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1. INTRODUCCION

1.1 ENFERMEDAD CELIACA

La Enfermedad Celiaca, también conocida como enteropatia sensible al gluten, es un
trastorno autoinmune crénico y comun con una prevalencia de 1:100 en la poblacion.
Esta patologia es causada por la intolerancia a la ingesta de gluten y desarrollada por
personas genéticamente predispuestas cuyo Unico tratamiento consiste en una dieta

estricta libre de gluten.

En muchas ocasiones esta patologia se presenta con otro tipo de enfermedad
autoinmune asociada como la dermatitis herpetiforme, enfermedad tiroidea
autoinmune o hepatitis autoinmune entre otras (Molina Arias y Martinez-Ojinaga

Nodal, 2013).

La autoinmunidad de la Enfermedad Celiaca es desarrollada contra el autoantigeno
transglutaminasa tisular (tTG) y la respuesta esta caracterizada por una inflamacién
cronica que afecta al intestino delgado. Los sintomas o consecuencias de esta
enfermedad son principalmente la atrofia de las vellosidades, hiperplasia de las

criptas e infiltracion linfocitica en la mucosa (Plaza-Izurieta, 2014).
1.1.1 Mecanismos de autoinmunidad

Como se ha indicado con anterioridad, la Enfermedad Celiaca es una patologia que
precisa de wuna predisposicion genética para poder desarrollarse, siendo

imprescindible la exposicion al gluten como desencadenante.

En concreto, la molécula que estimula la respuesta inmune anémala es la gliadina.
Esta molécula es una mezcla de mas de 40 proteinas diferentes, de elevado peso
molecular, secuencia aminoacidica similar y con un elevado contenido en los
aminoacidos hidrofobicos glutamina y prolina. La transglutaminasa tisular (tTG)
cataliza, tanto in vivo como in vitro, la desaminacién de residuos especificos de
glutamina a 4cido glutdmico, estimulando la capacidad de los péptidos derivados de

la gliadina a unirse a HLA-DQ2/8 generando la respuesta (Sollid, 2000).



Existen varios estudios que muestran que en esta enfermedad participa tanto la
respuesta inmune innata como la adaptativa contribuyendo ambas al dafio epitelial

(Gianfrani et al., 2005).

Se conoce que, el mecanismo autoinmune de la enfermedad estd mediado por las
células-T. En este proceso lo que ocurre es que la gliadina, ya sea en forma nativa o
desaminada por translglutaminasa tisular, activa la infiltracion de linfocitos T, tanto
CD4+ como CDS8+ por la lamina propia, generando la liberacion de citoquinas

proinflamatorias entre ellas el Y-interferon (Gianfrani et al., 2005).

Ademas, IL-15 cuya expresion estd inducida por el estrés generado por la gliadina
sobre el epitelio, juega un papel importante en la respuesta. La infiltracion del
epitelio por células que interactian con dichas moléculas estimulan la actividad
citotoxica, la activacion de células dendriticas y probablemente la reduccioén de la

apoptosis de células-T (Gianfrani et al., 2005).

1.1.2 Genética de la enfermedad celiaca

Aunque el modo de herencia de la Enfermedad Celiaca es atin desconocido, existen
muchas evidencias que muestran que la genética es un factor importante en la
predisposicion de su desarrollo. De acuerdo a numerosos estudios de prevalencia en
familias afectadas y otros que comparan parejas de gemelos, se puede afirmar que la
genética juega un importante papel tanto en el inicio como en el posterior desarrollo
de la enfermedad. En la actualidad se calcula que la heredabilidad de esta

enfermedad esta cerca del 87%.

Desde hace tiempo se conoce que gran parte del riesgo genético de la celiaquia se
debe a la presencia de ciertos alelos del antigeno leucocitario humano (HLA por sus
siglas en inglés) presente en la superficie de las células presentadoras de antigenos,
posibilitando el reconocimiento antigénico y la respuesta de los linfocitos T,

iniciandose asi la respuesta inmune adaptativa.

A pesar de su papel determinante en la enfermedad, su contribucion a la herencia de
la misma es modesta (<50%), por lo que se ha especulado sobre la existencia de
numerosos /oci de susceptibilidad no ligados a HLA, cada uno de los cuales tendria

un efecto muy pequeiio sobre el riesgo global (Fernandez-Jimenez et al., 2013).



1.1.3 Region HLA

Como se ha indicado con anterioridad, la Enfermedad Celiaca, es de origen
fundamentalmente genético y la region mdas involucrada es la region HLA o
Antigeno Leucocitario Humano, que es el nombre que recibe el Complejo Mayor de

Histocompatibilidad (CMH).

HLA es un superlocus localizado en el brazo corto del cromosoma 6 que contiene un
gran numero de genes relacionados con el sistema inmune. Estos genes son
responsables de codificar las proteinas presentadoras de antigenos, las cuales se
encuentran en la superficie de la mayor parte de las células humanas, siendo una

pieza fundamental en la distincion entre lo propio y lo extrafio.

Se sabe que, los factores directamente implicados en la enfermedad son los genes
HLA de clase II los cuales codifican para las moléculas HLA-DQ2 y HLA-DQS. La
asociacion de HLA-DQ?2 con la enfermedad es la mas fuerte de forma que, el 90% de
los pacientes celiacos presentan al menos una copia del heterodimero HLA-DQ2.5
(formado por la combinacion de dos alelos DQA1*05 y DQB1*02). Ademas, un 20-
30% de la poblacion no celiaca es portadora de esta variante de riesgo lo cual

demuestra que, HLA-DQ?2 es por si solo insuficiente para desarrollar la enfermedad.

Por otra parte, la mayoria de los pacientes con Enfermedad Celiaca que carecen de
HLA-DQ?2, son portadores de HLA-DQS8 y una proporcion muy pequeiia de celiacos
son negativos para DQ2 y DQS8 presentando, la mayor parte de estos individuos, al
menos uno de los alelos que codifica la molécula DQ2 (Fernandez-Jimenez et al.,

2013). Las diferentes posibilidades se muestran en la Figura 1.

Por todo esto y dada la importancia de las moléculas HLA en el proceso de
activacion de las células T autoreactivas contra el gluten, es logico pensar que
cualquier modificacion en la secuencia que las codifica puede provocar una

alteracion (Fernandez-Jimenez et al., 2013).
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Figura 1: Asociacion del locus HLA con la Enfermedad Celiaca (EC). La molécula HLA-DQ2
es el factor principal de riesgo genético de la enfermedad. La mayor parte de los individuos
celiacos expresan el heterodimero HLA-DQ2.5 codificado por los alelos HLA-DQA1*05
(cadena a) y HLA-DQB1*02 (cadena B), que pueden encontrarse en cis en el haplotipo DR3-
DQ2 o en frans en los heterocigotos DR5-DR7 y DR7-DQ2.2. El dimero HLA-DQ2.2, variante
de HLA-DQ2, confiere un riesgo bajo de desarrollar EC. La mayoria de pacientes DQ2-
negativo expresan HLA-DQ8, codificada por el haplotipo DR4-DQ8. Figura recogida de
Fernandez-Jimenez et al. La Enfermedad Celiaca: Marcadores Genéticos, 2013.

DQ2.5 in trans very high

1.2 IMMUNOCHIP

Immunochip es el ultimo proyecto a gran escala llevado a cabo con el objetivo de
identificar el mayor nimero de variantes asociadas a la Enfermedad Celiaca y a otras

enfermedades autoinmunes.

En concreto, para la celiaquia se han analizado 200.000 variantes en 12.000 pacientes
celiacos y en 12.000 controles a partir de muestras de siete regiones geograficas
diferentes. En este gran estudio, fueron estudiados 183 /oci ajenos a la region HLA
de los cuales 36 mostraron una asociacion significativa con la enfermedad, con una

frecuencia alélica minima mayor del 5%.

Después de la anotacion funcional de SNPs, una de las principales conclusiones de
este proyecto fue que las variantes genéticas de regiones codificantes son muy pocas
aunque, algunas de ellas se situan cerca del inicio de la transcripcion de varios genes
o en sus regiones 3'UTR. Se han propuesto 57 genes candidato, mostrados en la
Figura 2, debido a que poseen sefiales significativas cerca de su region reguladora.

(Fernandez Jiménez, 2014).
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Figura 2: Estudio de asociacion estadistica en Manhattan para el conocimiento de nuevos loci
de riesgo de la enfermedad celiaca. Figura recogida en Gosia et al., 2011.

1.3 IMPORTANCIA DEL SILENCIAMIENTO

El silenciamiento genético es un mecanismo de interferencia génica que se produce
de forma natural en el organismo, estando implicado por ejemplo, en el desarrollo

celular y en la defensa contra los virus.

El silenciamiento génico por acido ribonucleico (RNA por sus siglas en inglés) en
concreto RNA de interferencia, es inducido por pequeiias moléculas de este acido
nucleico, bicatenario de 21 a 27 nucledtidos denominadas siRNA (del inglés small
interfering RNA). Estos RNAs sufren una serie de procesos en la célula, como
consecuencia de los cuales su RNA de doble cadena se desdobla en una hebra
sentido y una hebra antisentido. De ésta forma, la hebra antisentido se une a la
cadena de mRNA por complementariedad de bases, provocando que el complejo
resultante sea reconocido por los mecanismos celulares y degradado como se recoge

en la Figura 3.



Los siRNAs también pueden ser introducidos artificialmente en el organismo con el
fin de silenciar un gen especifico del que se conozca su secuencia, mediante el disefio

de la secuencia complementaria de dicho gen.

Por todo esto, los siRNA constituyen una herramienta inestimable en el estudio de
las funciones de los genes, en la validacion de las dianas terapéuticas, en el estudio
del mecanismo de accion de medicamentos o como terapia para enfermedades de

origen genético, como es el caso de la Enfermedad Celiaca.

RNAi

DNA »
mRNA

Proteins

Figura 3: Esquema del proceso de silenciamiento genético.
Figura recogida en: sylentis.com/index.php/es/mecanismo.
Consulta 13 de junio 2015

2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es el conocimiento general de la Enfermedad Celiaca
basado en la lectura de bibliografia especifica. Asi como, la realizacion del estudio
de la expresion en células del epitelio intestinal, el efecto de la presencia de gliadina
en la expresion y el desarrollo experimental de un protocolo de silenciamiento, para
un gen participante en la enfermedad, en concreto el gen PTPRK, seleccionado tras

un estudio bibliografico y segin los resultados del Immunochip.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 SELECCION DE GENES A ESTUDIAR

La seleccion del gen a partir del cual se desarrollan los objetivos del trabajo, se ha
realizado mediante una lectura de bibliografia variada a cerca de la Enfermedad
Celiaca.

Tras dicha revision, se eligen cuatro genes (PTPRK, ICAM-1, THEMIS y MICA.) de
los que se estudiard su expresion con el objetivo de elegir el gen candidato final.

El gen elegido como diana para poner a punto un protocolo de silenciamiento del
mismo es PTPRK.

Ademas, se utilizan los genes ACTB y TJPI, participantes ambos en las uniones
intercelulares epiteliales, para comprobar si el silenciamiento tiene efecto en dichos
genes.

3.2 MANTENIMIENTO DE LA LINEA CELULAR
3.2.1 Cultivo celular

Los tipos celulares utilizados en el trabajo son C2BBel [clones de Caco2] (ATCC®
CRL2102™)y T84 (ATCC® CCL248™.

El medio de cultivo utilizado para las células C2BBel es DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium con 4,5 g/l de glucosa y L-glutamina, LONZA), suero
fetal bovino (FBS, LONZA) al 5% como factor de crecimiento, previamente
inactivado a 56°C y Estreptomicina y Penicilina (5000U/ml penicilina y 5000U/ml
estreptomicina, LONZA) al 1% como antibiotico. Las condiciones de crecimiento
establecidas son 37°C y 5% CO2.

Para el cambio de medio, realizado cada 48 horas y después de cada pase celular, se
utiliza HBSS (BioWhittaker™, LONZA) como reactivo de limpieza.

En el pase de células los reactivos utilizados son HBSS (BioWhittaker”, LONZA),
Tripsina (Trypsin-EDTA 0,25% solution, SIGMA-ALDRICH®) como medio
deshaderente y Trypan Blue Stain (Gibco®, Invitrogen ™) diluido 1/10 en PBS (Life-
science, SIGMA-ALDRICH®) para colorar las células muertas. Levando a cabo el
contaje de las células mediante un hemocitometro.



3.2.2 Tratamiento con gliadina

El estudio de la influencia de gliadina en la expresion del gen diana, se realiza
mediante el tratamiento de células C2BBel con dicha proteina durante 13 dias,
realizando el ensayo por triplicado.

Para ello, se utilizan tres cultivos celulares en diferentes condiciones, un control sin
estimulo, uno estimulado con gliadina digerida con tripsina y pepsina y un tercero
tratado con seroalbimina bovina (BSA de sus siglas en inglés) (HyClone™
SH30574.03, GE Healthcare Life-Science) digerido con los mismos enzimas como
control, para comprobar que el efecto sobre la expresion del gen es debido a la
gliadina y no a las enzimas con la que ésta se trata.

La digestion se inicia a partir de 2,5g de gliadina (G-3375, SIGMA-ALDRICH®) en
25ml de HCl 0,2N, mediante el tratamiento con 25mg de pepsina (P6887, SIGMA-
ALDRICH®) a 37°C durante una noche. A continuacién, se utiliza una disolucion de
NaOH 1N con el objetivo de conseguir un pH 7 y proceder a la digestiéon con 25mg
de tripsina (T9201, SIGMA-ALDRICH®), durante 5h a 37°C. El proceso continiia
con un hervido para la inactivacion de los enzimas y una posterior centrifugacion a
2000g durante 10 minutos.

A partir del sobrenadante obtenido, se realiza una filtracion mediante una membrana
de 20um de didmetro de poro, como mecanismo de esterilizacion, tras la cual se mide
la concentracion de proteina en Nanodrop 1000 a 280 nm y se realiza una deteccién
de endotoxinas con PYROGENT® Plus Single Test Vials para verificar la ausencia
de contaminacion.

Para observar la correcta digestion de la proteina, se procede a realizar una
electroforesis de las muestras sin digerir, otra de las tratadas con pepsina y por una
ultima de las tratadas con pepsina y tripsina; en gel de acrilamida con SDS al 12% en
el equipo electroforesis BIO-RAD PROTEAN“Tetra Cell.

3.3 EXTRACCION, PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE RNA

La extracciéon de RNA celular se realiza mediante el reactivo de lisis, Lysis buffer,
tras lo cual se procede al almacenamiento a -80°C hasta la posterior purificacion, la
cual se lleva a cabo segin el kit NucleoSpin® miRNA (Macherey-Nagel).

La cuantificacion de RNA se realiza en el equipo Nanodrop 1000 a 280 nm

utilizando H,O como blanco.

3.4 PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL (RT-qPCR)

El estudio de la expresion genética se ha realizado en todos los casos mediante la
técnica RT-qPCR, en concreto RT-PCR cuantitativa en un solo paso (one step),
utilizando el kit QuantiTec Probe RT-PCR (Qiagen) y parejas de cebadores y sondas



especificos para cada gen a estudiar, asi como del gen endogeno RPLPO, disponibles
como sondas comerciales Tagman® Gene Expression Assays 20X (Applied
Biosystems, cat. N° 4351372) segun la Tabla 1.

Tabla 1: Referencias de las sondas de cada gen utilizado

Genes candidato Referencia de la sonda Objetivo

Expresion para eleccion del gen
candidato, antes y después del

PTPRK Hs00267788_m1 . e
tratamiento con gliadina y tras
silenciamiento
ICAM-1 Hs00164932_ m1 Expresion para glecmon del gen
candidato
THEMIS Hs01041269_m1 Expresion para glecmon del gen
candidato
MICA Hs00741286_m1 Expresion para glecmon del gen
candidato
ACTB Hs99999903_m1 Expresion tras silenciamiento
TJP1 Hs01551861_m1 Expresion tras silenciamiento

La mezcla de reaccion utilizada, siendo RNAsa out (20u/ pl) y RNA (25ng/ pl) para
todos los casos, es la indicada en la Tabla 2.

Tabla 2: Mezcla de reaccion para RT-qPCR

Volumen (pl)
Buffer 5
RNAsa out 0,2
RT 0,1
Gen candidato* 0,5
Gen enddogeno (RPLPO)** 0,5
RNA 1

*Marcado con fluoréforo FAM; ** Marcado con fluoréforo VIC
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Se realizan un numero total de 40 ciclos siguiendo las condiciones indicadas en la
Figura 4.

PR Creling
100 95" LA
5
=
25

ycle: 40 of 40

Figura 4: Pantalla de informacion del equipo ECO Illumina
mostrando las condiciones de reaccion de RT-qPCR.

El equipo utilizado es lllumina Eco RT-PCR system y los ensayos se realizan en
placas de 48 pocillos de 0,2ml, por triplicado para cada gen estudiado.

3.5 SILENCIAMIENTO

El silenciamiento del gen PTPRK se realiza en células T84 mediante la transfeccion
mediada por lipidos, de un siRNA especifico para dicho gen (N002844.12.1,
Integrated DNA Technologies) y otro como control (AllStars Negative Control
siRNA, Qiagen).

Dado que el cultivo celular utilizado es adherente, la transfeccion se realiza cuando
las células estan en suspension (reverse transfection) en una placa de 24 pocillos
previamente tratada (CORNING). Para dicho proceso, se utiliza un volumen de 1,5
ml de tripsina (Trypsin-EDTA 0,25% solution, SIGMA-ALDRICH®).

El protocolo de silenciamiento se realiza mediante 100ul de Optimem® I Reduced
Serum Medium 1X (GIBCO), 1 pl de Lipofectamina'™ RNAiMax reverse
transfection (Invitrogen™) y 0,75ul (30 puM) de siRNA para un nimero total de
50.000 células/pocillo.
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Tras el mantenimiento durante una noche en el medio previamente descrito pero, sin
antibiotico para reducir la toxicidad de la lipofectamina. Una vez realizada la
transfeccion se realiza un cambio de medio afiadiendo antibiodtico y se mantienen las
c€lulas durante 48h para que se lleve a cabo silenciamiento del gen a 37°C y
5%CO0,.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

La cuantificacion de la expresion es una cuantificacion relativa a uno o varios genes
que se expresan de forma regular en las células, denominados genes endogenos
(RPLPO).

La relativizacion se realiza mediante el programa Microsoft Office Excell 2007. Para
ello, se normaliza la cantidad o Ct del gen a estudiar respecto del gen endogeno de
referencia (ACt) y se calcula la cantidad relativa en cada muestra mediante la
Ecuacion (1).

Rt = 274Cr (1)

El analisis estadistico se realiza con el programa GraphPad InStat mediante un T-test.

4. RESULTADOS

4.1 ELECCION DE LOS GENES A ESTUDIAR

Tras la revision bibliografica se han elegido cuatro genes candidato de entre los
cuales, tras realizar un estudio de expresion se seleccionara el gen definitivo del que
realizar su silenciamiento.

Los genes elegidos son los siguientes:

1) Intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1): la posicidn en el genoma de este gen
es 19p13.2. Codifica una glucoproteina de superficie expresada en el endotelio
vascular, en células presentadoras de antigenos y linfocitos activados (Lebedeva et
al., 2005). Esta proteina actua como receptor de B-integrinas mejorando la adhesion
de los leucocitos al endotelio, lo cual juega un papel esencial en la inflamacion
(Diamond et al., 1991).

La presencia de gliadina induce un aumento en la expresion de /CAM-1 en explantes
celulares de biopsias (Maiuri et al., 2003) ademas, se ha observado un aumento de
este gen en su forma soluble en el plasma sanguineo de pacientes celiacos (Jelinkova
et al.,, 2000) y (Merendino, 2003). Este incremento de expresion desemboca en la
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unidon de leucocitos como NK, monocitos y neutrofilos en el epitelio generando
inflamacién y lesion (Simon et al., 2000) (Zen y Parkos, 2003).

2) Thymocyte-expressed molecule involved in selection (THEMIS): situado en el
cromosoma 6 y expresado en el tejido linfoide. En base a estudios en ratones, se ha
observado que codifica para una proteina importante en el desarrollo de células-T
(Lesourne, 2009).

La presencia de gliadina, aumenta la expresion de este gen generando la infiltracion
inflamatoria de la mucosa intestinal (Constanza et al., 2013).

3) Protein tyrosine phosphatase, receptor type, kappa (PTPRK): situado en el
cromosoma 6, se encarga del mantenimiento de la unidn intercelular (Sap et al.,
1994) (Anders et al., 2006) y de la modulacion del factor de crecimiento EGFR,
inhibiendo la proliferacion celular (Xu et al., 2006) (Xu et al., 2010).

En presencia de gliadina, la expresion de este gen disminuye generando un aumento
en la permeabilidad que desemboca en una inhibicion de la proliferacion celular,
favoreciendo la hiperproliferacion de criptas celulares.

4) MHC class I chain-related gene A (MICA): gen situado en el cromosoma 6 que
codifica para una glicoproteina de superficie relacionada con las moléculas de clase I
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC por sus siglas en inglés).

Sin conocer exactamente cual es el mecanismo de este gen, parece que la presencia
de gliadina estimula una sobreexpresion del mismo, en el epitelio de pacientes
celiacos (Hue et al., 2004). Su funcién consiste en unirse con el receptor NKG2D de
células TCR Y/8" y NK activando una respuesta citotoxica innata y la produccion de
citoquinas (Gianfrani et al., 2005) que lleva a la destruccion del epitelio.

4.2 EXTRACCION DE RNA

Tras la realizacion del silenciamiento, la extraccion y purificacion del RNA celular,
se procede a medir la concentraciéon del RNA extraido y los parametros de calidad
del mismo, los cuales se recogen en la Tabla 3.

Tabla 3: Concentracion de RNA y parametros de calidad de la purificacion

[RNA] (ug/pl) Abs 260/280 Abs 260/230

Control PTPRK 42,8 2,11 0,25
siRNA PTPRK 49,7 2,17 0,53
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4.3 RT-qPCR
4.3.1 Cuantificacion de la expresion de los genes candidato

El estudio de la expresion de los cuatro genes candidato se recoge en las Tablas 4-6.
Las curvas de amplificacion de los experimentos se muestran en el Anexo I.

Tabla 4: Expresion relativa del gen ICAM-1

ICAM-1
Tipo celular ICAM-1 RPLPO
Ct Ct Rt*
T84 39,550 17,332 1,820E-07
C2BBe1 32,434 17,804 4,052E-05

*Ciclo medio de RT-qPCR en el que aparece expresion del gen; **Rt calculado con la Ecuacion (1)

Tabla 5: Expresion relativa del gen PTPRK

PTPRK
Tipo celular PTPRK RPLPO
Ct* Ct Rt*
T84 21,659 17,388 5,283E-02
C2BBe1 21,652 17,814 7,217E-02

*Ciclo medio de RT-qPCR en el que aparece expresion del gen; **Rt calculado con la Ecuacion (1)

Tabla 6: Expresion relativa del gen MICA

MICA
Tipo celular MICA RPLPO
Ct Ct Rt*
T84 25,926 16,885 1,902E-03
C2BBe1 24,148 17,163 8,059E-03

*Ciclo medio de RT-qPCR en el que aparece expresion del gen; **Rt calculado con la Ecuacion (1)

Para el gen THEMIS no se observa expresion en ninguno de los dos tipos celulares.
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La representacion grafica de la expresion de estos genes se recoge en la Figura 5.
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Figura 5: Expresion relativa de los genes candidato.

4.3.2 Estudio de la expresion de PTPRK en células tratadas con gliadina

Los resultados de la expresion media del gen PTPRK, en relacion al gen enddgeno,
obtenidos para el RNA extraido de los tres cultivos de C2BBel tratados con gliadina,
se recogen en la Tabla 7.

Tabla 7: Expresion del gen PTPRK en células tratadas con gliadina

Muestra Rt**
C-PTPRK* 3,802E-01
BSA-PTPRK 5 056E-01
G-PTPRK 5,338E-01

*Control: células sin tratar con gliadina; ** Obtenido segun la Ecuacion (1)
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Las representaciones graficas dadas por /llumina Eco, que muestran el progreso de la
cantidad de cDNA amplificado en funcion del niimero de ciclos, se recogen en el
Anexo L.

La representacion de los resultados promedio de la expresion de PTPRK recogidos
en la Tabla 7 se observa en la Figura 6.
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Figura 6 Representacion grafica de la expresion media de PTPRK relativa al control en las tres
situaciones estudiadas. PT: digerido con pepsina y tripsina.

El resultado estadistico para la variacion de la expresion de PTPRK es de P=0,3002
en células tratadas con BSA y de P=0,0569 para las células tratadas con gliadina
respecto del control y con un intervalo de confianza del 95% para ambos casos.

4.3.3 Estudio de la expresion de PTPRK tras el silenciamiento

Tras la realizacion del silenciamiento, se procede a la medicion de la expresion del
gen para comprobar si se ha realizado de forma correcta el protocolo del mismo.
Ademas del gen PTPRK, se mide la expresion relativa al endégeno de dos genes que
participa en la unién entre células que son ACTB y TJPI. Las curvas de
amplificacion de los experimentos se muestran en el Anexo I.

Los resultados de expresion obtenidos se recogen en la Tabla 8-10.
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Tabla 8: Expresion del gen PTPRK tras su silenciamiento

Muestra PTPRK RPLPO
Ct Ct Rt*
Control** 24,085 21,694 0,191
Control 24,371 22,677 0,309
Control 24,855 23,078 0,292
siRNA 26,190 22,556 0,081
siRNA 26,669 23,197 0,090
siRNA 26,296 23,053 0,106

*Calculado segun la Ecuacion (1) ** No silenciado

El resultado estadistico para el gen PTPRK para una media de expresion relativa de
0,264 para el control y de 0,092 para el gen silenciado y con una desviacion estandar
de 0,0641 y 0,0127 respectivamente, es de P=0,0103.

Tabla 9: Expresion del gen ACTB tras el silenciamiento de PTPRK

Muestra ACTB RPLPO
Ct Ct Rt*
Control** 19,966 22,227 4,792
Control 20,368 23,504 8,790
Control 20,609 23,521 7,530
siRNA 19,985 22,432 5,454
siRNA 20,200 24,118 15,123
siRNA 19,966 24,190 18,698

*Calculado segun la Ecuacion (1) ** No silenciado

El resultado estadistico para el gen ACTB para una media de expresion relativa de
7,037 para el control y de 13,092 para el gen silenciado y con una desviacion
estandar de 2,044 y 6,852 respectivamente, es de P=0,2163.

Tabla 10: Expresion del gen TJP1 tras el silenciamiento de PTPRK

Muestra TJP1 RPLPO
Ct Ct Rt*
Control** 27,0041 22,4480 0,0425
Control 26,8226 22,6530 0,0556
Control 26,8419 23,0694 0,0732

siRNA 26,9240 22,9871 0,0653
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siRNA 27,2099 22,5986 0,0409
siRNA 27,1402 21,1000 0,0152

*Calculado segun la Ecuacion (1) ** No silenciado

El resultado estadistico para el gen PTPRK para una media de expresion relativa de
0,057 para el control y de 0,040 para el gen silenciado y con una desviacion estandar
de 0,015 y 0,0251 respectivamente, es de P=0,3709.

La representacion grafica de los resultados de las Tablas 8-10 se recoge en la Figura
7.

1,00£+01

. Control
D siRNA

1,00£+00

1,00E-01

1,00€-02

PTPRK ACTB TJP1

Figura 7: Representacion grafica de la variacion de expresiéon de los genes estudiados en el
silenciamiento. Siendo nombradas como control las muestras no sometidas a silenciamiento y siRNA a las
muestras tratadas para silenciar.



18

5. DISCUSION

El estudio de la expresion de los cuatro genes candidato mostrados en las Tablas 4-6,
coincidiendo con la informacidon posteriormente contrastada en The Human Protein
Atlas. Como se puede observar el gen THEMIS, no presenta expresion y es que este
gen no se manifiesta en células de cancer colorectal. Por su parte, los genes ICAM-1,
MICA y PTPRK si que lo hacen, siendo la expresion de este ultimo destacable. Por
esta razon y por su importante funcidon en las uniones intercelulares, PTPRK es
escogido como gen diana final sobre el que realizar el estudio de expresion en células
tratadas con gliadina y del cual se realiza el protocolo de silenciamiento.

Tras el tratamiento de células C2BBel con gliadina durante 13 dias, los resultados
recogidos en la Tabla 7 muestran como, con un intervalo de confianza del 95%, la
influencia de la gliadina sobre el gen PTPRK no es significativa (P=0,0569). Este
resultado puede ser debido, a que la linea celular tratada con la proteina es una linea
celular tumoral de un adenocarcinoma colorectal y no células de pacientes celiacos,
por lo que no muestran sensibilidad hacia dicha molécula, no viéndose afectada por
tanto, la expresion del gen en estudio.

Por otra parte, tras la purificacion del RNA una vez realizado el protocolo de
silenciamiento, se observa segun la Tabla 3 como la pureza de dicho acido nucleico
es aceptable ya que una ratio entorno a 2,0, para las absorbancias 260/280, es
considerado como bueno y los valores obtenidos tanto para el control como para
siRNA se encuentran proximos a ¢l. Sin embargo, el resultado obtenido para las
absorbancias 260/230 distan del ideal (2,0 — 2,2) quiz4 debido a la presencia de
contaminantes que absorben a 230 nm.

Los resultados de expresion tras el silenciamiento, recogidos en las Tablas 8-10
muestra un silenciamiento significativo de PTPRK (P=0,0103) con un intervalo de
confianza del 95%; mientras que para los genes ACTB (P=0,2163) y TJPI
(P=0,3709) la diferencia de expresion no es significativa.

Hay que tener en cuenta en todos los casos, que los estudios no son paramétricos ya
que el numero de datos obtenidos y tratados son pocos, por lo que no se puede
afirmar con rotundidad ninguno de los resultados obtenidos para los procesos que se
han estudiado.

6. CONCLUSIONES

La enfermedad celiaca es una intolerancia permanente al gluten, el cual produce
lesiones severas en la mucosa del intestino delgado ocasionando una inadecuada
absorcion de los nutrientes provocando retraso de crecimiento, diarreas, vomitos etc.
Esta enfermedad la padecen personas genéticamente predispuestas y presenta una
prevalencia en la poblacion de un 1% siendo su Unico tratamiento el seguimiento de
una estricta dieta libre de gluten durante toda la vida, lo cual es dificil de realizar por
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un lado por la dificultad que supone controlarlo en ciertos pacientes, en especial en
nifios y por otro, por la gran cantidad y variedad de alimentos presentes en el
mercado que contienen gluten.

La deteccion temprana de esta enfermedad es de vital importancia puesto que, si un
celiaco continta ingiriendo gluten, corre un riesgo muy elevado de sufrir
enfermedades mas graves como cancer de esoéfago, de intestino o de padecer
linfomas. Es por todo esto que, es una enfermedad sobre la cual es importante
investigar para conseguir una deteccion y diagndstico a tiempo.

El desarrollo de procesos de silenciamiento de los genes participantes en la celiaquia,
en este caso del gen PTPRK propuesto por el proyecto Immunochip, es vital para el
conocimiento de su funcion e implicacion en dicha enfermedad. Ademas, el
desarrollo de mejoras en el protocolo de silenciamiento para este gen, pudiendo
servir este trabajo como ejemplo, puede permitir avanzar en el conocimiento acerca
del papel de este gen en la Enfermedad Celiaca y realizar avances en lo que a esta
patologia respecta.
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Anexo I

La representacion de los datos crudos de la RT-qPCR de los cuatro genes candidato
iniciales, dadas por el programa ECO [llumina se recogen en las Figuras A.1-A.8.
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Figura A.1: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcion del niimero de ciclos para el
gen ICAM-1 en células T84.
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Figura A.2: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcién del nimero de ciclos para el
gen ICAM-1 en células C2BBe1.
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Figura A.3: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcién del nimero de ciclos
para el gen PTPRK en células T84.
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Figura A.4: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcion del nimero de ciclos
para el gen PTPRK en células C2BBe1.
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Figura A.5: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcion del niimero de ciclos para
el gen THEMIS en células T84.
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Figura A.6: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcidn del nimero de ciclos para
el gen THEMIS en células C2BBe1.
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Figura A.7: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcion del niimero de ciclos para

el gen MICA en células T84
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Figura A.8: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcion del niimero de ciclos para

el gen MICA en células C2BBe1.



Los resultados crudos en la RT-qPCR de la expresion de PTPRK en el estudio con

gliadina se recogen en las Figuras A.9-A.11.
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Figura A.9: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcion del nimero de ciclos para

las células SIN TRATAR con gliadina.
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Figura A.10: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcion del niimero de ciclos para

las células TRATADAS CON BSA digerido con tripsina y pepsina.
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Figura A.11: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcion del numero de ciclos para
las células TRATADAS CON GLIADINA digerida con tripsina y pepsina.

Los resultados crudos de la expresion de PTPRK dados por Eco lllumina tras realizar
el proceso de silenciamiento se recogen en las Figuras A.12-A.17.
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Figura A.12: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcién del nimero de ciclos para el
gen PTPRK sin silenciar.
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Figura A.13: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcién del numero de ciclos para el
gen PTPRK tras el silenciamiento.
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Figura A.14: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcion del numero de ciclos para
el gen ACTB previo al proceso de silenciamiento de PTPRK.
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Figura A.15: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcién del numero de ciclos para
el gen ACTB tras el proceso de silenciamiento de PTPRK.
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Figura A.16: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcién del numero de ciclos para
el gen TJP1 previo al proceso de silenciamiento de PTPRK.
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Figura A.17: Representacion del progreso de cDNA amplificado en funcién del nimero de ciclos para
el gen TJP1 tras el proceso de silenciamiento de PTPRK.



