1. Giza laginak 

Gaixotasun zeliakoa (GZ) Gastroenterologia Pediatrikoko Hepatologia eta Nutrizioko 

Europako Elkartearen (European Society of Pediatric Gastroenterology Hepatology and 

Nutrition edo ESPGHAN ingelesez) arabera diagnostikatu zen, errekrutatzeko unean 

indarrean zeuden irizpideen arabera. Irizpide horiek honako hauek ziren: gliadinaren, 

endomisioaren (anti-EMA) eta transglutaminasaren (anti-TGA) aurkako antigorputzen 

determinazioa eta baita konfirmaziorako heste-meheko biopsia ere (Husby et al., 2012). 

Odol periferikoko serum laginak GZarekin lotutako antigorputzen neurketarako bildu 

ziren eta -80 ºC-tan gorde ziren erabili arte. Erabilitako giza serum laginen informazioa 

1. Taulan laburbilduta dago. 

1. Taula. Erabilitako giza hesteetako biopsia laginen pazienteei buruzko xehetasunak. 

Dx 
Lagin 

kopurua 

Adina , 

(Batezbestekoa ± 

Desbideratze 

estandarra) 

Sexua 

Serologia 

zeliakoaren 

positibotasuna 

Zeliakoak n = 44 5.5 ± 3.6 

Emakumeak 

59.1% 

100% 

Gizonak 

40.9% 

Ez-zeliakoak 

(Kontrolak) 
n = 44 9.6 ± 2.7 

Emakumeak 

47.7% 

0% 

Gizonak 

52.3% 

 

Pertsona bakoitzaren duodeno distaleko biopsia zatiak ohiko diagnostikorako 

endoskopia saioetan lortu ziren, gurasoen baimen informatua lortu ondoren. 

Pazienteetako inork ez zuen beste gaixotasun immunologiko konkomitanterik. Kontrol 
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taldeko kide batek ere ez zuen heste meheko hanturarik biopsia egitean. Giza 

hesteetako biopsia laginen informazioa 2. Taulan laburbilduta dago. 

2. Taula. Erabilitako giza serum laginen pazienteei buruzko xehetasunak. 

Dx 
Lagin 

kopurua 

Adina  

(Batezbestekoa ± 

Desbideratze 

estandarra) 

Sexua 

Serologia 

zeliakoaren 

positibotasuna 

GZrako arrisku 

HLA-ren 

positibotasuna 

Marsh 

sailkapena 

(0-3) 

Zeliako 

aktiboak 
n = 16 5.7 ± 4.2 

Emakumeak 

58.3% 

100% 

HLA-DQ2 

83.3% 

3 – 100% 

 3a – 250 % 

 3b – 33.3% 

 3c – 41.7% 

Gizonak 

41.7% 

HLA-DQ2/DQ8 

16.7% 

Zeliakoak 

glutenik 

gabeko 

dietan 

n = 13 2.0 ± 0.7 

Emakumeak 

66.7% 

0% 

HLA-DQ2 

72.7% 
0 – 90.9% 

Gizonak 

33.3% 

HLA-DQ2/DQ8 

27.3% 
1 – 9.1% 

Ez-

zeliakoak 

(Kontrolak) 

n = 16 8.1 ± 3.6 

Emakumeak 

68.8% 

0% N/A 
0 

100% Gizonak 

31.3% 

 

1.2. Zelulak eta tratamenduak 

HCT-15 hesteetako zelula-lerroa (Sigma-Aldrich, Poole, UK (#91030712) %10 FBS 

(Millipore, Burlington, MA, AEB #S0115), 100 unitate/ml penizilina eta 100 μg/ml 

estreptomizinarekin (Lonza, 17-602E) osatutako RPMI medioan (Lonza, 12-115F) 

kultibatu zen. 

 

 

 

1.2.1. PIC+PTG in vitro eredua 
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Birus infekzioa simulatzeko, PIC sintetikoa (InvivoGen, San Diego, CA, AEB) erabli zen 

1,5 μg/ml-ko amaiera-kontzentrazioan, eta Lipofektamina-2000 (Invitrogen, #11668027) 

erabilita transfektatu zen zeluletan. 

Gluten kontsumoaren simulaziorako, pepsina eta tripsinarekin digeritutako gliadinarekin 

(PTG) estimulatu ziren zelulak, 1,5 mg/ml-ko amaiera-kontzentrazioan. 

1.2.1.1. Endotoxinarik gabeko PTGren prestaketa 

PTGa pepsina eta tripsinaren digestio entzimatikoaren bidez prestatu zen, aurretik 

deskribatutako pausuak jarraituz (Mendoza-Gomez et al., 2022). Lehenik, 5 g gliadina 

(Sigma-Aldrich, #G3375) 50 mg pepsinarekin (Sigma-Aldrich, 6887) eta  nahatu eta 0,2 

M HCl 50 ml-tan disolbatu zen, eta gau osoan zehar 37 ºC-tan mugimendu arinean 

inkubatu zen. Ondoren, 50 mg tripsina (Sigma-Aldrich, #T9201) pepsinaz digeritutako 

gliadinari gehitu zitzaion, zeina  aldez aurretik pH 7,4ra neutralizatu zen 1 M NaOHrekin, 

eta gero  5-6 orduz 37 ºC-tan eta leunki irabiatuz inkubatu zen. Azkenik, nahastea 1-2 

orduz irakiten mantendu zen entzimen aktibitatea eteteko, 10 minutuz 2000 g-tan 

zentrifugatu zen eta PTGdun soluzioa filtrazio bidez purifikatu zen 0,22 μM-ko iragazkiak 

erabiliz.  Gainera, PTGn endotoxinaren presentzia neurtu zen PYROGENT® Plus Single 

Test kit-arekin (Lonza, #N289-25), eta proteina kantitate totala BCA erreaktiboa (Thermo 

Scientific, #23227) erabiliz kuantifikatu zen lehen aldiz erabili aurretik. PTG soluzioa 

alikuotatan gorde zen -80 ºC-tan erabili arte. 

1.2.1.2. PIC+PTG in vitro ereduaren ezaugarriak 

PIC+PTG in vitro eredua PIC tratamendua 24 orduz eta PTG estimulazioa 4 orduz 

konbinatuta lortu zen. Hau garatzeko hainbat urrats jarraitu ziren. Lehenik eta behin, 

300.000 HCT-15 heste-zelula erein ziren putzu bakoitzean, eta zelulak oraindik 

suspentsioan zeudenean, PIC gehitu zitzaien Lipofektamina 2000-rekin transfektatu 

zitezen. 24 orduko inkubazioaren ondoren, PICdun transfekzio-medioa RPMI medio 

freskorekin ordezkatu zen, eta zelulak gau osoan zehar inkubatu ziren. Hurrengo 

goizean medioari PTG gehitu zitzaion, modu extra-zelularrean. Azkenik, PTG 
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estimulazioaren 4 orduak pasa ondoren, zelulak jaso ziren RNA eta proteinen analisirako 

(10. irudia). 

 

 

1.2.2. Beste tratamenduak 

mRNAren egonkortasun-analisietarako, ovMETTL3 transfekziorako eta bi tratamendu 

ezberdin aplikatu ziren esperimentu independenteetan. Alde batetik, HCT-15 zelulak D 

aktinomizinarekin (Sigma-Aldrich, #A9415) tratatu ziren 5 µg/ml-ko amaiera-

kontzentrazioan 2, 4 eta 6 orduz; eta bestetik, HCT-15 zelulak zikloheximidarekin 

(Sigma-Aldrich, #01810) tratatu ziren 20 µg/ml-ko amaiera-kontzentrazioan 3 eta 24 

orduz. 

m6A inhibizioaren eragina aztertzeko, 250.000 zelula erein ziren eta hurrengo goizean 

100mM zikloeuzinarekin (Sigma-Aldrich, #A48105) tratatu ziren 3 orduz. 

  

Medio 

aldaketa 
24h 

PIC 

BILKETA 
4h 

PTG 

16h 

10. irudia. PIC+PTG in vitro ereduaren garapenerako jarraitu beharreko pausuan irudi eskematikoa.  
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2. Metodoak 

2.1. Gainadierazpenak 

Gainadierazpen esperimentuetarako, 250.000 zelula erein ziren putzu bakoitzean eta 

500 ng plasmido transfektatu zen X-TremeGENE HP DNA transfektatzeko erreaktiboa 

(Sigma-Aldrich, #6366546001) erabiliz. Gainadierazpen bikoitza lortu nahi zen kasuetan, 

plasmido bakoitzaren 250 ng erabili ziren.  Zelulak 48 ordu ondoren jaso ziren. 

METTL3ren gainadierazpenerako, Addgene atarian eskura zegoen plasmidoa erabili 

zen (#53739). YTHDC1ren gainadierazpenerako, Curie Institutuko (Paris) Dr. Alena 

Shkumatavaren laborategiak adeitasunez hornitutako Gateway errekonbinazioarekin 

klonatutako Flag isatsdun YTHDC1 plasmidoa (Graindorge et al., 2019) erabili zen. 

YTHDC2ren gainadierazpenerako, Chicagoko Unibertsitateko Prof. Chuan Heren 

taldeak adeitasunez emandako Flag isatsdun YTHDC2 plasmidoa erabili zen, zeinean 

YTHDC2 genearen sekuentzia kodetzailea pFastBac bektorean klonatu zen (Hsu et al., 

2017). IRF7ren gain-adierazpenerako, VectorBuilderren (Neu-Isenburg, Alemania) 

erositako IRF7 genearen sekuentzia kodetzailea duen CMV promotorearen menpeko 

gainadierazpen plasmidoa erabili zen.  

2.1.1. Plasmidoaren eraketa 

MUT IRF7 plasmidoa (m6A motiboak kenduta) lau urratsetan eraiki zen (11. irudia). 

Lehenik eta behin, m6A motiboak hartzen zituen eskualdea (250bp) PCR bidez 

anplifikatu zen BsmBI eta SfiI entzimentzat errestrikzio guneak zituzten hasle 

espezifikoekin (1. gezia). Ondoren, m6A motiboak kendu ziren aurreko BsmBI/SfiI PCR 

produktua berranplifikatuz. Horretarako, m6A kontsentsuzko motiboaren A nukleotidoan 

puntu-mutazio isil bat (A→C) sartzeko hasle espezifikoak erabili ziren, PCR produktu 

mutatu bat sortuz (2. eta 3. geziak). Lortutako tamaina antzeko bi azpiproduktuak 

teilakatze PCR bidez batu ziren (4. eta 5. geziak). Azkenik, PCR produktu mutatua IRF7 

gainadierazpen bektorean klonatu zen BsmBI (NEB #R0580) eta SfiI (NEB #R0123S) 
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errestrikzio-entzimak erabiliz (6. gezia). Mutagenesirako eta klonaziorako erabilitako 

hasleak 3. Taulan zerrendatu dira. 

3. Taula. MUT IRF7 plasmidoaren eraketarako erabilitako hasleak eta haien sekuentziak. 

IZENA HASLEAREN SEKUENTZIA (5’→3’) 

IRF7 Fw + SfiI AGGGTGGGCCCCCAGGGCCATT 

IRF7 Rv + BsmBI GGGTCGTCTCTACTGCCCACCC 

IRF7 Fw + SfiI + 1st m6A mutation GGTGGGCCCCCAGGGCCATTCCTGGCACACACACATGCTGGCCT 

IRF7 Fw + 2nd m6A mutation GAGAGGGCCAAGAAGGGCTT 

IRF7 Rv + 2nd m6A mutation AAGCCCTTCTTGGCCCTCTC 

 

  

11. irudia. IRF7ren sekuentzia kodetzailetik m6A motiboak ezabatzeko eta IRF7 MUT plasmidoa 

sortzeko jarraitutako urratsen irudi eskematikoa. BioRenderrekin sortutako irudia. 
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2.2. Isilarazpen esperimentuak 

Isilarazpen esperimentuak egiteko, 150.000 zelula erein ziren putzu bakoitzean eta 

ALKBH5en edo METTL3ren aurkako siRNA espezifikoak, edo siRNA kontrol negatiboa 

zeluletara transfektatu ziren Lipofektamina RNAiMax erreaktiboa (Thermo Fisher, 

#13778075) erabiliz. ALKBH5 isilarazteko erabilitako siRNA molekulen amaiera-

kontzentrazioa 30 nM izan zen, eta METTL3 isilarazteko 60 nM. Erabilitako siRNA 

molekulen sekuentziak 4. Taulan daude. 

4. Taula. Isilarazpen esperimentuetan erabilitako siRNA molekulen sekuentziak. 

HELBURUA KOKAPENA PRODUKTUAREN ERREFERENTZIA 

ALKBH5 

4. exoia (3’UTR) IDT, #hs.Ri.ALKBH5.13.1 

1. eta 2. exoiak (CDS) IDT, #hs.Ri.ALKBH5.13.3 

METTL3 

11. exoia (3’UTR) IDT, #hs.Ri.METTL3.13.1 

5. exoia (CDS)  IDT, #hs.Ri.METTL3.13.2 

Kontrol negatiboa Inon ez IDT, #51-01-14-01 

 

16 orduren buruan, siRNA molekuladun transfekzio medioa RPMI medio freskorekin 

ordezkatu zen. Zelulak medio aldaketatik 48 ordutara jaso ziren. PIC+PTG ereduan, PIC 

tratamendua METTL3ren aurkako siRNA molekulak transfektatu eta 24 ordu geroago 

hasi zen. 

2.3. Zatiketa zelularra 

Zatiki nuklearrak eta zitoplasmikoak C1 apurketa bufferrean (1,28 M sakarosa, 40 M 

Tris-HCl pH 7,5, 20 mM MgCl2, %2 Triton X-100) lisatu ziren eta ondoren zentrifugatu 

egin ziren. Hauspeakin zelularrak C1 soluzio diluituan (%20 C1 apurketa buffer, %20 

PBS) berreseki eta izotzetan mantendu ziren 15 minutuz. Lisatuak 2500 g-tan 

zentrifugatu ziren 15 minutuz 4 ºC-tan; hauspeakina zatiki nuklear gisa gorde zen, eta 

gain-jalkina zatiki zitoplasmatiko gisa. RNA bi zatikietatik erauzi eta geneen adierazpena 
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aztertu zen intereseko RNA molekulen kokapena aztertzeko. RPLPO kontrol 

zitoplasmatiko gisa erabili zen, eta lnc13 kontrol nuklear gisa. 

2.4. RNA eta proteinen erauzketa 

Gene-adierazpenaren analisietarako, giza hesteetako biopsietatik, zeluletatik eta zelula-

zatikietatik NucleoSpin RNA Kit-a (Macherey Nagel, 740984,50) erabiliz erauzi zen RNA. 

RNA eta proteinen arteko elkarrekintzak aztertzeko, immunoprezipitatutako RNA 

proteina A-dun agarosa bolatxoetatik purifikatu zen PureLink RNA (Invitrogen, Carlsbad, 

AEB, # 12183016) erauzketa-kitaren bidez. 

Proteinak apurketa bidez erauzi ziren RIPA bufferrean (150 mM NaCl, %1,0 NP-40, %0,5 

Sodio Deoxikolatoa, %0,1 SDS, 50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA). 

2.5. Gene-adierazpenaren analisia 

Erreakzio bakoitzean, 500-1000 ng RNA atzera transkribatu ziren iScript cDNA 

Synthesis Kit (BioRad, CA, AEB, 1708890) erabiliz. Adierazpen-mailak RT-qPCR bidez 

zehaztu ziren, iTaq SYBR Green Supermix (Bio-Rad, # 1725124) eta hasle espezifikoak 

erabiliz. RPLPO kontrol endogeno gisa erabili zen. Erreakzioak BioRad CFX384 

makinan burutu ziren eta urtze-kurbak (melting kurbak ingelesez) ebaluatu ziren 

produktu bakar baten anplifikazioa bermatzeko. qPCR neurketa guztiak bikoiztuta egin 

ziren eta adierazpen-mailak 2–∆∆Ct metodoaren bidez aztertu ziren. Erabilitako hasle 

guztiak 5. Taulan daude. 

5. Taula. qPCR bidezko gene-adierazpenaren analisietarako erabilitako hasle espezifikoak.  

GENEA 
AURRERANZKO HASLEAREN 

SEKUENTZIA 

ALDERANTZIZKO HASLEAREN 

SEKUENTZIA 

ALKBH5 CGGCGAAGGCTACACTTSCG CCACCAGCTTTTGGATCACCA 

CXCL10 GTGGCATTCAAGGAGTACCTC TGATGGCCTTCGATTCTGGATT 

HPRT ACCAGTCAACAGGGGACATAA CTTCGTGGGGTCCTTTTCACC 

IFNB1 GCTTGGATTCCTACAAAGAAGCA ATAGATGGTCAATGCGGCGTC 
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IL15 TTGGGAACCATAGATTTGTGCAG AGAGAAAGCACTTCATTGCTGTT 

IL18 TCTTCATTGACCAAGGAAATCGG TCCGGGGTGCATTATCTCTAC 

IRF1 ATGCCCATCACTCGGATGC CCCTGCTTTGTATCGGCCTG 

IRF3 AGAGGCTCGTGATGGTCAAG AGGTCCACAGTATTCTCCAGG 

IRF7 CCCACGCTATACCATCTACCT GATGTCGTCATAGAGGCTGTTG 

IRF7 (m6A motiboak) CATTCCTGGCACACACACAT AAGCCCTTCTTGTCCCTCTC 

Lnc13 AAGGATCATTGCAGGGTCTC GTGGCCAAAAGAAGTCTGAGTC 

METTL14 GAGTGTGTTTACGAAAATGGGGT CCGTCTGTGCTACGCTTCA 

METTL3 TCGAGAGCGAAATTTTTCAAC GGAGATAGAGAGCCTTCTGAACC 

RPLP0 GCAGCATCTACAACCCTGAAG CACTGGCAACATTGCGGAC 

SOCS1 AGACCCCTTCTCACCTCTTG AGTTAAGCTGCTACAACAACCAG 

STAT1 CGGCTGAATTTCGGCACCT CAGTAACGATGAGAGGACCCT 

YTHDC1 CTTCTGATGAGCAAGGGAACAA GGCCTCACTTCGAGTGTCATAA 

YTHDC2 CTCCGGAACTTTTGAGAATGCC TTAAAGCTGGTGGAGGTTCAGG 

YTHDF1 ACCTGTCCAGCTATTACCCG TGGTGAGGTATGGAATCGGAG 

YTHDF2 TGAACCTTACTTGAGTCCACAGG AAGCCAATGGAGGGACTGTAG 

 

2.6. Western Blot 

Proteina lisatuei Laemmli buffer 6X (62 mM Tris-HCl, 100 mM DTT, %10 glizerola, %2 

SDS, 0,2 mg/ml bromofenol urdina, % 5 2-merkaptoetanol) gehitu zitzaien eta proteinak 

95 °C-tan desnaturalizatu ziren 10 minutuz. Proteinak %10 edota %8 SDS-PAGE 

geletan migratu ziren, intereseko proteinaren tamainaren arabera. Elektroforesiaren 

ondoren, proteinak nitrozelulosazko mintzetara transferitu ziren Transblot-Turbo 

Transfer System (BioRad) bat erabiliz, eta mintza TBSTn (20 mM Tris, 150 mM NaCl eta 

%0,1 Tween 20) %5era diluitutako gaingabetutako esnetan blokeatu zen giro-

tenperaturan ordubetez. Mintzak 1:1000era diluitutako antigorputz primarioekin 4 ºC-tan 

inkubatu ziren gau osoan zehar. Erabilitako antigorputz primarioak 6. Taulan agertzen 

dira. 
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6. Taula. Western Blot bidezko proteinen detekziorako erabilitako antigorputz primarioen informazioa.  

PROTEINA TAMAINA (kDa) ANIMALIA-ITURRIA PRODUKTUAREN ERREFERENTZIA 

ALKBH5 50 Untxia Novus Biologicals, #NBP1-82188 

GAPDH 37 Sagua  Santa Cruz Biotechnologies, #sc-47724 

HSP90 90 Untxia Cell Signaling, #4874 

IRF7 70 Sagua Santa Cruz Biotechnologies, #sc-74472 

METTL3 64 Untxia Abcam, #195352 

TUBULIN 55 Sagua Sigma-Aldrich, #T9026 

YTHDC2 160 Untxia Proteintech, #27779-1-AP 

 

Hurrengo goizean, mintzak hiru aldiz garbitu ziren TBSTn 10 minutuz. Ondoren, mintzak 

untxi-jatorridun (Santa Cruz Biotechnologies, #sc-2357) edo sagu-jatorridun (Santa Cruz 

Biotechnologies, #sc-516102) antigorputz primarioen aurkako errefau peroxidasarekin 

konjugatutako antigorputz sekundarioarekin inkubatu ziren giro-tenperaturan, 

ordubetez. Antigorputz sekundarioak 1:10000ra diluitu ziren, TBSTn %2,5era diluitutako 

gaingabetutako esnetan. Gero, mintzak garbitu ziren lehen aipatu bezala. Banda 

immunoerreaktiboak Clarity Max ECL Substratua (BioRad, # 1705062) erabiliz 

errebelatu ziren Bio-Rad Molecular Imager ChemiDoc XRS (BioRad) sisteman eta 

ImageJ (BioRad) softwarea erabiliz kuantifikatu ziren. 

2.7. RNA immunoprezipitazioa 

2.7.1. m6A RNA immunoprecipitation (meRIP) 

RNA zatikatze-bufferrarekin (100 mM Tris, 2 mM MgCl2) zatitu zen 95 ºC-tan 3 minutuz 

inkubatuz, eta izotzetan jarri zen berotu eta berehala. %25 vol/vol-ean disolbatutako 

Proteina A-dun agarosa bolatxoak (GE Healthcare, Chicago, AEB # 17-0780-01) bi aldiz 

garbitu ziren erreakzio bufferrean (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, % 0,1 NP-40) aurre-

garbiketa eta antigorputzen akoplamendua urratsak burutu baino lehen. Aurre-
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garbiketarako, bolatxo-suspentsioaren 100 μl erabili ziren lagin bakoitzeko; eta 

antigorputzak akoplatzeko, bolatxo-suspentsioaren 30 μl lagin bakoitzeko. Behin 

bolatxoak garbituta, erreakzio-bufferraren berreseki ziren, garbiketa aurreko bolumen 

berean. Aurre-garbiketa pausurako zatikatutako 6 μg RNA bolatxo-suspentsioaren 100 

μl-rekin inkubatu ziren. Antigorputzen akoplamendu pausurako, m6Aren aurkako 

antigorputza (Abcam, #ab151230) eta kontrol gisa erabilitako antigorputza (IgG, Santa 

Cruz Biotechnologies, Dallas, AEB, #sc-2025), bakoitzekotik 1 µg, 30 μl Proteina A-dun 

agarosa bolatxoekin nahastu ziren. Bai RNA-bolatxo, bai bolatxo-antigorputz 

nahasketak gurpil birakarian inkubatu ziren 4 ºC-tan ordubetez. Inkubazioaren ondoren, 

bolatxoak 1500 bira minutuko (b/m) abiadurara zentrifugatu ziren, minutu batez. 

Antigorputzei lotutako bolatxoak erreakzio bufferrean garbitu ziren bi aldiz. Bestalde, 

aurre-garbiketako pausuko bolatxoak baztertu egin ziren eta gainjalkinaren (aurre-

garbitutako RNAren) %10a input gisa gorde zen. Gainerako gainjalkina banatu egin zen, 

eta zati bakoitza (aurre-garbitutako RNA guztiaren %45a) zegokion antigorputz-bolatxo 

nahastera gehitu zen. Tutuak gurpil birakarian inkubatu ziren 4 ºC-tan, 3 orduz. Ondoren, 

bolatxoak bi aldiz garbitu ziren erreakzio-bufferrean, bi aldiz gatz kontzentrazio gutxiko 

bufferrean (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl eta %0,1 NP-40) eta bi aldiz gatz kontzentrazio 

handiko bufferrean (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl eta %0,1 NP-40). Azken garbiketaren 

ondoren, bolatxoak apurketa bufferrean bersuspenditu ziren eta RNA PureLink RNA 

erauzketa kita (Invitrogen, Carlsbad, AEB, 12183016) erabiliz erauzi zen. 

2.7.2. m6A makineriako proteinen RNA immunoprezipitazioa 

Zelulak proteinasaren inhibitzailedun (Thermo Scientific, #A32955) RIP bufferrean (150 

mM KCl, 25 mM Tris, 0,5 mM DTT, % 0,5 NP-40) apurtu ziren. Lisatuak izotzetan 

mantendu ziren 10 minutuz eta xiringa bat erabiliz homogeneizatu ziren. Bitartean, lagin 

bakoitzeko bolatxo magnetikoen suspentsioaren (Proteina G Dynabeads, Invitrogen, 

#10004D) 10 μl  garbitu ziren RIP bufferrarekin bi aldiz, eta 10 μl-tan berreseki  ziren. 
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Aurre-garbiketa burutzeko, lisatuak bolatxo magnetikoekin inkubatu ziren 4 ºC-tan 

ordubetez. 

Inkubazioaren ondoren, bolatxoak bereizgailu magnetiko batekin baztertu ziren eta 

gainjalkin garbia gorde zen. Aurre-garbitutako lisatua honela bereizi zen: %45, 

intereseko proteinarekin immunoprezipitatzeko erabili zen, beste %45a 

immunoprezipitazioaren kontrol negatiboarekin lotzeko, eta % 10a input gisa 

gordetzeko. Intereseko proteinak dagokion antigorputzaren (ALKBH5, METTL3 edo 

YTHDC2, 6. Taulan aipatutakoak) 1 μg-rekin immunoprezipitatu ziren; 

immunoprezipitazio kontrol negatiborako, berriz, aurre-garbitutako lisatuaren %45a untxi 

jatorridun IgG-ren aurkako antigorputzaren (Santa Cruzeko Bioteknologiak, #sc-2025) 1 

μg-rekin inkubatu zen, gurpil birakarian giro tenperaturan, ordubetez. Input zatia 

izotzetan mantendu edo -80 ºC-tan gorde zen erabili arte. 

Antigorputzak akoplatzeko inkubazio denboran, 20 μl bolatxo magnetiko garbitu ziren 

lehen deskribatu bezala. Ordubeteren buruan, garbitutako bolatxo magnetikoak 

antigorputz-lisatu nahastera gehitu ziren eta laginak gurpil birakarian inkubatu ziren giro 

tenperaturan, ordu erdiz. Ondoren, antigorputz-proteina konplexuei lotutako bolatxoak bi 

aldiz garbitu ziren RIP bufferrean, bi aldiz gatz kontzentrazio gutxiko bufferrean (50 mM 

NaCl, 10 mM Tris-HCl, % 0,1 NP-40) eta bi aldiz gatz kontzentrazio altuko bufferrean 

(500 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, % 0,1 NP-40). Garbiketen ondoren, lagin bakoitzaren 

%70a RNA erauzketa-bufferrean berreseki zen, eta %30a proteinen immunoprezipitazio 

espezifikoa Western Blot bidez baieztatzeko gorde zen. 

2.8. ELISA 

2.8.1. Reobirusen aurkako antigorputzen detekzioa serum laginetan 

Reobirusaren aurkako serum-erreaktibotasuna Amy Rosenfelden protokoloan 

oinarritutako ELISA teknikaren bidez neurtu zen (Rosenfeld et al., 2022), hainbat 

aldaketarekin (12. irudia). Prozedura hondo laua duten mikrotitulazio-plaketan (Nunc 
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Maxisorp Elisa, Thermo Fisher, #44-2404-21) burutu zen. Putzuak lotura bufferrean (0,1 

M bikarbonato/karbonato buffer, pH 9,6) diluitutako Ugaztunen T1L ortoreobirusaren 

(reobirusaren) 105 PFU-rekin estali ziren, putzu bakoitzean, eta plaka plataforma 

kulunkarian inkubatu zen 4 ºC-tan, gau osoan zehar. Lotura-buffer soila, birus-

partikularik gabekoa, birusik gabeko kontrol gisa erabili zen. Hurrengo goizean, plakara 

itsatsi gabeko birusak baztertu ziren, eta putzuak PBSTrekin [ur destilatuan eta % 0,1 

Tween 20-en diluitutako PBS tabletak (Invitrogen, # 003002)], garbitu ziren hiru aldiz giro 

tenperaturan (1. urratsa) 

Putzuak PBSTn %50era diluitutako zaldi-serumarekin blokeatu ziren plataforma 

orbitalean, 10 orduz mugimenduan mantenduta giro tenperaturan. Blokeatu ondoren, 

putzuak bost aldiz garbitu ziren lehen deskribatu bezala (2. urratsa) 

Plaken arteko normalizaziorako, serum estandarraren PBSTn egindako diluzio seriatuak 

(1:128 eta 1:8192 artekoak) gehitu ziren plaka guztietan. Serum estandarra aldez 

aurretik teknika optimizatzeko erabilitako eta reobirusaren aurkako erreaktibotasun 

handia izan zuten hiru GZdun pazienteen serumen batuketa zen. Neurtzeko, serum 

laginak 1:1024ra diluitu ziren PBSTn. Serum lagin diluituen 100 μl gehitu ziren 

putzuetara eta plaka plataforma kulunkarian inkubatu zen 4 ºC-tan gauean zehar. 

Hurrengo goizean, seruma baztertu zen eta putzuak PBSTarekin garbitu ziren 5 aldiz 

plataforma kulunkarian giro-tenperaturan mugimenduan 20 minutuz mantenduz, 

garbiketa bakoitzeko (3. urratsa). 

Gero, PBSTn 1:10000ra diluitutako giza-antigorputzen aurkako peroxidasarekin 

konjugatutako ahuntz-jatorriko AffiniPure IgG antigorputz sekundarioaren (Jackson 

Immuno Research, #109-035-088) 100 μl putzuetara gehitu zen, eta plaka plataforma 

kulunkarian inkubatu zen giro tenperaturan, 90 minutuz. Inkubazioaren ondoren, putzuak 

berriro garbitu ziren, lehen esan bezala (4. urratsa). 
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BD Pharmingen TMB Substrate Reagent Set (# 555214) substratu soluzioa antigorputz 

sekundarioaren seinalea errebelatzeko erabili zen. Bost minutuko esposizio-

inkubazioaren ondoren, erreakzioa 2 N H2SO4-rekin eten zen eta absorbantzia 450 nm 

eta 570 nm-tan irakurri zen (5. urratsa). 

Reobirusaren aurkako serum-erreaktibotasun erlatiboa kalkulatzeko, 450 nm-ko 

absorbantzia-balioei 570 nm-koak kendu zitzaizkien eta plaka bereko lagin 

estandarraren 1:1024 diluzioaren absorbantzia-balioekin erlatibizatu ziren.  

 

 

 

 

12. irudia. Reobirusaren aurkako antigorputzak detektatzeko eta serum-erreaktibotasuna neurtzeko 

ELISAn oinarritutako prozeduran jarraitutako urratsen irudi eskematikoa. Ezkerreko zenbakiek testuan 

xehetasunez azaldutako pauso bakoitza adierazten dute. Labur esanda, 1. urratsean birus-partikulak 

(puntu gorriak) ereiten dira; 2. urratsean, putzuak zaldi-serumarekin blokeatzen dira (puntu gris gisa 

irudikatuta); 3. urratsean, serum-laginak (antigorputz laranja gisa irudikatuta) birus-partikulekin 

inkubatzen dira; 4. urratsean, HRP-konjugatuaren aurkako antigorputz sekundarioak (antigorputz urdin 

gisa irudikatuta) putzuei gehitzen zaizkie; eta 5. urratsean, kolorea agerrarazi eta, gero neurtu egiten da 

espektrofotometro batean. BioRenderrekin sortutako irudia. 
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2.8.2. CXCL10 kuantifikazioa serum laginetan 

Serumeko CXCL10 kontzentrazioa zehazteko, merkatuan eskuragarri dagoen ELISA 

sandwich kit-a erabili zen (Proteintech, Alemania, #KE00128), fabrikatzailearen 

jarraibideen arabera. Labur esanda, aldez aurretik CXCL10 antigorputzarekin estalitako 

plakako putzuetara kit-eko lagin estandarrak eta serumaren laginak, bakoitzetik 100 μl, 

gehitu ziren eta 37ºC-tan inkubatu ziren, 2 orduz. Prozedura hasi aurretik, serum laginak 

1:1era diluitu ziren Sample Diluent PT 4-oc bufferrean,  fabrikatzailearen gomendioei 

jarraiki. Ondoren, putzu bakoitzean CXCL10 detekzio-antigorputz soluzioaren 100 μl 

gehitu ziren eta plaka 37 ºC-tan inkubatu zen, ordubetez. Gero, HRP detekzio-

antigorputz soluzioaren 100 μl gehitu eta plaka 37 ºC-tan inkubatu zen 40 minutuz. 

Urrats bakoitzaren ostean, putzuak lau aldiz garbitu ziren 1X garbitze bufferrarekin. 

TMB substratua HRP seinalea errebelatzeko erabili zen, plaka 37ºC-tan ilunpetan 

inkubatuz, 15 minutuz. Azkenik, putzuei stop soluzioa gehitu zitzaien eta absorbantzia 

berehala neurtu zen 450 nm eta 630 nm-tan. CXCL10 kontzentrazioa kurba estandarra 

erabiliz kalkulatu zen. 

2.8.3. m6A totalaren kuantifikazioa 

m6A mailak hesteetako biopsia laginetatik eta baldintza ezberdinpean zeuden HCT-15 

zeluletatik erauzitako 200 ng RNAn neurtu ziren, merkatuan eskuragarri dagoen ELISA 

kit-a erabiliz (Epigentek, NY, USA, #P-9005-96). 

Lehenik eta behin, interesko RNA laginak eta kontrol positibo zein negatiboak 80 μl-ko 

lotura-soluzioan diluitu eta zegozkien putzuetan banatu eta gero, 37 ºC-tan inkubatu 

ziren, 90 minutuz. Gero, m6A atzemate-antigorputza gehitu zen eta plaka giro 

tenperaturan inkubatu zen, ordubetez. Ondoren, detekzio-antigorputza gehitu eta plaka 

giro-tenperaturan inkubatu zen 30 minutuz. Geroago, putzuak areagotze-soluzioarekin 

inkubatu ziren giro tenperaturan 30 minutuz. Urrats bakoitzaren artean, putzuak garbitze 

buffer diluituaren 150 μl-rekin garbitu ziren hiru aldiz. Azken garbiketaren ondoren, 
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soluzio errebelatzailea gehitu zen, eta putzuak ilunpetan eta giro tenperaturan inkubatu 

ziren, 10 minutuz. Laginek kolore urdinxka hartzen hastean, m6Aren presentziaren 

seinale gisa, stop soluzioa gehitu zen eta kolorea horira aldatu zen. Orduan, 

absorbantzia 450 nm-tan neurtu zen. m6A totalaren ehunekoa kalkulatzeko, kontrol 

negatiboaren absorbantzia-balioak kendu zitzaizkien RNA laginen eta kontrol 

positiboaren balioei, eta erabilitako RNA kantitatera normalizatu, eta kontrol 

positiboarekin erlatibizatu ziren. 

2.9. Online zerbitzariak 

2.9.1. SRAMP 

SRAMP online eta publikoki eskuragarri dagoen m6A iragarpen zerbitzari bat da (Zhou 

et al., 2016). Sekuentzia genomikoak edo cDNA erabiltzen ditu m6A guneak iragartzeko. 

Iragarpen hauek sekuentzia bera eta m6A motiboen inguruko bigarren mailako egitura 

hartzen dituzte kontuan. Parametro horien arabera, zerbitzariak aurreikuspen-

puntuazioa kalkulatzen du, m6A gune posible bakoitza metilatuta egoteko konfiantza 

edo probabilitate oso altu, altu, moderatu edo baxu taldeetan sailkatzen duena. Ehun 

edo zelula desberdinak hautat daitezke, besteak beste, gibela, garuna, birika (A549 

zelulak), giltzurruna (HEK293 zelulak), zelula immunologikoak (CD8+ T zelulak), eta 

aukera generiko bat (lehenetsitakoa edo default) ere badago. IRF7 mRNA molekulako 

m6A guneak iragartzeko, transkribatu primario zein helduaren sekuentziak erabili ziren, 

eta aukera generikoa hautatu zen iragarpen-azterketa burutzeko. 

2.9.2. RNAfold 

RNAfold web zerbitzaria sekuentzia zehatzen nukleotidoen konbinazioaren energia libre 

minimoan oinarritutako RNA sekuentzien bigarren mailako egitura aurreikusteko tresna 

bat da. Vienako RNA web zerbitzuetan eskuragarri dagoen online tresna da (Gruber et 

al., 2008). 7500 nukleotidorainoko ssRNA edo ssDNA sekuentziak erabil daitezke. 

IRF7ren kasuan, RNA transkribatu helduaren sekuentzia aztertu zen. 
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2.10. Estatistika-analisiak 

Datuak gutxienez hiru erreplika biologikoren batezbestekoaren desbideratze estandar 

(SD) gisa adierazten dira, edo batezbesteko errore estandar (SEM) gisa taldeak sei lagin 

baino gehiagokoak direnean. Taldeak t-Student edo ANOVA testak erabiliz konparatu 

ziren elkarren artean. Korrelazioa Pearsonen korrelazio koefizienteak erabiliz aztertu 

zen. Proba estatistiko guztiak GraphPad Prism 8 softwarea erabiliz kalkulatu ziren. Oro 

har, p<0,05 balioak estatistikoki adierazgarritzat hartu ziren, p<0,1 balioek joera 

iradokitzen duten bitartean. 
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1. Reobirus infekzioak eta GZa 

1.1. Reobirusen aurkako erreaktibotasuna detektatzeko teknikaren garapena eta 

optimizazioa 

Birus-infekzioak GZ garatzeko ingurumen-faktore eragile gisa proposatu dira, eta, 

zehazkiago, ugaztunen ortoreobirus (reobirus) infekzioak GZaren suszeptibilitatearekin 

asoziatu dira (Bouziat et al., 2017). 

GZaren eta reobirus infekzioen arteko lotura baieztatzeko, reobirusaren aurkako 

antigorputz kantitatea neurtu genuen haur zeliako eta ez-zeliakoen serum laginetan. 

Horretarako, ELISA metodo bat garatu genuen reobirus partikulen aurkako 

erreaktibotasun immunologikoa kuantifikatzeko. Reobirusak eragindako infekzioak ez 

dira ia inoiz diagnostikatzen, eta kutsatutako eta kutsatu gabeko pazienteen erregistro 

zehatzik ez da izaten. Guk dakigula, ez da inoiz ELISAn oinarritutako prozedurarik erabili 

reobirusaren aurkako erreaktibotasuna detektatzeko. Beraz, proposatutako metodoa 

aurrera eramateko lehen urratsa teknikaren optimizazioa izan zen. 

Lehenik eta behin, serum eta reobirus partikulen kontzentrazio desberdinak probatu 

genituen, garbitze- eta estaldura-bufferrean disolbatuta, hurrenez hurren. Guztira 6 

serum lagin erabili genituen, 3 zeliakoenak eta beste 3 ez-zeliakoenak, eta detektatutako 

seinalea birus-kargaren eta serum bolumenaren araberakoa zela ikusi genuen, gure 

sistemaren zehaztasuna baieztatuz (13A irudia). Serum kontzentraziorako 1:1024 

diluzioa hautatu genuen, lagin guztien absorbantzia balioak saturazio-puntutik behera 

zeuden diluzio bakarra baitzen (13A irudia). Birus-kargaren kontzentrazio optimo gisa 

1:16 diluzioa hautatu zen (13B irudia). Blokatzerako, animalia-jatorri desberdineko 

serum desberdinak erabiltzea ere ebaluatu genuen. Zaldi-jatorriko seruma, garbitze-

bufferrean %50ean disolbatuta, aukera onena zela ohartu ginen. Garbitze-buffer gisa 

erabiltzeko TBST eta PBST ere probatu ziren, azken hau egokiena izan zelarik. 
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Jarraian, gure prozeduraren espezifikotasuna ebaluatzeko, serum-lagin bakoitzeko 

birusik gabeko baldintza edo baldintza hutsa ere gehitzea erabaki genuen. Gainera, 

kurba estandar bat ere gehitu genuen, esperimentuen arteko aldagarritasuna 

zuzentzeko. Orain arte probatutako sei laginetatik absorbantzia-balio altuenak zituzten 

hiru laginak hautatu eta bateratu egin ziren, eta ondoren kurba estandar bat sortzeko 

erabili. Lagin estandarraren diluzio sorta zabalean reobirusarekiko serum-

erreaktibotasuna neurtzeak haren egokitasuna baieztatu zuen (13C irudia). 
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13. irudia. A) Absorbantzia (Abs) erlatiboaren kuantifikazioa birus eta serum diluzio desberdinak erabiliz. 

B) Lagin indibidualen absorbantzia erlatiboaren kuantifikazioa 1:1024ko serum diluzioan eta 1:4, 1:16 

eta 1:64 birus diluzioen arteko konparazioa. C) Estandar gisa erabilitako serumaren kurba estandarra 

serie bikoitzeko eta 1:128an hasitako sei diluzio erabilita, eta garbitze bufferra zuritzat hartuta. 

Ezkerrean, serumaren kontzentrazio-balioak serum bolumenaren proportzio gisa adierazten dira, eta 

eskuinean, berriz, serum diluzio gisa. Puntu eta lerro moreak 1:16 birus diluzioari eta laranjak birusik 

gabeko egoerari dagokie. Absorbantzia erlatiboa 450 nm balioei 570 nm-koan kenduta kalkulatu zen. 

A) B) 

C) 
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1.2. Reobirusaren aurkako serum-erreaktibotasuna GZan 

Teknika optimizatu ondoren, reobirus serum-erreaktibotasuna ebaluatu genuen 44 

pertsona zeliakotan eta 44 ez-zeliakotan, eta ikusi genuen GZa duten banakoek 

reobirusarekiko serum-erreaktibotasun handiagoa zutela (14A irudia), maizago infektatu 

zirela edo birusaren aurkako erantzun immunitarioa sendoagoa zutela iradokiz. Nolanahi 

ere, emaitza hauek reobirus infekzioen eta GZaren arteko lotura berresten dute, eta 

birus-infekzio horrek GZa garatzeko arriskuan izan dezakeen inplikazioa indartzen dute. 

Reobirus infekzioak haurtzaroan gertatu ohi direnez (Soleimanjahi & Heydarabadi, 2022),  

adinak reobirusaren aurkako antigorputz-mailan eragina ba ote duen argitu nahi genuen. 

Hala, paziente gazteagoak eta zaharragoak alderatu genituen, 8 urteko adina 

erreferentziatzat hartuta. Banako zaharragoek serum-erreaktibotasun baxuagoa zuten, 

baina desberdintasuna ez zen esanguratsua (14B irudia). 

Sexua gure immunitate-sistemari eragiten dion aldagai biologikoa da; izan ere, arrek eta 

emeek ez diete berdin erantzuten patogenoei, erantzun immunitario desberdina 

erakusten dute, batez ere X kromosoman dauden sexu-hormonen eta geneen ondorioz 

(Klein & Flanagan, 2016; Oertelt-Prigione, 2012). Horregatik, sexuak serum-

erreaktibotasunean izan dezakeen eragina ere ebaluatu nahi izan dugu. Oro har, emeek 

berezko erantzun immunitario sendoagoa izaten dute arrek baino (Klein & Flanagan, 2016). 

Hala ere, ez dugu alderik aurkitu gizabanako maskulino eta femeninoen artean 

reobirusarekiko serum-erreaktibotasunari dagokionez (14C irudia). 

Beraz, datu hauek erakusten dute ez adinak ez sexuak ez dutela eraginik reobirusaren 

aurkako serum-erreaktibotasunean. Hala ere, talde bakoitzeko (zaharrak eta gazteak, 

gizonezkoak eta emakumezkoak) zeliakoen eta ez-zeliakoen arteko aldea esanguratsua 

da oraindik, zeliakoa izatea edo ez izatea faktore determinatzailea denaren ideia 

indartuz. 

 



EMAITZAK 

  
71 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Reobirus ELISA

Ktrl GZ
0

1

2

3

4
***

S
e
ru

m
 e

rr
e
a

k
ti

b
o

ta
s
u

n
 e

rl
a
ti

b
o

a

Reobirys ELISA sexuaren arabera

Gizonak Emakumeak Gizonak Emakumeak
0

1

2

3

4

Ktrl GZ

**

*

S
e
ru

m
 e

rr
e
a

k
ti

b
o

ta
s
u

n
 e

rl
a
ti

b
o

aReobirus ELISA adinaren arabera

Zaharrak Gazteak Zaharrak Gazteak
0

1

2

3

4

Ktrl GZ

*

*

S
e
ru

m
 e

rr
e
a

k
ti

b
o

ta
s
u

n
 e

rl
a
ti

b
o

a

14. irudia. A) Reobirusaren aurkako serum erreaktibotasun erlatiboa paziente zeliako (GZ) eta ez-

zeliako (Ktrl) pediatrikoen serum-laginetan. B) Reobirusaren aurkako serum erreaktibotasun erlatiboaren 

konparasioa gizabanakoen adinari dagokionez. Medianaren balioa 8 urte zen eta hori hartu zen laginak 

zahar eta gazte taldetan bereizteko erreferentzia baliotzat. C) Reobirusaren aurkako serum 

erreaktibotasun erlatiboaren konparasioa gizabanakoen sexuari dagokionez. Serum erreaktibotasun 

erlatiboa, 570 nm-ko absorbantzia balioak 450 nm-ko balioei kenduz, eta kurba estandarraren 1:1024 

diluzioren absorbantzia balio erlatiboarekin erlatibizatuz kalkulatu zen. ***p<0,001;**p<0,01;*p<0,05 t-

student analisien arabera. 

A) 

B) C) 
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2. Birusen aurkako immunitatea GZan 

Reobirus infekzioetan (Carew et al., 2017; Steele et al., 2011) eta GZaren garapenean 

(Haghbin et al., 2019; E. Y. Lee, Lee, & Song, 2009) CXCL10en parte-hartzea kontuan hartuta, 

bi faktore horien arteko lotura ebaluatu nahi izan dugu. Beraz, CXCL10ren 

kontzentrazioa neurtu genuen ELISA bidez reobirusaren aurkako erreaktibotasuna 

kuantifikatzeko erabilitako zeliako eta ez-zeliakoen serum lagin berdinetan. 

Reobirusarekiko erreaktibotasunaren emaitzen antzera, GZa duten pertsonek CXCL10 

maila nabarmen altuagoak erakutsi zituzten zeliakoak ez diren pertsonek baino (15A 

irudia). Gainera, ikusi genuen CXCL10 mailak reobirusarekiko serum-

erreaktibotasunarekin korrelazionatzen zuela, bai zeliakoetan, bai ez-zeliakoetan ere 

(15B irudia). Emaitza hauek agerian uzten dute reobirus infekzioen, CXLC10en eta 

GZaren arteko erlazioa, eta reobirus infekzioek GZdun pazienteetan ikusitako CXCL10 

mailaren igoeran lagundu dezaketela iradokitzen dute. 

Reobirusa, errotabirusa bezala, Reoviridae familiako dsRNA birus bat da, eta IFN-I 

bidezidorra aktibatzen du RIG-I, MAD5 eta MAVSen bidez (Sherry, 2009). GZdun 

pazienteek serumean errebirusaren aurkako erreaktibotasun areagotua erakutsi zutela 

kontuan hartuta, GZan birusen aurkako erantzun immunitarioa ere areagotuta dagoen 

jakin nahi izan genuen.   

IRF3 eta IRF7 geneek IFN-I bidezidorreko bi erregulatzaile nagusi kodetzen dituzte, 

IRF3 eta IRF7, eta horien adierazpena RNA birusen infekzioei aurre egiteko areagotzen 

da  (Chiang & Liu, 2019; Ikushima et al., 2013; S. Ning et al., 2011; Santana-de Anda, Gómez-

Martín, Díaz-Zamudio, & Alcocer-Varela, 2011; Sin et al., 2020). GZaren testuinguruan RNA 

birusen infekzioei aurre egiteko erantzun immunitarioa ebaluatzeko, IRF3 eta IRF7 

geneen adierazpena kuantifikatu genuen GZ aktibodun pazienteen, glutenik gabeko 

dieta (GGD) jarraitzen duten zeliakoen eta pertsona ez-zeliakoen hesteetako biopsia 

laginetan. IRF3k zein IRF7k adierazpen emendatua erakutsi zuten GZ aktibodun 
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pazienteetan (15C, D irudia). Hala ere, IRF7 maila altuak GGDpean dauden zeliakoetan 

ere mantendu ziren (15D irudia). 

Emaitza hauek birus-infekzioen aurkako erantzun immunitario sendoagoa adierazten 

dute, zeinak IRF7 adierazpenaren kasuan maila altuei eusten dien nahiz eta dietatik 

glutena kentzean GZaren hobekuntza gertatu. Honek, birus-infekzio errepikakorrek 

pertsonaren ostalariaren immunitate-sisteman oinarrizko hantura-mailak areagotu 

dezakeen marka bat utz dezaketela iradokitzen du, kutsatu gabeko edo gutxiagotan 

kutsatutako pertsonekin alderatuz gero. 
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13. irudia. A) CXCL10 kontzentrazioa paziente zeliako (GZ) eta ez-zeliako (Ktrl) pediatrikoen serum 

laginetan, ELISA bide neurtuta. CXCL10 kontzentrazioa kurba estandar bat erabiliz kalkulatu zen. B) 

CXCL10 mailen eta reobirusaren aurkako serum erreaktibotasunaren arteko Pearsonen korrelazioa  

zeliakoetan (GZ, gorriz) eta ez-zeliakoetan (Ktrl, urdinez). R
2
  (GZ) = 0,2001 eta R

2
 (Ktrl) = 0,2817. C) 

IRF3 eta D) IRF7 adierazpena hantura duten zeliakoen (GZ aktiboa), hanturarik gabeko eta glutenik 

gabeko dieta gutxienez bi urtez jarraitu duten zeliakoen (GZ GGDn) eta ez-zeliakoen (Ktrl) hesteetako 

biopsia laginetan. Adierazpen erlatiboa 2
-ΔΔCt

 metodoarekin kalkulatu zen, eta RPLPO gene endogeno 

gisa erabili zen.***p<0,001; *p<0,01;*p<0,05 t-student, Pearsonen korrelazioa eta ANOVA analisien 

arabera. 

A) B) 

C) D) 
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3. m6A metilazioa GZan 

3.1. m6A metilazioa eta m6A makineria GZan 

m6A RNA metilazioak sistema immunitarioaren erregulazioan parte hartzen duela 

egiaztatu da, eta, besteak beste, birus-infekzioetan eta autoimmunitatean inplikatuta 

dago (Bechara & Gaffen, 2021; Brocard et al., 2017; Dang et al., 2019; Maity & Das, 2016; 

Shulman & Stern-Ginossar, 2020; L. Tang et al., 2021). Beraz, m6A mailak ebaluatu nahi izan 

genituen GZaren testuinguruan. Heste-biopsietatik erauzitako RNA erabiliz, GZa duten 

pazienteek, kontrol ez-zeliakoekin alderatuz gero, m6A maila nabarmen altuagoak 

zituztela ikusi genuen (16A irudia). 

GZan m6A mailak aldatzen direla kontuan hartuta, aldaketa hori m6A makineriako 

kideen adierazpenaren desberdintasunaren ondorio ote den jakin nahi izan genuen. 

Beraz, haien adierazpena kuantifikatu genuen hesteetako biopsia laginetan (16B-H 

irudia). Aurrez ikusitako m6A maila altuekin bat etorrita, bi m6A idazleek adierazpen 

altua azaldu zuten GZ aktibodun pazienteetan. GGDpeko zeliakoen kasuan, berriz, m6A 

idazleen maila baxuagoa izan zen gaixotasun aktiboarekin alderatuta, kontrol ez-

zeliakoen antzekoa izan zelarik. METTL3k desberdintasun nabarmena erakutsi zuen GZ 

aktibodun eta zeliakoak ez diren gizabanakoen artean (16B irudia) eta METTL14k GZ 

aktibodun eta GGDpean dauden zeliakoen artean (16C irudia). METTL14ren kontrako 

adierazpen-eredua azalduz, ALKBH5 m6A ezabatzaileak, adierazpen handiagoa 

erakutsi zuen dietatik glutena ezabatzean (16D irudia). m6A irakurleei dagokienez, 

YTHDC1, YTHDC2 eta YTHDF1 geneen adierazpenak emendatuta daude GZ aktibodun 

pertsonetan, eta GGD jarraitzen duten pazienteetan zeliakoak ez diren pertsonetan 

ikusitako mailetara itzuli ziren (16E-G irudia). YTHDF2k ere adierazpen murriztua 

erakutsi zuen GGDpeko pazienteetan (16H irudia). Emaitza horien arabera, GZan m6A 

makineriaren erabateko aldaketak gertatzen dira, eta orokorrean GZ aktibodun 

pertsonetan adierazpen-maila altuagoa da.   
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16. irudia. A) ELISA bidez zeliakoen (GZ) eta ez-zeliakoen (Ktrl) hesteetako biopsietatik erauzitako 

RNAn neurtutako m6A ehunekoen kuantifikazioa,. B) METTL3, C) METTL14, D) ALKBH5, E) YTHDC1, 

E) YTHDC2, G) YTHDF1 eta H) YTHDF2ren adierazpena hantura duten zeliakoen (GZ aktiboa), 

hanturarik gabeko eta glutenik gabeko dieta gutxienez bi urtez jarraitu duten zeliakoen (GZ GGDn) eta 

ez-zeliakoen (Ktrl) hesteetako biopsia laginetan. Adierazpen erlatiboa 2
-ΔΔCt

 metodoarekin kalkulatu zen, 

eta RPLPO gene endogeno gisa erabili zen. **p<0,01;*p<0,05;+p<0,1 t-student eta ANOVA analisien 

arabera. 

A) B) 

C) D) 

E) F) 

G) H) 
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Ondoren, m6A kideen arteko erlazioa aztertzeko, desberdin adierazten ziren kideen 

arteko korrelazioa kalkulatu genuen, eta METTL3ren adierazpenak GZdun banakoetan 

YTHDC1narekin (17A irudia) eta YTHDC2narekin bi taldeetan (17B irudia) 

korrelazionatzen duela baieztatu genuen. Gainontzeko konbinazioetan ez zen 

korrelaziorik atzeman.  

 

 

 

 

 

 

 

3.2. m6A makineriaren eta birusen aurkako erantzunaren arteko lotura GZan 

Esan bezala, birusen aurkako erantzun immunitarioa eta m6A makineriako kideen 

adierazpen mailak altuagoak izan ziren GZa duten pazienteetan. Behatutako 

gainadierazpen hori nolabait koordinatuta egon ote zitekeen ikertzeko, IRF3 eta IRF7  

eta METTL3, YTHDC1 eta YTHDC2 m6A makineriako kideen arteko korrelazioa 

kalkulatu genuen (18A-C irudia). 

METTL3 eta IRF3ren adierazpenen arteko korrelazioa GZ aktibodun pazienteetan 

bakarrik gertatzen zela egiaztatu zen (16A irudia, ezkerrean), METTL3 eta IRF7 geneen 

adierazpenak, ordea, GZan zein kontroletan korrelazionatuta zeuden (18A irudia, 

eskuinean). m6A irakurleei dagokienez, batek ere ez zuen korrelaziorik erakutsi kontrol-

taldean (18B, C irudia). Hala ere, YTHDC1ren adierazpena korrelazionatua zegoen 

GZdun pazienteetan IRF3 zein IRF7rekin (18B irudia). Gauza bera gertatu zen 

YTHDC2rekin (18C irudia). 
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17. irudia. Pearson korrelazioren analisia A) METTL3 eta YTHDC1, R
2
 (GZ) = 0.5180; R

2
 (Ktrl) = 0.1943; 

eta B) METTL3 eta YTHDC2, R
2
 (GZ) = 0.3541; R

2
 (Ktrl) = 0.2895, adierazpenen artean GZ aktibodun 

pazienteetan (gorriz) eta paziente ez-zeliakoetan (urdinez). **p<0,01;*p<0,05;+p<0,1. 
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Emaitza hauek lotura hirukoitza iradokitzen dute m6A, birusen aurkako erantzunaren 

aktibazioa eta GZaren patogenesiaren artean. GZan birusen aurkako IRF3 eta IRF7 

mRNA molekulen eta m6A makineriako zein kideen arteko korrelazioa, eta m6A 

metilazioak birusen aurako erantzun immunitarioan eta hanturan duen inplikazioa (J. Luo 

et al., 2021; Winkler et al., 2019) kontuan hartuta, gure datuek m6A makineriako alterazioek 

GZaren garapenean eragina izan dezaketela adierazten dute, agian IRF7ren 

modulazioaren bidez. 
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16. irudia. Pearson korrelatzioaren analisia A) METTL3 eta IRF3 (ezkerrean), R
2
 (GZ) = 0.3806; R

2
 (Ktrl) 

= 0.0062; eta IRF7 (eskuinean), R
2
 (GZ) = 0.3712; R

2
 (Ktrl) = 0.3167; B) YTHDC1 eta IRF3 (ezkerrean), 

R
2
 (GZ) = 0.8040 ; R

2
 (Ktrl) = 0.1097; eta IRF7 (eskuinean), R

2
 (GZ) = 0.7694; R

2
 (Ktrl) = 0.218; eta C) 

YTHDC2 eta IRF3 (ezkerrean), R
2
 (GZ) = 0.8433; R

2
 (Ktrl) = 0.1783; eta IRF7 (eskuinean), R

2
 (GZ) = 

0.5879; R
2
 (Ktrl) = 0.0868, adierazpenen artean.  ***p<0,001;*p<0,05. 
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4. Birus-infekzioen eta gluten-kontsumoaren konbinazioaren ebaluazioa 

hesteetan: PIC+PTG in vitro eredua HCT-15 heste-zeluletan 

4.1. m6A makineria PIC+PTG in vitro ereduan 

Kontuan izanik glutenaren kontsumoa dela GZaren patogenesia eragiten duen 

ingurumen-faktore ezagun nagusia, eta birus-infekzioak gaixotasunaren garapenean 

ingurumen-faktore gehigarri gisa parte hartu dezaketela proposatu dela, bi faktore horiek 

GZaren testuinguruan m6A makineriako kideen adierazpenean nola eragin zezaketen 

jakin nahi genuen. Hala, birus-infekzioen eta glutenaren kontsumoaren eragin bateratua 

ikertzeko, in vitro eredua sortu genuen, heste-zelulak lehendabizi mimetiko biral batekin 

tratatuz eta ondoren pepsina eta tripsinaz digeritutako gliadinarekin (PTG) estimulatuz. 

Gliadina glutenaren frakzio immunogenoa da. Azido poliinosi-deoxizitidilikoa (Poly (I:C) 

edo PIC) dsRNA molekula sintetiko bat da, zeina birus-mimikotzat hartzen den zeluletan 

transfektatzean, RIG-I-MAVS bidezidorra aktibatzen duelako (Dauletbaev, Cammisano, 

Herscovitch, & Lands, 2015), reobirusetik eratorritako RNAren antzera. Beraz, reobirus 

infekzioen ordezko egokia da in vitro esperimentuetan erabiltzeko. 

In vitro eredu honen helburu nagusia GZdun pazienteen hesteetan gerta daitekeena 

islatzea zen. Horretarako, hesteetako HCT-15 zelula lerro epiteliala PIC birus-

mimikoarekin tratatu genuen 24 orduz. Medioa aldatu ondoren, zelulak 16 orduz 

inkubatu, eta gero, PTGrekin estimulatu ziren. Eredu honek glutena kontsumitu aurreko 

birus-infekzio bat simulatzen du in vitro. 

Nahiz eta jakin birus-infekzioen ondorioz kutsatutako zeluletan m6A mailak aldatu egiten 

direla (Dang et al., 2019) eta PTGk hestee-zeluletan duen eragina lehenago deskribatu 

den (Olazagoitia-Garmendia et al., 2021), ez dago informaziorik PICak HCT-15 heste-

zeluletan m6A metilazioan duen eraginari buruz. Beraz, PICak m6A maila orokorrean 

duen eragina ebaluatu genuen lehenik, eta ikusi genuen PIC tratamenduak m6A maila 

altuagoak eragin zituela hesteetako zeluletan (19A irudia). m6A mailen igoera horrek 
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GZa duten pazienteetan ikusitako maila altuak islatzen dituenez, gure PIC+PTG ereduan 

m6A makineriako kideen adierazpena analizatu genuen jarraian. Analisi horietan m6A 

makineriako kide batzuetan adierazpen-aldaketa esanguratsuak behatu genituen PIC 

edota PIC+PTGz estimulatutako zeluletan (7. taula eta 19B-H irudia).  

7. Taula. m6A makineriako kideen adierazpen desberdintasunak PIC+PTG ereduan ***p<0,001 eta *p<0,05  

ANOVA analisien arabera.  

m6A makineriako kideak PIC PTG PIC+PTG 

METTL3 ↓+ ≈ ↑ * 

METTL14 ↓ ≈ ↑ * 

ALKBH5 ↓*** ↓* ↓*** 

YTHDC1 ↓ ≈ ≈ 

YTHDC2 ↑ ↑ ≈ 

YTHDF1 ↑ ≈ ↑ 

YTHDF2 ↓+ ≈ ↓ 

 

PIC tratamendu soilak m6A makineriako kide gehienen azpiadierazpenerako joera 

eragin zuen. METTL3 m6A idazlearen (19B irudia) eta YTHDF2 irakurlearen kasuan 

(19H irudia), desberdintasuna ia esanguratsua izan zen. Soilik ALKBH5 ezabatzaileak 

azaldu zuen adierazpenaren murrizketa esanguratsua (19D irudia). Aitzitik, YTHDC2 

(19F irudia) eta YTHDF1 (19G irudia) m6A irakurleak apur bat gainadierazita zeuden. 

PTG estimulazio soilak ALKBH5 eta YTHDC2ren adierazpenean aldaketak eragin 

zituen, ALKBH5en adierazpena murriztua zegoen (19D irudia), hesteetako biopsietan 

ikusitako adierazpen-ereduarekin bat etorrita. YTHDC2 mailak igo egin ziren, nahiz eta 

oso gutxi (19F irudia). 

Eredu honetan behatutako aldaketa nabarmenenak PIC eta PTG konbinatu ostekoak 

izan ziren. METTL3 (19B irudia) zein METTL14 (19C irudia) m6A idazleek 

gainadierazpen esanguratsua erakutsi zuten PICen bakarkako tratamenduarekin 

alderatuz gero. ALKBH5ek oso adierazpen baxua zuen, zelulak PICen tratamendu 

soilpean zeudenaren antzekoa. m6A irakurleei dagokienez, YTHDC1 eta YTHDC2 

adierazpenak tratamendurik gabeko (TG) egoeraren antzekoak izan ziren, eta YTHDF1 

eta YTHDF2renak, PICen tratamendu soilaren antzekoak (19E-H irudia). 
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19. irudia. A) ELISA bidez PIC birus-mimetikoaz 24 orduz tratatutako eta tratamendurik gabeko (TG) 

HCT-15 zeluletatik erauzitako RNAn neurtutako m6A ehunekoen kuantifikazioa. B) METTL3, C) 

METTL14, D) ALKBH5, E) YTHDC1, F) YTHDC2, G) YTHDF1 eta H) YTHDF2 adierazpen-mailak PIC 

tratamenduarekin tratatutako (PIC), gliadinarekin estimulatutako (PTG), PIC eta PTGz tratatutako 

(PIC+PTG) eta tratamendurik gabeko (TG) HCT-15 zeluletan. Adierazpen erlatiboa 2
-ΔΔCt

 metodoarekin 

kalkulatu zen, eta RPLPO gene endogeno gisa erabili zen.***p<0,001;*p<0,05;+p<0,1 t-student eta 

ANOVA analisien arabera. 
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4.2. Hantura-transkribatuak eta birusen aurkako transkribatuak PIC+PTG in vitro 

ereduan 

m6A makineriako kideez gain, GZaren patogenesiarekin zerikusia dutela aurretik 

deskribatu diren hantura-zitokinak kodetzen dituzten geneen adierazpena ere aztertu 

genuen (Abadie & Jabri, 2014; Abadie et al., 2020; León et al., 2006). Zelulak PICarekin eta 

PIC+PTGrekin tratatzen zirenean IL15 eta IL18 geneen adierazpena emendatu egiten 

zela Ikusi genuen, baina PTGrekin soilik ez (20A, B irudia). 

Gainera, RNA birusen infekzioen aurkako erantzun immunitarioan inplikatuta dauden 

mRNA molekulen adierazpena kuantifikatu genuen (Ikushima et al., 2013; Schoggins & Rice, 

2011; Uematsu & Akira, 2007). Espero bezala, PIC tratamenduak areagotu egin zuen 

IFNB1, IRF1, IRF3 eta IRF7en transkripzio maila (20C-F irudia). Interesgarria da, 

IRF7ren adierazpena are indartsuagoa izan zela PIC tratamendua eta PTG estimulazioa 

konbinatu zirenean (20F irudia), PICek ez ezik PTGk ere bere gainadierazpenean 

eragina duela iradokiz. IRF7ren adierazpenaren indukzio sinergiko hau proteinen mailan 

ere gertatzen da (20G, H irudia). Aztertutako gene horietako bakar batean ere ez zen 

aldaketarik ikusi zelulak PTGrekin soilik estimulatu zirenean. 

4.2.1. IRF7ren erregulazioa PIC+PTG in vitro ereduan 

Jarraian, PIC+PTG ereduko IRF7aren hazkundea m6A makineriaren alterazioen ondorio 

izan zitekeen aztertu nahi izan genuen. Horretarako, METTL3 m6A idazlea isilarazi 

genuen, siRNA espezifikoen bidez (21A, C irudia), eta ondoren, PIC tratamendua eta 

PTG estimulazioa lehen deskribatu bezala aurrera eraman ziren. Horrela, baldintza 

hauetan ere PIC tratamendua eta PTG estimulazioa konbinatzeak IRF7 maila handitzea 

eragin zuela baieztatu genuen. Hala ere, gainadierazpen hau ez zen ikusi METTL3 

isilarazi zenean (21B, C irudia). 
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20. irudia. A) IL15 eta B) IL18 hantura-zitokinen eta C) IFNB1, D) IRF1, E) IRF3 eta F) IRF7 birusen 

aurkako transkribatuen adiezapen analisia; eta G-H) IRF7 proteina mailak adierazpen-mailak PIC 

tratamenduarekin tratatutako (PIC), gliadinarekin estimulatutako (PTG), PIC eta PTGz tratatutako 

(PIC+PTG) eta tratamendurik gabeko (TG) HCT-15 zeluletan. RNA edo proteina laginen grafikoak 

atzealde lisoan edo puntu-ereduarekin adierazi dira, hurrenez hurren. Adierazpen erlatiboa 2
-ΔΔCt

 

metodoarekin kalkulatu zen, eta RPLPO gene endogeno gisa erabili zen. Proteina kuantifikazioa ImageJ 

sofware bidez egin zen. ***p<0,001;**p<0,01;*p<0,05,+p<0,1 ANOVA analisien arabera.   
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IRF7ren erregulazioak ibaian beherako birusen aurkako zitokinei eragiten dien 

ebaluatzeko, CXCL10 adierazpena aztertu genuen, GZdun paziente pediatrikoen 

serumean maila altuak daudela kontuan izanda (15. irudia). IRF7rekin ikusitako eragin 

bera behatu genuen, PIC+PTGk CXCL10 adierazpenaren igoera orokorra eragiten 

duela, baina METTL3 isilarazten denean murrizten dela (21D irudia), hain zuzen. 

Oro har, emaitza hauek m6A makineriak PIC tratamenduaren eta PTG estimulazioaren 

ondoriozko IRF7ren indukzioan parte hartzen duela adierazten dute, eta IRF7, neurri 

batean behintzat, m6A-menpeko mekanismoen bidez erregulatu daitekeela iradokitzen 

dute. Gainera, IRF7ren m6A bidezko erregulazioaren efektu hori birusaren aurkako 

ibaian beherako erantzunean ere mantentzen da, CXCL10ren adierazpenean ikusi 

daitekeen bezala.  
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21. irudia. A-C) METTL3 eta IRF7 proteina-mailak eta D) CXCL10ren adierazpena PIC eta PTGz 

tratatutako (PIC+PTG) eta tratamendurik gabeko (TG) eta METTL3 isilarazteko (si1 eta si2) eta kontrol 

gisa erabilirako (siKTRL) siRNA molekulak transfektatutako HCT-15 zeluletan. Adierazpen erlatiboa 2
-

ΔΔCt
 metodoarekin kalkulatu zen, eta RPLPO gene endogeno gisa erabili zen. Proteina kuantifikazioa 

ImageJ sofware bidez egin zen. **p<0,01;*p<0,05;+p<0,1 ANOVA analisien arabera. 
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5. m6A bidezko IRF7ren erregulazioa 

5.1. m6A motiboen iragarpena eta IRF7 mRNAren metilazioa baieztatzea 

IRF7 mRNAk ez du REPIC datu-basean (S. Liu, Zhu, He, & Chen, 2020) erregistratutako 

m6A motiborik. Hala ere, datu-base honek ez du ehun eta zelula-lerro batzuei buruzko 

informaziorik, besteak beste HCT-15 hesteetako zelula-lerroarena. Horregatik, SRAMP 

iragarpen zerbitzaria erabili genuen (Zhou et al., 2016) IRF7ren mRNA sekuentzian m6A 

motibo posibleak aztertzeko. IRF7 transkribatu primarioa (22A irudia) eta transkribatu 

heldua (22B irudia) ebaluatu genituen, eta puntuaziorik altuena zuten eta m6A 

kontsentsu-motibo ohikoenarekin bat zetozen (Dominissini, Moshitch-Moshkovitz, Salmon-

Divon, Amariglio, & Rechavi, 2013; Dominissini et al., 2012; Meyer et al., 2012) bi motiboak 

hautatu genituen m6A metilaziorako gure aztergaitzat. Bi m6A motibo hauek IRF7ren 

seigarren exoian daude (22C irudia) eta elkarrengandik nahiko gertu, mRNA helduaren 

konformazio bilduaren arabera (22D, E irudia). 

IRF7 mRNA sekuentziako m6A motiboak hautatu ondoren, haien in vitro metilazio 

egoera analizatu nahi izan genuen. Horretarako, aurreikusitako bi m6A motibo horiek 

dauden eskualdearen albo banatan kokatutako hasle espezifikoak diseinatu genituen, 

eta m6A RNA immunoprezipitazioa burutu genuen, qPCR bidezko analisia baino lehen 

(meRIP-qPCR). Prozedura hau erabiliz, IRF7 sekuentzia kodetzailean aurreikusitako bi 

m6A guneak HCT-15eko heste-zeluletan metilatuta daudela baieztatu genuen (22F 

irudia), SRAMPek egindako iragarpena baliozkotuz. 
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22. irudia. SRAMP iragarpen zerbitzariaren bitartez lortutako m6A motiboen irargapen balioak A) IRF7 

mRNA primarioa eta B) IRF7 mRNA heldua input gisa erabiltzean. Gezi gorriek hautagaitzat hartutako 

m6A motiboak adierazten dituzte. C) IRF7 mRNA primarioaren irudikapen eskematikoa m6A motibo 

hautagaien kokapena gorriz adieraziz. D) IRF7 mRNA helduaren bigarren egitrua RNAfold software 

bidez. E)  m6A gune hautagaiak kokatuta dauden zoom bidez gerturatutako eremuaren bigarren egitura, 

SRAMP iragarpen zerbitzariaren bitartez. F) m6A metilazio erlatiboaren konparaketa IRF7 mRNAren eta 

HPRT eta SOCS1 mRNA-en artean, kontrol positiboa eta negatiboa, hurrenez hurren. *p<0,05 ANOVA 

analisien arabera. 
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5.2. m6A makineria bidezko IRF7ren erregulazioa 

5.2.1. METTL3 m6A idazle bidezko IRF7ren erregulazioa 

METTL3 m6A idazle konplexuaren osagai katalizatzailea da (Xiang Wang et al., 2017; Ying 

Yang et al., 2018), eta PIC tratamenduaren eta PTG estimulazioaren ondoren bere 

adierazpena aldatu zela ikusi genuen, eta bere isilarazpenak PIC+PTG ereduan 

gertatutako IRF7ren indukzioari eragin ziola. Beraz, m6A idazle honen eta IRF7 mailaren 

artean harreman zuzena ote dagoen aztertu nahi izan genuen. 

METTL3 proteina IRF7 mRNArekin lotzen den ebaluatu genuen RIP-qPCR erabiliz. 

qPCRrako, m6A motiboak dauden eskualdearen alboetako eta aldez aurretik erabilitako 

hasle berberak erabili genituen, eta METTL3 eta IRF7 mRNAren arteko lotura zuzena 

frogatu genuen (23A irudia). METTL3ren immunoprezipitazio espezifikoa WB bidez 

egiaztatu zen (23B irudia). METTL3k IRF7ren adierazpen-mailetan duen eragina 

aztertzeko, m6A idazlea gainadierazi genuen gainadierazpen plasmido baten bidez 

(23C, D irudia). IRF7 transkribatu primario eta helduaren adierazpena kuantifikatu 

genituen, eta ikusi genuen IRF7 mRNA helduaren maila altua zen bitartean (23E irudia), 

IRF7 mRNA primarioaren maila baxuagoa zela METTL3 gaindierazten zenean (21F 

irudia). IRF7 proteina kantitateak ere aztertu ziren bi baldintzetan. IRF7 mRNA helduaren 

adierazpen-ereduarekin bat etorriz, IRF7 proteina-kantitatea handiagoa izan zen 

METTL3 gainadieraztean (23G, H irudia). 
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23. irudia. A) METTL3-IRF7 mRNA interakzioaren kuantifikazioa METTL3ren RNA immunoprezipitazio 

ondorengo qPCR bidez (RIP-qPCR). Aberaste aldaketa inputaren ehuneko metodoaren bidez kalkulatu 

zen. B) METTL3 immunoprezipitazio espezifikoaren WB irudi adierazgarria. C) METTL3 adierazpena, 

D) METTL3 proteina kuantifikazioa, E) IRF7 mRNA heldua eta F) IRF7 mRNA primarioaren adierazpena, 

eta G) IRF7 proteina-mailak METTL3 gainadierazitako (ovMETTL3) eta gainadierazpenik gabeko 

(pCMV6) zeluletan. H) METTL3 gainadierazpenaren eta IRF7 indukzioaren WB irudi adierazgarria. RNA 

edo proteina laginen grafikoak atzealde lisoan edo puntu-ereduarekin adierazi dira, hurrenez hurren. 

Adierazpen erlatiboa 2
-ΔΔCt

 metodoarekin kalkulatu zen, eta RPLPO gene endogeno gisa erabili zen. 

Proteina kuantifikazioa ImageJ sofware bidez egin zen.***p<0,001;**p<0,01; +p<0,1 t-student analisien 

arabera. 

METTL3 

GAPDH 
25 kDa_ 

50 kDa_ 

GAPDH 

IRF7 

METTL3 

25 kDa_ 

50 kDa_ 

70 kDa_ 



EMAITZAK 

  
88 

5.2.2. ALKBH5 m6A ezabatzaile bidezko IRF7ren erregulazioa 

ALKBH5 ezagunak diren bi m6A ezabatzaileetako bat da, FTOrekin batera. Hala ere, 

FTOren aldean, ALKBH5ek substratuarekiko espezifikotasuna du eta m6A marketara 

besterik ez da lotzen (Mauer et al., 2017; Zou et al., 2016). Gainera, birus-infekzioen 

ondoren azpiadierazita dago (Y. Liu et al., 2019; A. Wang et al., 2022), PIC+PTG ereduan 

ikusi genuen bezala. 

METTL3rekin egin bezala, lehendabizi ALKBH5 eta IRF7 mRNAren arteko interakzioa 

aztertu genuen RIP-qPCR bidez. ALKBH5 m6A guneak dauden IRF7ren sekuentzia 

kodetzaileren eskualdera lotzen dela egiaztatu genuen (24A irudia). ALKBH5en 

immunoprezipitazioa WB bidez konfirmatu zen (22B irudia). Ondoren, ALKBH5 isilarazi 

genuen siRNA espezifikoekin (24C, D irudia), m6A-aberatsa zen eszenatoki bat sortuz 

(24E irudia). m6A maila altuen ildoan eta METTL3 gainadieraztean ikusitako emaitzekin 

bat etorrita, IRF7 mRNA helduak adierazpen altua izan zuen ALKBH5 isiltzen denean 

(24F irudia). Lehen ikusi bezala, IRF7ren transkribatu primarioak helduaren kontrako 

adierazpen-eredua erakutsi zuen (24G irudia). Azkenik, ALKBH5 mailak murrizten 

direnean IRF7 proteina kantitatea handitzen dela ikusi genuen (24H, I irudia). 

Emaitza hauek, oro har, PIC+PTG ereduko gure aurreko behaketak sendotzen dituzte, 

eta m6A metilazioak IRF7ren erregulazioan, bai RNA mailan, bai proteina mailan, 

eragina duela, eta erregulazio hau METTL3 m6A idazlearen eta ALKBH5 

ezabatzailearen bidezkoa dela baieztatzen dute. Gainera, badirudi m6A metilazioak 

modu positiboan erregulatzen duela IRF7ren adierazpena. 
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24. irudia. A) ALKBH5-IRF7 mRNA interakzioa kuantifikazioa ALKBH5 RNA immunoprecipitation 

ondorengo qPCR bidez (RIP-qPCR). Aberaste aldaketa inputaren ehuneko metodoaren bidez kalkulatu 

zen. B) ALKBH5en immuniprezipitazio espezifikoaren WB irudi adierazgarria. C) m6A ehunekoak, D) 

ALKBH5 adierazpena, E) ALKBH5 proteina kuantifikazioa, F) IRF7 mRNA heldua eta G) IRF7 mRNA 

primarioaren adierazpena, eta H) IRF7 proteina-mailak ALKBH5ren aurkako siRNAekin (si1 edo si3) edo 

kontrol gisa erabilitako (siKTRL) transfektatutako zeluletan. I) ALKBH5 isilarazpenaren eta IRF7 

indukzioaren WB irudi adierazgarria. RNA edo proteina laginen grafikoak atzealde lisoan edo puntu-

ereduarekin adierazi dira, hurrenez hurren. Adierazpen erlatiboa 2
-ΔΔCt

 metodoarekin kalkulatu zen, eta 

RPLPO gene endogeno gisa erabili zen. Proteina kuantifikazioa ImageJ sofware bidez egin zen. 

***p<0,001;**p<0,01;*p<0,05 t-student eta ANOVA analisien arabera.  
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5.3. m6Aren eragina IRF7 mRNAren metabolismoan 

5.3.1. m6Aren eragina IRF7 mRNAren lokalizazioan 

m6A markak transkribatu jakin batzuetan esportazio-seinaletzat hartzen dira (Lesbirel & 

Wilson, 2019), eta birus-infekzioetan, ALKBH5ek hainbat birusen aurkako transkribatu 

desmetilatzen dituela deskribatu da, hauek nukleoan atxikitzeko eta birusen aurkako 

berezko erantzun immunitarioa inhibitzeko (Q. Zheng et al., 2017). Hori kontuan hartuta, 

m6A metilazioak eta birus-infekzioek IRF7 mRNAren lokalizazioan eragina ote duten 

jakin nahi izan genuen. Horrela, hesteetako zelulak zatiki nuklear eta zitoplasmatikoetan 

banatu ziren eta IRF7 transkribatu maila bietan kuantifikatu zen. PIC birus-mimikoak 

IRF7 mRNAren lokalizazioan eraginik duen ebaluatu genuen lehenik, eta ohartu ginen 

baldintza basaletan zitoplasman zegoela, baina PIC tratamenduaren ondoren, nukleoan 

ere antzematen zela (25A irudia). METTL3 m6A idazlea gainadieraztean, IRF7 mRNA 

molekulak nukleoan ageri ziren nagusiki (25B irudia). 

YTHDC1 m6A irakurleak m6A markak ezagutu eta m6Adun mRNA molekulen 

zitoplasmarako lekualdatzea induzitzen du, SRSF3 eta NFX1 nukleo-esportatzaile 

faktoreen bitartez (Lesbirel & Wilson, 2019; Roundtree et al., 2017). YTHDC1-ek IRF7ren 

erregulazioan duen inplikazioa sakonago ikertzeko, YTHDC1 gainadierazi genuen 

METTL3-rekin batera (25C, D irudia), eta IRF7ren adierazpena aztertu genuen. 

YTHDC1ek IRF7ren nukleo-esportazioan eragina izanez gero, IRF7 proteina kantitate 

handiagoa esperoko genuke. Ordea, ez genuen YTHDC1 gainadierazpenaren 

ondoriozko desberdintasunik ikusi, ez RNA mailan, ezta proteina mailan ere (25E-G 

irudia), YTHDC1ek prozesu honetan parte hartzen ez duela iradokiz. 

 

 

 



EMAITZAK 

  
91 

  
Lokalizazio zelularra

RPLPO IRF7 lnc13
-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

pCMV6

ovMETTL3+

lo
g

(N
/Z

)

Lokalizazio zelularra

RPLPO IRF7 lnc13
-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5
TG

PIC
lo

g
(N

/Z
)

+

pCMV6 ovMETTL3 ovMETTL3

0.0

0.5

1.0

1.5

IRF7

R
N

A
 a

d
ie

ra
z
p

e
n

 e
rl

a
ti

b
o

a +

*

+

ovYTHDC1

pCMV6 ovMETTL3 ovMETTL3

0.0

0.5

1.0

1.5

YTHDC1

R
N

A
 a

d
ie

ra
z
p

e
n

 e
rl

a
ti

b
o

a ***
***

+

ovYTHDC1

pCMV6 ovMETTL3 ovMETTL3

0.0

0.5

1.0

1.5

YTHDC1

P
ro

te
in

a
 k

u
a
n

ti
fi

k
a
z
io

 e
rl

a
ti

b
o

a

***

***

+

ovYTHDC1

pCMV6 ovMETTL3 ovMETTL3

0.0

0.5

1.0

1.5

IRF7

P
ro

te
in

a
 k

u
a
n

ti
fi

k
a
z
io

 e
rl

a
ti

b
o

a

**
**

+

ovYTHDC1

25. irudia. IRF7 mRNAren lokalizazio zelularra A) PICekin tratatutako eta tratatu gabeko (TG) zeluletan 

eta B) METTL3 gainadierazitako (ovMETTL3) eta gainadierazpenik gabeko (pCMV6) zeluletan. RPLPO 

eta lnc13 kontrol zitoplasmiko eta nuklear gisa erabili ziren, hurrenez hurren. C) YTHDC1 adierazpena, 

D) YTHDC1 proteinaren kuantifikazioa, E) IRF7 adierazpena eta F) IRF7 proteinaren kuantifikazioa 

METTL3 gainadierazitako (ovMETTL3), METTL3 eta YTHDC1 (ovMETTL3+ovYTHDC1) 

gainadierazitako eta gainadierazpenik gabeko (pMV6) zeluletan. G) METTL3, YTHDC1 eta IRF7 

proteina-mailen WB irudi adierazgarria. RNA edo proteina laginen grafikoak atzealde lisoan edo puntu-

ereduarekin adierazi dira, hurrenez hurren. Adierazpen erlatiboa 2
-ΔΔCt

 metodoarekin kalkulatu zen, eta 

RPLPO gene endogeno gisa erabili zen. Proteina kuantifikazioa ImageJ sofware bidez egin zen. 

***p<0,001;**p<0,01;*p<0,05;+p<0,1 ANOVA analisien arabera. 
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5.3.2. m6Aren eragina IRF7 mRNAren egonkortasunean 

m6A markek mRNA molekulen egonkortasunean eragina dutela deskribatu da (Mauer et 

al., 2017; Shi et al., 2017; Xiao Wang et al., 2014). Hala, m6A metilazioak esportazio 

nuklearrean duen inplikazioa baztertu ondoren, IRF7 mRNAko m6A markek 

transkribatuaren egonkortasuna alda dezaketela postulatu genuen. Hipotesi hau 

frogatzeko, lehenik METTL3 gainadierazi eta de novo transkripzioa inhibitu genuen D 

aktinomizina erabiliz. Ez genuen desberdintasunik ikusi bi baldintza horien artean (26A 

irudia). Ondoren, METTL3 gainadierazi eta de novo proteinaren sintesia inhibitu genuen 

zikloheximidarekin. IRF7ren adierazpena aztertu genuen, eta ez genuen aldaketa 

esanguratsurik ikusi (26B irudia). Emaitza hauek m6A metilazioak IRF7 mRNAren 

egonkortasunean eraginik ez duela ematen dute aditzera. 
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26. irudia. IRF7ren adierazpen erlatiboa METTL3 gainadierazitako (ovMETTL3) eta gainadierazpenik 

gabeko (pCMV6) zeluletan A) D Aktinomizinarekin (ActD) 2, 4, eta 6 orduz tratatatu eta gero, eta B) 

zikloheximidarekin (CHX) 3 eta 24 orduz tratatu eta gero. Adierazpen erlatiboa 2
-ΔΔCt

 metodoarekin 

kalkulatu zen. 

A) 

B) 
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5.3.3. m6Aren eragina IRF7 mRNA itzulpenean 

m6A aldaketek mRNA itzulpenaren erregulazioan ere parte hartzen dute (Xiao Wang et 

al., 2015; Yun Yang et al., 2017). Kontuan izanik YTHDC2 sekuentzia kodetzaileetan 

dauden m6A motiboetara lotzen dela batez ere (Mao et al., 2019) eta IRF7 mRNAko m6A 

markak sekuentzia kodetzailean kokatzen direla, YTHDC2n zentratzea erabaki genuen. 

YTHDC2 IRF7 mRNArekin interakzioan egon zitekeela postulatu genuen. Ideia hau 

frogatzeko, METTL3 eta ALKBH5en arteko elkarrekintza baieztatzeko aukeratutako 

prozedura bera erabili genuen. Horrela, YTHDC2 proteinaren RNA 

immunoprezipitazioaren osteko IRF7 mRNAren RT-qPCR kuantifikazioarekin, YTHDC2 

eta IRF7 mRNAren arteko lotura egiaztatu genuen (27A irudia). YTHDC2ren 

immunoprezipizazio espezifikoa WB bidez konfirmatu zen (27B irudia). YTHDC2 eta 

IRF7 mRNAren arteko elkarrekintza baieztatuta, m6A irakurle honek IRF7n duen eragina 

ebaluatzeko, YTHDC2ren adierazpena areagotu genuen gainadierazpen plasmido 

baten bidez (27C, D irudia). IRF7ren adierazpena aztertu genuen, bai RNA mailan, bai 

proteina-mailan, eta YTHDC2 gainadierazpenak IRF7 mRNA (27E irudia) eta proteina-

kantitateak (27F, G irudia) indukzioa eragin zuela behatu genuen.  

Hala, YTHDC2 m6A irakurleak IRF7ren erregulazioan paper garrantzitsua duela 

baieztatzen dute emaitza hauek. Gainera, datu hauek m6A metilazioak IRF7 mRNAren 

itzulpen prozesuan duen inplikazioa ere bermatzen du. 
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27. irudia. A) YTHDC2-IRF7 mRNA interakzioaren kuantifikazioa YTHDC2ren RNA immuniprezipitazio 

ondorengo qPCR bidez (RIP-qPCR). Aberaste aldaketa inputaren ehuneko metodoaren bidez kalkulatu 

zen. B) YTHDC2ren immunoprezipitazio espezifikoaren WB irudi adierazgarria. C) YTHDC2 

adierazpena, D) YTHDC2 proteina kuantifikazioa, E) IRF7 adierazpena eta F) IRF7 proteina 

kuantifikazioa YTHDC2 gainadierazitako (Flag-YTHDC2) eta gainadierazpenik gabeko (Flag-hutsa) 

zeluletan. G) YTHDC2 gainadierazpenaren eta IRF7 indukzioaren WB irudi adierazgarria. RNA edo 

proteina laginen grafikoak atzealde lisoan edo puntu-ereduarekin adierazi dira, hurrenez hurren.  

Adierazpen erlatiboa 2
-ΔΔCt

 metodoarekin kalkulatu zen, eta RPLPO gene endogeno gisa erabili zen. 

Proteina kuantifikazioa ImageJ sofware bidez egin zen.***p<0,001;**p<0,01 t-student analisien arabera. 

A) B) 

C) D) 

E) F) G) 
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5.4. m6A metilazioren ekarpena IRF7 mailen erregulazioan 

IRF7ko m6A metilazioaren eragin funtzionala ikertzeko, zelulak m6Aren eraketa 

prozesuaren inhibitzaile zikloleuzinarekin tratatu genituen,  eta IRF7 mRNA eta proteina 

kantitateak aztertu genituen. IRF7ren adierazpenaren aldeak oso txikiak badira ere 

zikloleuzina tratamenduarekin eta tratatu gabeko egoeraren artean, IRF7ren 

adierazpena %10 murrizten da m6A inhibitzean (28A irudia). Proteina kantitatea ere 

txikiagoa da (28B irudia). 

Hala eta guztiz ere, zikloeuzinak m6A metilazioaren maila orokorrei eragiten die. Beraz, 

IRF7 sekuentzia kodetzaileko m6A metilazioaren funtzio espezifikoa aztertzeko, m6A 

markarik gabeko IRF7 adierazpen plasmido bat sortu genuen (MUT), baieztatutako m6A 

motiboen adenina nukleotidoa zitosina batekin ordezkatuz (28C irudia). Mutazioak 

puntualak ziren, aminoazidoen sekuentzia aldatzen ez zutenak. m6Arik gabeko (MUT) 

eta m6Adun (WT) IRF7 konparatzeko, bi plasmidoen kopuru bera transfektatu zen HCT-

15 heste-zeluletara, eta RNA eta proteina mailak aztertu ziren. RNA mailako IRF7 

adierazpena antzekoa izan zen WT zein MUT baldintzetan (28D irudia). Ordea, IRF7ren 

proteina-kantitatea nabarmen txikiagoa zela ohartu ginen m6A motiboak ezabatu 

zirenean (28E, F irudia), m6A motiborik ez izateak IRF7 proteina-sintesia eragozten 

duela adieraziz. 

Emaitza hauek kontuan hartuta, eta YTHDC2k m6A menpeko itzulpena sustatzen duela 

eta IRF7 mRNArekin lotzen dela buruan izanik, m6A motiborik ez dagoenean ikusitako 

proteinen sintesiaren gabezia YTHDC2 eta IRF7 mRNAren arteko interakzio 

gutxituagatik izan ote zitekeen jakin nahi izan genuen. Horregatik, WT edo MUT IRF7 

gainadierazten ziren baldintzak alderatuz YTHDC2-RIPa burutu genuen, eta RT-qPCR 

bidez IRF7 kuantifikatu. Prozedura hau erabiliz, YTHDC2 m6A irakurlearen eta IRF7 

mRNA arteko elkarrekintza m6A markarik ezean desagertua zegoela baieztatu genuen 

(28G irudia). Oro har, emaitza hauek m6A metilazioa eta YTHDC2-IRF7 mRNA lotura 

IRF7 proteina-sintesirako beharrezkoak direla erakutsi zuten.  
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28. irudia. A) IRF7 adierazpena eta B) IRF7 proteina kopurua zikloeuzinarekin tratatutako zeluletan eta 

tratatu gabeko (TG) zeluletan. C) IRF7 proteina-mailen WB irudi adierazgarria. D) A→C mutazioa 

puntual isilaren bidezko m6A motiboen deuseztatzearen irudi eskematikoa. BioRenderrekin sortutako 

irudia. E) IRF7 adierazpena eta F) IRF7 proteinen kuantifikazioa, m6Adun (WT) eta m6Arik gabeko 

(MUT) IRF7 gainadierazitako eta gainadierazpenik gabeko (pCMV6) zeluletan. G) IRF7 proteina-mailen 

WB irudi adierazgarria. H) YTHDC2-IRF7 mRNA interakzioaren kuantifikazioa YTHDC2 RNA 

immunoprecipitation ondorengo qPCR bidez (RIP-qPCR) zelulak WT edo MUT IRF7 gainadierazpen 

plasmidoarekin transfektatzean. Aberaste aldaketa inputaren ehuneko metodoaren bidez kalkulatu zen. 

I) YTHDC2ren immunoprezipitazioa espezifikoaren WB irudia. RNA edo proteina laginen grafikoak 

atzealde lisoan edo puntu-ereduarekin adierazi dira, hurrenez hurren. Adierazpen erlatiboa 2
-ΔΔCt

 

metodoarekin kalkulatu zen, eta RPLPO gene endogeno gisa erabili zen. Proteina kuantifikazioa ImageJ 

sofware bidez egin zen.***p<0,001;**p<0,01;+p<0,1 t-student eta ANOVA analisien arabera.  
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6. m6Aren eragina IRF7ren ibaian beherako jardueran 

IRF7k funtsezko papera jokatzen du IFN-I erantzunaren eta birusaren aurkako erantzun 

immunitarioaren mantentzean (Honda K et al., 2005; Schmid et al., 2010). Hau kontuan 

izanda, IRF7ren sekuentzia kodetzaileko m6A metilazio faltak bere ibaian beherako 

jardueran ere eragina izan ote zezakeen jakin nahi izan genuen. Horregatik, IFN-I eta 

JAK-STAT bidezidorretako zenbait generen adierazpena aztertu genuen, WT eta MUT 

IRF7 gainadierazpen baldintzak konparatuz. WT IRF7 gainadieraztean, IFBN1 (29A 

irudia) eta STAT1 (29B irudia) mailak igo zirela konturatu ginen, baina haien adierazpena 

antzekoa izan zen IRF7ren sekuentzia kodetzailetik m6A motiboak kentzean eta 

gainadierazpenik gabeko kontrol-egoeran, IRF7ren aurretik ikusitako murrizketarekin bat 

etorrita (29E, F irudia). Emaitza hauek m6A metilazio marken beharra berresten dute, 

ez bakarrik IRF7 erregulaziorako, baita bere ibaian beheragoko funtzioetarako ere. 

IRF7 ISGren eta beste gene batzuen promotoreetako ISREekin lotzen da haien 

adierazpena bultzatzeko (Schmid et al., 2010). Horregatik, CXCL10 eta CXCL16 zitokinen 

adierazpena analizatu genuen. Biek dute IRF7 lotzeko motiboa Gene Set Enrichment 

Analysis and Molecular Signature Database (Liberzon et al., 2015; Subramanian et al., 2005) 

datu basearen arabera. Hala ere, CXCL10ek bakarrik erakutsi zituen IRF7 proteina 

kantitatearen menpeko adierazpen aldaketak (29C irudia), IFNB1 eta STAT1en antzeko 

adierazpen eredua aurkeztuz. WT eta MUT baldintzen artean ez zen aldaketarik 

hauteman CXCL16 adierazpenari dagokionez (29D irudia). 

ISGetaz aparteko m6Aren eragina aztertzeko, LINC00173ren adierazpena ere 

kuantifikatu genuen. LINC00173 birus-infekzioetan hainbat zitokinen transkripzioaren 

erregulazioan inplikatuta dagoen lncRNA da (Postler et al., 2017), eta promotorean 

IRF7ren ISRE bat ere duena. Dena dela, LINC00173ren aldaeretako ezta batek ere 

(29E, F irudia) ez zuen adierazpen desberdintasunik erakutsi WT edo MUT IRF7 

gainadieraztean, nahiz eta IRF7k m6A motiboak falta dituenean pixka bat altuagoa izan. 
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Emaitza hauen arabera, CXCL10ren adierazpena IRF7ren menpekoa den arren, ez 

dirudi CXCL16 eta LINC00173ren adierazpen mailak IRF7k erregulatzen dituenik, 

gutxienez modu zuzenean, euren promotoreetako IRF7 lotzeko ISREak funtzionalak 

izan ez daitezkeela edota adierazpenaren erregulazioan IRF7z gain beste transkripzio-

faktore batzuk parte hartu eta IRF7ren murrizketa estali edota konpentsatu dezaketela 

iradokiz.  
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29. irudia. A) INFB1, B) STAT1, C) CXCL10, D) CXCL16, E) LINC00173 1.aldaera eta F) LINC00173 

2.aldaeraren adierazpen-mailak m6Adun (WT) eta m6Arik gabeko (MUT) IRF7 gainadierazitako eta 

gainadierazpenik gabeko (pCMV6) zeluletan. Adierazpen erlatiboa 2
-ΔΔCt

 metodoarekin kalkulatu zen, 

eta RPLPO gene endogeno gisa erabili zen. ***p<0,001;**p<0,01;*p<0,05 ANOVA analisien arabera.  
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Birus-infekzioak gaixotasun autoimmune batzuen ingurumen-faktore eragile gisa 

proposatu dira. (Bjornevik et al., 2022; Hussein & Rahal, 2019; Oikarinen et al., 2021; Smatti et 

al., 2019). Hain zuzen, hesteetako RNA birusen, hala nola reobirus eta errotabirusaren, 

eta GZaren garapenaren arteko asoziazioaren berri eman dute hainbat ikerketek (Bouziat 

et al., 2017; Brigleb et al., 2022; Kemppainen et al., 2017; Lars C Stene et al., 2006). Izan ere, 

Bouziat et al reobirusaz kutsatutako saguetan glutenarekiko tolerantziaren galera 

gertatzen zela ohartu ziren lehendabizi (Bouziat et al., 2017). Lotura hau Brigleb et al-ek 

berretsi zuten geroago (Brigleb et al., 2022), reobirus-infekzioak GZaren garapenean 

inplikatutako eragile biral abiarazle gisa proposatuz.  

Zehazki, zeliakoek, paziente ez-zeliakoek baino anti-reobirus antigorputz gehiago 

izateko joera dutela erakutsi zuten Bouziat et al-ek (Bouziat et al., 2017). Ikerketa-lan 

horretan, plaka-erredukzioaren neutralizazio entsegua (plaque-reduction neutralization 

assay ingelesez) erabili zuten giza serumean reobirusen aurkako antigorputzak 

detektatzeko. Lan honetan ELISA metodoan oinarritutako teknika garatu dugu reobirus 

partikulen detekziorako. Prozedura hau erabiliz, reobirus aurkako serum-

erreaktibotasuna modu eraginkorragoan kuantifikatu ahal izan genuen. Gainera, gureak 

birusaren neutralizazioan oinarritutako probak baino neurketa zuzenagoa eskaintzen du. 

ELISAn oinarritutako probaren bidez, GZdun paziente pediatrikoek reobirusarekiko 

serum-erreaktibotasun nabarmen handiagoa dutela ikusi genuen, eta beraz, Bouziat et 

al-ek aurrez egindako behaketa baieztatu genuen, reobirus infekzioen eta GZaren arteko 

loturari indarra emanez.  

Birus-infekzioak gertatzean, CXCL10 ehun desberdinetan adierazten dela frogatu da, 

zitokina honek birusaren aurkako erantzunean funtsezko zeregina duela iradokiz, zelula 

immunologikoen azpimultzo jakin batzuk (NK zelulak, adibidez) aktibatzen, errekrutatzen 

eta hauen migrazioan parte hartzen duelarik (Trifilo et al., 2004). Gainera, zenbait 

ikerketek jakinarazi dute CXCL10ren ekoizpena handitu egiten dela reobirus 

infekzioaren ondoren (Carew et al., 2017; Douville et al., 2008), eta adierazpen emendatze 
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horrek NK zelulak infekzio-gunetara errekrutatzea eragiten duela (Prestwich et al., 2009) . 

Hori dela eta, serum laginetako CXCL10 hantura-zitokinaren kontzentrazioa ere neurtu 

dugu azterketa honetan, eta reobirusarekiko serum-erreaktibotasunarekin bat etorriz, 

GZdun pazienteek ere CXCL10 maila handiagoak izan zituzten. Hain zuzen ere, bi 

parametro horien arteko korrelazioa baieztatu ahal izan genuen, birus-infekzioak, neurri 

batean, CXCL10 maila altuago horien erantzuleak izan daitezkeela iradokiz. 

IRF3 eta IRF7 dsRNA birusen aurkako erantzunaren faktore erregulatzaile nagusiak 

dira, eta IFN-I ekoizpenaren eta berezko sistema immunearen aktibaziorako giltzarriak 

(Ning et al., 2011; Yanai et al., 2018). TLR3, RIG-I edota MDA5 hartzaileek dsRNA 

molekulak ezagutzen dituzte, IRF3 eta IRF7ren fosforilazioa eragiten duen 

seinaleztapen ur-jauzia abiaraziz, eta fosforilazioak, aldi berean, hauen aktibazioa eta 

nukleorako lekualdaketa eragiten duelarik (Ikushima et al., 2013; Matsumoto & Seya, 2008; 

Ning et al., 2011; Yanai et al., 2018). IRF3 etengabe adierazten da zelulan, eta batez ere 

birusaren aurkako erantzunaren lehen faseetan parte hartzen du (Yanai et al., 2018). 

Bestalde, IRF7 maila baxuetan adierazten da baldintza basaletan eta birusen aurkako 

erantzunaren ondorengo faseetan aktibatzen da. IRF7 erregulazio-begizta positibo 

baten bidezko IFN-I bidezidorraren mantentzean inplikatuta dago (Erickson & Gale, 2008; 

Litvak et al., 2012; Wu et al., 2020). 

Serumean ikusitako reobirusaren aurkako erreaktibotasun handiagoarekin eta CXCL10 

maila altuagoekin bat etorriz, GZdun pazienteen hestean birusen aurkako erantzun 

immunitarioa areagotu egiten dela behatu genuen. Izan ere, IRF3 eta IRF7 

gainadierazita zeuden GZ aktibodun pazienteen hesteetako biopsietan, eta IRF7ren 

adierazpenak emendatuta mantendu zen glutenik gabeko dieta jarraitzen duten 

zeliakoetan ere. Talde honetan, IRF3 maila ez-zeliakoetan baino pixka bat altuagoa zen, 

baina GZ aktiboko pazienteetan baino baxuagoa. IRF7ren funtzioa zein den kontuan 

izanda, emaitza hauek honakoa iradokitzen dute: nahiz eta dietako glutena kendu, 

birusen aurkako erantzun immunitarioak aktibatuta jarraitzen duela GZan. Zeliakoen 
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hesteetan hautemandako IRF7aren gainadierazpen iraunkorra aurretiazko birus-infekzio 

errepikatuen ondorio izan daiteke, hala nola, reobirusarenak, gaixotasunaren 

garapenaren aurretik ere gerta daitekeen hesteetako hantura-egoera basala areagotuz. 

Kontuan hartuta bai birus-infekzioen eta m6A aldaketaren arteko erlazioa (Dang et al., 

2019; Tsai & Cullen, 2020; Williams et al., 2019) eta bai m6A metilazioak GZan duen 

inplikazioari buruz egin berri dugun aurkikuntza (Olazagoitia-Garmendia et al., 2021), gure 

buruari galdetu genion ea loturarik ote dagoen zeliakoen hesteetan behatutako modu 

iraunkorrean areagotutako birusen aurkako erantzun immunitarioaren eta m6A-maila 

desberdintasunen artean. Duela gutxi aditzera eman genuen gliadinak m6A maila 

orokorrak areagotzen dituela, hesteetako zeluletako zenbait m6A makineriako kideen 

adierazpen emendatuarekin batera (Olazagoitia-Garmendia et al., 2021). Gure emaitzek 

GZdun pazienteetan aurretiaz ere ikusitako m6A-maila igoera berretsi zuten. Horrez 

gain, m6A makineriako kideen adierazpena ere aztertu nahi izan genuen, eta  GZan m6A 

makineriako geneen adierazpen-eredua orokorki aldatuta zegoela jabetu ginen. Alde 

batetik, METTL3 eta METTL14 m6A idazleek adierazpen-maila altuagoak zituzten GZ 

aktibodun pazienteetan, pertsona ez-zeliako eta GGDn dauden zeliakoekin alderatuz 

gero. Era berean, lan honetan aztertu ditugun YTHDC1, YTHCD2, YTHDF1 eta YTHDF2 

m6A irakurleek GZ aktibodun pazienteengan ere adierazpen areagotua erakutsi dute, 

baina ez GFD jarraitzen duten pazienteengan. Bestalde, ALKBH5 m6A ezabatzailearen 

adierazpena nahiko baxua izan zen pertsona ez-zeliakoetan eta GZ aktibodun 

pazienteetan, GGDpeko pazienteekin konparatuz gero, dietako glutena erregulazio 

horren arrazoia izan zitekeela iradokiz. Oro har, emaitza horiek gliadinarekin tratatutako 

zeluletan aurrez atzemandako m6A maila altuagoekin (Olazagoitia-Garmendia et al., 2021) 

bat datoz, eta berretsi egiten dute m6A makineriaren inplikazioa GZaren garapenean. 

Gainera, m6A makineriako zenbait kideren adierazpenek IRF3 eta IRF7 adierazpenekin 

korrelazionatzen dutela ohartu ginen paziente zeliako eta ez-zeliakoetan, birusen 
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aurkako erregulatzaile hauen eta m6A makineriako kideen arteko erlazioa, eta hauek 

GZaren sorreran izan dezaketen inplikazioa iradokiz. 

Birus-infekzioak zein gliadina inplikatuta dauden GZaren in vitro eszenatoki bat sortzeko, 

zelula-kultiborako baldintza-eredua garatu genuen, zeinean zelulak lehendabizi 

PICarekin, dsRNA molekulen analogo sintetikoa, tratatzen genituen, eta ondoren, 

PTGrekin estimulatzen genituen. Gure helburua aldez aurreko birus-infekzio egoeraren 

ondorengo glutenarekiko esposizioa antzeratzea zen, balizko GZdun pazienteen 

hesteetan gerta daitekeena islatuz. Bestalde, aurretik hesteetako laginetan analizatu 

genituen m6A makineriako kideen adierazpena ere aztertu nahi izan genuen, eta agente 

hauek izan dezaketen efektua ebaluatu. 

PIC zeluletan transfektatzen denean, RIG-I hartzaileak ezagutzen du, bere dsRNA 

analogo naturalarekin gertatzen den bezala. Ezagutza honek IFN-I ekoizpenaren 

indukziora daraman seinaleztapen ur-jauziari hasiera ematen dio (Dauletbaev et al., 2015). 

Frogatuta dago IFNB1 mRNA molekularen egonkortasuna m6A metilazioak 

baldintzatzen duela METTL3ren menpeko moduan (Winkler et al., 2019), eta, beraz, 

METTL3 murrizketa birusen aurkako erantzun immunitarioaren indukzio-mekanismotzat 

har daiteke. Era berean, gure ereduan, METTL3 m6A idazlea azpiadierazita zegoen 

zelulak PICarekin tratatzen zirenean. Epe luzeko gliadinarekiko esposizioaren ondoren 

METTL3 gainadierazita dagoela jakinarazi da ere (Olazagoitia-Garmendia et al., 2021). Guk 

ez genuen eragin bera ikusi 4 orduko estimulazioaren ondoren, seguruenik esposizio-

denbora laburragoaren ondorioz. Hala ere, gliadina-estimulazio soilak METTL3 

adierazpena aldatzen ez bazuen ere, METTL3ren emendioa eragin zuen gliadinak, 

zelulak PIC tratamendupean zeudenean. Adierazpen igoera hau aztertutako beste m6A 

idazlean, METTL14en, ikusten da ere. ALKBH5 m6A ezabatzailearen adierazpena oso 

desberdina zen gure ereduan, eta baldintza guztietan azpiadierazpena ikusten zen 

tratamendurik gabeko baldintzarekin alderatuz gero. Aurretik deskribatu da birus-

infekzioen ondoriozko ALKBH5 urritasuna (Liu et al., 2019), eta hala baieztatu zuten ere 
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gure PIC tratamenduko emaitzek. ALKBH5-mailak ere murriztuta zeuden ere gliadina-

estimulazioaren ondoren, hesteetako biopsietan ikusitakoaren antzera. Guk dakigula, 

lehen aldia da ALKBH5 m6A demetilasaren adierazpenaren aldaketen eta gliadina 

esposizioaren arteko lotura atzematen dela. Oro har, gure emaitzek birus-infekzio 

mimetiko baten eta gliadina-estimulazioaren konbinazioaren bidez m6A makineriako 

kideen adierazpena aldatzen dela erakutsi zuten, horrek m6A-mailen igoera orokorra 

ekar dezakeelarik. Hala eta guztiz ere, erregulazio honen oinarri diren mekanismoak 

ezezagunak dira, eta azterketa gehiago beharko dira horiek argitu eta ulertzeko. Hala, 

m6A eraldaketek hainbat prozesu patologikoetan duten garrantzia kontuan izanda, m6A 

makineriako kideak estimulu eta baldintza desberdinen aurrean nola erregulatzen diren 

ezagutarazteak interes handia du, eta ikuspegi terapeutiko berriak garatzeko atea ireki 

dezake. 

IRF7 transkripzio-faktore giltzarria da, birusen aurkako erantzun immunitarioan parte 

hartzen duena. Ikerketa askok deskribatu dute nola erregulatzen den IRF7 proteina 

mailan (Ning et al., 2011) errebisioan daude bilduta). Gure in vitro eredua erabiliz, ikusi 

dugu gliadina-estimulazioak areagotu egiten duela PIC tratamenduan dagoeneko 

gertatzen zen IRF7ren gainadierazpena, bai RNA mailan, baita proteina mailan ere. 

Gainera, adierazpenaren igoera hori, neurri batean behintzat, m6A makineriaren 

alterazioen ondorio izan zela baieztatu genuen, izan ere, METTL3 murrizteak PIC eta 

gliadina bidezko indukzioa gutxitzea eragin baitzuen. Horrela, gure emaitzek iradokitzen 

dute m6A makineriak zeliakoetan behatutako IRF7ren gainadierazpen iraunkorrean 

parte har dezakeela, eta hori reobirus infekzioaren eta glutenarekiko esposizioaren 

konbinazioaren emaitza izan daitekeela. 

Orain arte, ez zegoen m6A motiboen berririk IRF7 mRNA sekuentzian. Online 

eskuragarri dagoen SRAMP tresnaren bidez (Zhou et al., 2016), hainbat m6A motibo 

aurreikusi genituen IRF7 sekuentzia kodetzailean. Gainera, HCT-15 heste-zeluletan 

motibo horiek metilatuta daudela egiaztatu genuen. Honetaz gain, IRF7 mRNA molekula 
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METTL3 m6A idazlearekin, eta ALKBH5 ezabatzailearekin elkartzen dela baieztatu 

genuen, eta RNA eta proteina mailak aldatu egiten direla METTL3 eta ALKBH5 

manipulatzen direnean. Datu hauek IRF7ren erregulazioa m6Aren menpekoa dela 

ematen dute aditzera, non m6A-maila altuagoek IRF7 proteina sintesia eragiten duten. 

Halaber aipatzekoa da IRF7 mRNA primarioaren maila ere aldatu egin zela, baina mRNA 

helduaren kontrako adierazpen-eredua erakutsiz, m6A metilazioak RNA 

prozesamenduan ere eragina izan dezakeela iradokiz. 

Premisa horretatik abiatuta, m6A metilazioak IRF7ren RNA metabolismoan nola eragiten 

duen ebaluatu genuen. Birus-infekzioetan ALKBH5ek DDX46 helikasa errekrutatzen du, 

birusen aurkako RNA transkribatu batzuen demetilazioa eraginez. Ondorioz, mRNA 

molekula horiek nukleoan atxikitzen dira, eta horrek proteinara itzultzea eta birusen 

aurkako erantzun immunitario eraginkorra galarazten dute (Zheng et al., 2017). IRF7 

mRNAren kasuan, zelulako kokapenean aldaketak ikusi ziren bai PIC tratamenduaren 

ondoren baita METTL3 gainadierazpenari erantzunez ere, transkripzioaren proportzio 

nuklearra handituz. YTHDC1 m6A irakurleak m6A markadun mRNA molekulen nukleoko 

esportazioan parte hartzen du (Lesbirel & Wilson, 2019; Roundtree et al., 2017), proteina 

kantitatearen emendioa gerta daitekeelarik. Hala ere, ez genituen esperotako IRF7ren 

proteina maila altuagoak behatu, YTHDC1 METTL3rekin batera gainadierazi zenean 

IRF7 mRNAren kokapena aldatu ez zela eta YTHDC1ek IRF7ren esportazio/atxikipen 

nuklearraren prozesuan parte hartzen ez duela iradokiz. Horregatik, PIC tratamenduaren 

eta METTL3 gainadierazpenaren ondoren ikusitako IRF7 mRNA lokalizazio-aldaketa 

transkripzio-maila emendatuaren ondorio izan daiteke, transkribatuaren atxikipen 

nuklearraren ondorio baino. 

YTHDC1ek RNAren moztitsasketan ere parte hartzen du, m6Aren menpeko 

mekanismoaren bidez (C. Tang et al., 2017; Xiao et al., 2016). m6A metilazioak IRF7 mRNA 

prozesamenduan eragina zuela zirudien arren, ez genuen IRF7ren adierazpenean 

aldaketarik ikusi YTHDC1 eta METTL3 gainadierazpenen ondoren, beraz, pentsa 
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genezake m6A eta, zehatzago, YTHDC1 ez dagoela IRF7 moztitsazketa prozesuan 

inplikatuta. Hala eta guztiz ere, RNA molekula helduen sintesirako beste prozesu batzuk 

ere funtsezkoak dira, hala nola 5’ kapela eta poli-A isatsa eranstea. Beraz, m6A bidezko 

IRF7ren mRNA primarioaren aldaketen inguruko ikerketa gehiago behar da m6A 

metilazioak prozesu honetan duen benetako eragina argitzeko. 

m6A metilazioak mRNA molekulen egonkortasunean eragina duela ere deskribatu da, 

m6A markak izateak mRNA molekulen bizitza laburragoaren arrazoietako bat izanik (Boo 

& Kim, 2020; Shi et al., 2017; Tang et al., 2017; Wang et al., 2014). Dena dela, ez genuen 

aldaketarik ikusi IRF7 mRNAren egonkortasunean METTL3 gainadieraztean, eta D 

aktinomizina eta zikloheximida bidez transkripzio eta itzulpen prozesuak inhibitu 

ondoren, hurrenez hurren. Aitzitik, ez dugu IRF7 mRNAren egonkortasuna ebaluatu 

m6A maila murriztuko egoera batean. Horregatik, IRF7 mRNAn m6A ez egoteak izan 

ditzakeen ondorioak ezezagunak dira oraindik, eta bere egonkortasunean eragin lezake. 

m6A aldaketek mRNA itzulpenaren erregulazioan ere eragina dute (Wang et al., 2015; 

Yang et al., 2017). Besteak beste, YTHDF1, YTHDF3 eta YTHDC2-k m6A duten mRNA 

molekulen itzulpena sustatzen dute (Hsu et al., 2017; Li et al., 2017; Zong et al., 2021). Hala 

eta guztiz ere, m6A irakurle horiek lotura-ezaugarri desberdinak dituzte, eta YTHDF1 eta 

YTHDF3 ez bezala, zeinak mRNA molekulen UTRtara lotzen diren bereziki, YTHDC2 

CDSetako m6A guneetara lotzen da batez ere (Mao et al., 2019). M6A motiboak 

ezagutzeaz eta horietara lotzeaz gain, YTHDC2k bere helikasa jardueraren bidez RNA 

molekulak zabaltzeko gaitasuna ere badu (Hsu et al., 2017; Wojtas et al., 2017). Izan ere, 

YTHDC2 da jarduera hau duen m6A irakurle ezagun bakarra. m6A motiboak hein handi 

batean mRNA molekulen 3’UTRtan kokatzen dira, eta neurri txikiagoan 5’UTRtan  (Meyer 

et al., 2012). Hala ere, m6A guneak CDSetan ere identifikatu dira, eta transkribatu horien 

itzulpena m6A markarik gabeko mRNA molekulena baino eraginkorragoa ez dela 

jakinarazi den arren, m6Adun transkribatuen m6A marken deuseztatzeak haien 
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itzulpena kaltetu dezake (Mao et al., 2019). Hala, m6A metilazioak paper bikoitza izan 

dezake itzulpenean: batetik, m6A markek erribosomen pausatzea eragiten dute A 

nukleotido metilatatuan geldiaraziz, itzulpena motelduz eta eraginkortasuna murriztuz; 

eta, bestetik, m6A markek YTHDC2 mRNA molekuletara lotzea ahalbidetzen dute, 

RNAren bigarren mailako egitura zabaltzeko eta RNA metilatuaren itzulpen orokorra 

sustatzeko (Mao et al., 2019). Gainera, YTHDC2k kanonikoa, kapelarekiko 

independentea eta IRES bidezko itzulpen ez-kanonikoa ere sustatzen duela deskribatu 

da (Kim & Siddiqui, 2021). Lan honetan, IRF7 YTHDC2 bidez erregulatzen dela berretsi 

genuen, bere adierazpena YTHDC2ren gainadierapenarekin batera emendatzen baita.  

Lehen esan bezala, IRF7ren ekoizpena METTL3 eta ALKBH5ek erregulatzen dutela 

behatu genuen, eta beraz, m6A-dependentea dela ondorioztatu genuen. m6A metilazioa 

zikloleuzinaz inhibitzean, IRF7ren adierazpena eta proteinen ekoizpena baxuagoak 

zirela ikusi genuen m6Aren menpeko IRF7ren erregulazio hori berretsiz. IRF7ren 

sekuentzia kodetzaileko m6A metilazioaren funtzionaltasuna ebaluatzeko, IRF7 mRNA 

mutatua eratu genuen, baieztatutako m6A motiboak kenduz. Sortutako mutazioak isilak 

ziren eta ez zuten eraginik izan IRF7ren aminoazidoen sekuentzian. Horrela, jatorrizko 

edo mutaziorik gabeko (wild-type edo WT ingelesez) plasmidoaren gainadierazpenak 

proteina maila altuak eragin zituela ikusi genuen, baina IRF7 mutatua gainadieraztean 

ez zen igoerarik ikusi IRF7 proteina mailetan, nahiz eta RNA mailak antzekoak izan bi 

egoeretan. Emaitza horiek honakoa adierazten dute: m6A metilazio markek ez diotela 

RNA mailako IRF7 adierazpenari zuzenean eragiten, baina funtsezkoak direla IRF7 

proteina sintesirako. Gainera, YTHDC2-IRF7 mRNA interakzioa modu m6A-menpeko 

eta m6A-espezifikoan besterik ez  da gertatzen, m6A markak ezabatzen direnean lotura 

hori ez baita gertatzen. Oro har, emaitza hauek m6A metilazioak IRF7 mRNAren 

itzulpenean duen inplikazioa agerian uzten dute, eta YTHDC2 IRF7 proteina-sintesiaren 

erregulatzaile berri gisa identifikatu. 
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IRF7 IFN-I erantzunaren erregulatzaile nagusia da (Honda K et al., 2005). Berezko 

erantzun immunitarioa aktibatuta mantentzen duen atzeraelikatze positibo batek 

erregulatzen du, eta transkripzio-faktore giltzarri bat da birusaren aurkako jarduera 

mantentzeko (Erickson & Gale, 2008; Litvak et al., 2012; Ning et al., 2005; Schmid et al., 2010). 

Birus-infekzioei erantzuteko IRF7 fosforilazio bidez aktibatu eta nukleora lekualdatzen 

da, non hainbat generen promotoreetan dauden ISRE sekuentziekin lotzen den. 

Ondorioz, IFN-I eta beste ISG batzuen adierazpena areagotzen da IRF7 aktibatu 

ondoren. IFN-I, STAT1 eta CXCL10 erantzun immunitarioaren fase desberdinetan 

inplikatuta daude eta GZaren bereizgarri den hesteetako hanturan parte hartzen dutela 

deskribatu da (Bondar et al., 2014; Mazzarella et al., 2003; Monteleone et al., 2004), eta 

guztien adierazpena IRF7k induzitzen du (Samarajiwa et al., 2009). Lan honetan frogatu 

genuen m6A metilazioak IRF7ren ibaian behera dauden IFNB1, STAT1 eta CXCL10 

geneen adierazpenari zeharka eragin diezaiokela, IRF7 proteina kantitatearen 

erregulazioaren bidez. 

IFN-I familiako kideek birus-infekzioetan paper garrantzitsua jokatzen dute, eta CXCL10 

ezaguna da zenbait zelula immunitarioen, NK zelulak kasu, kimiotaxian duen 

funtzioagatik (Bondar et al., 2014; Elemam et al., 2022; Trifilo et al., 2004). Brigleb et al-ek 

reobirus infekzioek eragindako antigeno dietetikoekiko tolerantzia galeran NK zelulek 

parte hartzen dutela frogatu zuten (Brigleb et al., 2022). Honetaz gain, NK zelulen 

aktibazioa eta erreklutamendua IFN-Ien menpekoa dela eta IFN-IIren ekoizpena 

sustatzen dutela deskribatu zuten. Azken hau eta gure azterketan lortutako emaitzak 

kontuan hartuta, reobirus infekzioetan gertatzen den NK zelulen aktibazioak eragindako 

erantzun immunitario proinflamatorioaren erantzulea, neurri batean behintzat eta 

GZaren testuinguruan, m6A makineria bidezko IRF7ren indukzioa izan daitekeela 

postulatzen dugu. Presuntzio hori lau puntutan oinarritzen da: 1) zeliakoek CXCL10 

maila altuagoak erakutsi zituzten serumean, reobirusaren aurkako serum-

erreaktibotasunarekin korrelazionatzen direnak; 2) IRF7 IFN-I bidezidorrean inplikatuta 
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dago, eta gainadierazita dago GZan, gaixotasunaren egoera edozein dela ere; 3) m6A 

metilazioa eta m6A makineriako kideen adierazpena emendatuta dago GZdun 

pazienteetan, eta METTL3 eta YTHDC2ren adierazpenek IRF7ren adierazpenarekin 

korrelazionatzen dute, hesteetan nolabaiteko loturaren berri aditzera emanez; eta 4) 

m6A metilazioa funtsezkoa da IRF7 bidezko proteinen sintesirako, YTHDC2 m6A 

irakurlearen bitartez, eta CXCL10engan eragiten du zeharka. Hipotesi hau erabat 

frogatu behar bada ere, GZaren garapenean reobirus infekzioak duen inplikazioa hobeto 

ulertzeko ikerketa-lerro berriei atea irekitzen die. Gainera, erantzun immunitarioa 

hasieratik kontrolatzeko m6A hautagai potentzial gisa proposatzen dugu. 

Laburbilduz, ikerketa honek eraldaketa epitranskriptomikoen bidezko birus-infekzioen 

eta GZaren arteko lotura berri bat aurkezten du. Lan honetan, reobirus infekzioaren eta 

GZaren arteko erlazioa egiaztatu dugu eta reobirusa GZaren garapenaren birus-eragile 

gisa baieztatu dugu. Honetaz gain, IRF7 erregulazioaren m6A menpeko mekanismo 

berri bat aurkeztu dugu, non METTL3 m6A idazlea, ALKBH5 ezabatzailea eta YTHDC2 

irakurleak parte hartzen duten (30. irudia). 

Gainera, oraindik ikerketa gehiago behar diren arren, gure emaitzek GZaren 

testuinguruan reobirus infekzioen osteko NK zelulen aktibazioaren inguruan gure 

ulermenean dagoen hutsunea betetzeko informazio lagungarria ematen dute. Azkenik, 

gure datuek argi uzten dute berezko sistema immunitarioak eta birusen aurkako 

erantzun immunitarioak GZan duen garrantzia, eta IRF7 etorkizuneko ikerketetarako 

hautagai interesgarria izan daitekeela iradokitzen dute. Emaitza hauek, oro har, GZaren 

agerpenaren konplexutasuna argitzeko bidean laguntzen dute, eta etorkizuneko 

prebentzio-planteamenduei ateak irekitzen dizkiete, hala nola reobirusaren aurkako 

txertoei, edota m6A menpeko gene-erregulazioan oinarritutako helburu terapeutiko 

berrien garapenari. 
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30. irudia m6A bidezko IRF7ren erregulazioa. Birus-infekzioek (PIC tratamendua) eta glutenaren 

kontsumoak (gliadinaren estimulazioa) METTL3 m6A idazlea eta ALKBH5 ezabatzailearen adierazpena 

aldatzen du, eta horrek IRF7ren m6A menpeko emendioa eragiten du. YTHDC2 m6A irakurlea IRF7 

mRNA metilatuari lotzen zaio, eta haren itzulpena eta IRF7 proteinaren sintesia indartzen ditu, ibaian 

beherako geneen adierazpenean eraginez, CXCL10 hantura-zitokinaren genean esaterako. 

BioRenderrekin sortutako irudia. 
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1. Lan honek reobirusa GZa garatzeko birus-eragile abiarazle gisa berresten du. 

a. Serumean birusen aurkako antigorputzak detektatzeko eta 

kuantifikatzeko ELISA teknika erreza optimizatu dugu. 

b. Reobirus infekzioen eta GZaren artean harremana dago, eta zeliako 

pediatrikoek  reobirusaren aurkako erantzun immunitario areagotua dute, 

reobirus partikulekiko serum-erreaktibotasun nabarmen handiagoa 

dutelarik. 

 

2. Birusen aurkako erantzun immunitarioak GZaren patogenesian parte hartzen du. 

a. GZa duten pazienteek CXCL10 kontzentrazio altuagoa dute serumean, 

reobirusaren aurkako serum-erreaktibotasunarekin korrelazionatzen 

duena. 

b. Birus-infekzioen aurkako berezko immunitatearen bi transkripzio-faktore 

nagusiak, IRF3 eta IRF7, gainadierazita daude GZ aktibodun 

gizabanakoetan. 

 

3. m6A makineria asaldatuta dago GZan. 

a. m6A maila totala emendatuta dago GZan.  

b. GZ aktiboan, METTL3 m6A idazlearen eta YTHDC1 eta YTHDC2 m6A 

irakurleen adierazpena altuagoa da, eta IRF3 eta IRF7 birusen aurkako 

transkribatuen adierazpenarekin korrelazionatuta dago. Honetaz gain, 

glutena kontsumitzeak ALKBH5 m6A ezabatzailearen adierazpenean 

eragina duela dirudi, eta gainadierazi egiten da dietatik glutena kentzen 

denean.  
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4. Gizabanako zeliakoen gaixotasuna garatu aurreko balizko egoeraren antza duen 

in vitro heste-zelulen eredua garatu dugu. 

a. Eredu konbinatu honetan, m6A makineria aldatu egiten da eta 

METTL3ren menpeko IRF7ren adierazpenaren emendio handia 

gertatzen da. 

b. METTL3 m6A idazlea, ALKBH5 ezabatzailea eta YTHDC2 irakurleak 

parte hartzen duten m6A-bitarteko mekanismoren baten bidez 

erregulatuta dago IRF7, eta bere sekuentzia kodetzaileko m6A metilazio-

markak ezinbestekoak dira IRF7ren proteina sintesirako eta ibaian 

beherako seinaleztapen egokirako, CXCL10 hantura-zitokinaren 

adierazpena barne.   
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