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Zelulen patroi epigenetikoak haien fisiologia zehazten du, eta organismo baten
garapenean zehar zelula bakoitzak duen patroi espezifikoak haren diferentziazioa
bideratzen du, organismo osoaren garapen egokia bat koordinatuz. Hala ere, inguruneak
eta bizi estiloak eragin kaltegarriak eragin ditzake norbanakoengan, zelulen fisiologia
zehazten duen patroi epigenetikoan eraginez. Biomedikuntzak egun duen erronka
handienetariko bat inguruneak edo kanpo faktoreek eragindako aldaketa epigenetikoek
sortu ditzaketen osasun arazoen edo gaixotasunen atzean dauden mekanismo
molekularrak ulertzea da. Bestalde, aldaketa fisiologiko horiek eragiten dituzten marka
epigenetikoak denboran zehar mantendu daitezkeela ikusi da. Beraz, kanpo faktore
horiekin kontaktu zuzena izan duten bizidunek eragin nabarmenak pairatzeaz gain,
denbora zehar mantentzen dituzte memoria zelularra baimentzen duten mekanismoen
bidez, eta horrez gain, eragin horien belaunaldiz belaunaldiko herentzia bat ere eman

daitekeela ziurtatzen dituzten zantzuak geroz eta ugariagoak dira.

Aurrekari horiek kontuan hartuta, doktore-tesi honen helburu nagusia morfinak eragin
ditzakeen aldaketa epigenetiko nagusiak identifikatu, eta horiek zelulen edota organismo
bizidun konplexuen fisiologian eragin ditzakeen aldaketak aztertzea izan da. Aldaketa
fisiologiko horiek eragiten dituzten mekanismo epigenetiko ezberdinak badaude ere, kasu
honetan DNAren metilazioan zentratu gara, eta Bigarren Belaunaldiko Sekuentziazio
teknikak erabili ditugu metiloma aztertzeko helburuarekin. lkerketa lan honek, besteak
beste, memoria epigenetikoaren atzean dauden mekanismoak aztertzeko aukera eskaini
digu. Morfinak asaldurak sortzen ditu birprogramazio epigenetikoan funtsezko prozesua
den X kromosomaren inaktibazioan, eta gainera, asaldura horiek mantentzeko eta
heredatzeko potentzialtasuna dutenez, morfinak eragindako zelularteko memoriaren
azpian dauden mekanismo epigenetikoak ikertu ditugu. Horrez gain, birprogramazioaren
helburu nagusia den eta zelula amen bereizgarria den pluripotentzia indartua geratzen
dela frogatu dugu morfinaren presentzian, horretarako ezinbestekoak diren zenbait
prozesu molekular bultzatuz; transkripzio faktore garrantzitsuen adierazpena doiketa,
genomaren estatus epigenetikoa murrizketa, eta X kromosoma egoera aktiboaren
mantenua. Horrek, morfinaren erabilpenak zelulen fisiologian izan ditzakeen ondorioetan
are gehiago sakontzeko aukera eskaini digu, aurrerapauso interesgarriak gauzatuz

enbrioiaren garapen-prozesuaren ezagutzan.
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1.1. Epigenetika

Epigenetikaren historia eboluzioaren eta garapen prozesuaren ikerketarekin erlazionatua
egon da. Kontzeptu horren inguruko eztabaida XIX. mende hasieran hasi zen biologia
zelularreko eta enbriologiako zenbait ikerketa ezberdinen bidez, egungo genetikaren eta
garapen-prozesuaren inguruko ezagutzen oinarriak eratu zituzten ikerketekin, hain zuzen
ere. Garai hartako enbriologoek, jakin-min handia zuten gaiaren inguruan, eta, ondorioz,
eztabaida luzea izan zuten organismoen garapen-plana gauzatzeaz arduratzen ziren
eragileen inguruan; izan ere, ez zuten ulertzen nola zen posible ernaldutako obulu batetik
fenotipo ezberdineko zelulak dituen organismo konplexu berri bat eratzea. Azken mende
erdian, gaiaren inguruan lorturiko informazio berriaren bidez terminoaren definizioa
aldatuz joan da; epigenetika arautzen duten mekanismo molekularren inguruko ezagutza
nabarmenki handitzen joan den heinean. Egungo epigenetikaren definizioak aintzat
hartzen du organismo bereko zelula somatiko guztiek material genetiko bera dutela, eta
beraien artean ezberdintzatzea eragiten duena, bakoitzean adierazten diren geneen
azpimultzoa dela, eta hori kontrolatzen duena, genomako patroi epigenetikoa dela.
Horrez gain, lorturiko ebidentzien arabera, patroi hori bere horretan heredatua izan
daiteke. Beraz, egungo epigenetikaren definizioak honakoa dio: DNAri itsasten zaizkion
eta heredagarriak izan daitezkeen molekula kimikoak aztertzen dituen ikerkuntza arloa,
beti ere DNAren sekuentzian aldaketarik sortu gabe (Bird, 2007; Goldberg et al., 2007).

Aurkikuntza horiek epigenetikak dituen mekanismo molekularren inguruan ezagutza
nabarmenki handitu dute. Edonola ere, kontzeptu hori ondo ulertzeko ezinbestekoa da
ohartzea mekanismo horiek guztiak beraien artean erlazionaturik daudela, eta denen

artean epigenetika arautzen duten erregulazio sare konplexu bat eratzen dutela.



1.1.1. Material genetikoaren antolaketa eta

eraldaketak

Informazio genetikoa osatzen duen nukleotidoen sekuentzia nukleoaren barnean egoten
da gordeta, eta batez beste 2 metro izan ohi ditu, bai gizakietan eta bai saguetan.
Nukleoak, 10um-ko diametroa du nagusiki, baina aldakorra izaten da zelula motaren
arabera. DNA katea konpartimentu horren barnean aurkitzen denez ezinbestekoa da
halamoduzko tolestura bat jasatea; DNA katea 105 aldiz kondentsatua egon behar du.
Kondentsazioa hori baimentzen duten eragileak kontserbazio maila altua duten, eta guztiz
espezializaturik dauden proteinak izaten dira. Proteina horiek DNA zuntzari elkartu, eta,
ondorioz, horren trinkotzea gauzatzen dute maila ezberdineko tolestura konplexuak
eratuz (Li & Zhu, 2014). Proteinekin hierarkikoki bilduta dagoen DNA zuntz horri kromatina
deritzogu (Grekotik datorren “khroma” aurrizkiak koloreztatua esan nahi du, egitura
horrek tindatzeko dituen propietate handiak direla eta)(Filion et al., 2011), eta bertako
proteina espezializatuak bitan banatu daitezke: histonak, eta histonak ez diren gainerako

proteinak.

Nukleosoma da kromatina zuntzaren oinarrizko unitatea, nukleosoma bakoitzean 8
histona topatzen dira oktamero moduan ezagutzen den egitura bat eratuz, eta DNA katea
horren inguruan biribilkatzen da, bira bat eta hiru laurden emanez (Luger et al., 1997).
Nukleosoma, 4 histona pare ezberdinek osatzen dute: H2A-k, H2B-k, H3-k eta H4-k. Lisina
eta arginina aminoazidoak bereziki ugariak dira proteina horietan, eta horrek izaera
basikoa ematen die, erraztasun handiarekin elkartzen direlarik izaera negatiboa duten
azido nukleikoarekin. Histona horiez gain H1 bezala ezagutzen den histona gehigarri bat
ere aurkitzen da nukleosomak inguratuz, eta hori, egitura finkatzeaz eta egonkortzeaz
arduratzen da (Fan et al., 2003). Nukleosoma egitura trinkoa den arren, histonen amino
muturrak konplexutik kanpo geratzen dira solte, eta, horrenbestez, isatsen antzeko
egiturak sortzen dituzte. Nukleosomen artean geratzen diren DNA zati askeei, berriz, DNA
linker deitzen zaie, eta horiek malgutasuna ematen diote kromatina zuntzari; nukleosoma
bakoitzaren posizioa zehaztuz funtzio garrantzitsua jokatzen dute kromatinaren
antolakuntzan. Nukleosomaren funtzioa DNA antolatzea denez, horrek DNA
sekuentziaren eskuragarritasuna edota bertara iristeko erraztasuna arautzen du, eta,
beraz, bertan topatzen diren geneen adierazpena ere erregulatzen da (Lee & Workman,
2007). Nukleosomen kokapen zehatza zehazki zerk arautzen duen guztiz ezagutzen ez
bada ere, DNAren metilazioek, kromatinaren eraldatze entzimek eta histonen

modifikazioek funtzio garrantzitsuak betetzen dituztela argi dago (Arya et al., 2010).
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Segun eta zelula bere bizi zikloko zein etapatan dagoen material genetikoak duen
antolaketa ezberdina da. DNA katea, nukleoaren barnean mantentzen da kromatina
moduan zelularen ia bizitza osoan zehar, eta horri nukleo interfasikoko genoma deritzogu.
Zelulak mitosia burutu behar duenean, berriz, DNA bikoiztu egiten da erreplikazio
prozesuaren bidez, eta material genetiko hori ondo definituriko kromosoma ezberdinetan
paketatzen da; 23 kromosoma pareetan gizakiotan (Arnold, 1879), eta 20 kromosoma
pareetan saguetan (Painter, 1928). Horien helburua nagusia, zatiketa zelularrean

genomaren banaketa egoki bat ematea da; egitura horri metafaseko genoma deritzogu.

Genomaren antolakuntza metafasean:

1.1. irudian ikusi dezakegun moduan, DNAren antolaketaz arduratzen diren nukleosomen
segidak perlazko lepokoa sortzen du, eta egitura horretako perla bakoitza nukleosoma bat
da (Olins & Olins, 1974). Nukleosoma horiek oso modu ordenatuan aurkitzen dira
tolesturik, eta elkarren arteko distantziak laburtuz egitura lodiago eta kondentsatuago bat
eskura dezakete, 30nm-ko zabalera duen egitura berri bat; solenoidea (Thoma et al.,
1979). Egitura hori oso malgua da; nukleosomak gertuago edo urrunago egon daitezke
trinkotasun maila ezberdinak eskuratuz. Hortaz, egitura dinamikoa dela esan daiteke.
Nukleosomen antolakuntza arautzen dituzten mekanismoak zein diren garbi ez badago
ere, H1 proteinaren lotura motak (Olins & Olins, 1974) edo histonen isatsak (Allan et al.,
1982) jotzen dira horren eragile nagusitzat. Edozein kasutan, solenoidearen bira
bakoitzean DNA kateaz inguraturiko 6 nukleosoma topatzen dira. Egitura hori are
biribilkatuago ager daiteke trinkotze maila handiago bat eskuratuz; 300nm-ko
kromatinazko zuntza (widom, 1986). Amaitzeko, zuntz hori bere baitan biribildu daiteke
kromatidak eratuz. Kromosoma bakoitzak bi kromatida ditu, eta horiei kromatida ahizpak
deritzegu. Kromatinaren trinkotze maila konplexu hori eskuratzeko eta egonkortzeko
mekanismoak guztiz ezagutzen ez badira ere, H1 histonaren fosforilazioak, topoisomerasa
Il entzimak eta kondentsinek betetzen dituzten funtzioak gakoak direla uste da (Belmont,
2006).
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1.1. irudia. DNAren antolaketa metafasean. Helize bikoitzeko DNA 8 histonez osaturiko (beste histona
gehigarri batekin batera; H1) nukleosomen inguruan antolatzen da, eta horien segidak perlazko lepoko
moduan ezagutzen den egitura osatzen du. Ondoren, egitura horrek 30nm-tako zuntz hutsa eratzen du;
solenoidea. Solenoidearen tolesturak bestelako zuntz lodiago bat eratzen du eta horrela etengabe
metafasearen bereizgarriak diren kromosomak eratu arte (Irudi moldatua; Pierce, Benjamin. Genetics: A

Conceptual Approach, 2nd ed).

Genomaren antolakuntza nukleo interfasikoan:

Nukleoan bi kromatina mota bereizten dira (Heitz, 1928): alde batetik, heterokromatina
izenez ezagutzen den eremu kondentsatua (genomaren %10-a izatera iritsi daitekeena),
eta, bestetik, eukromatina, kondentsazio maila baxuagoko eremua. Heterokromatina beti
agertzen da nukleoan, eta, oro har, bertako gene kopurua oso baxua izan ohi da;
heterokromatinaren presentziaren eta gene adierazpenaren artean dagoen alderantzizko
erlazioa aspalditik onartua zen. Hortaz, genoman isildutako edo transkripzio gabeko
eremuak izendatzeko heterokromatina hitza erabiltzen da, eta, bestalde, kromatina irekia
edo transkripzio aktiboko eremuak adierazteko, eukromatina erabiltzen da. Hala ere,
heterokromatina definizioaren barruan bi bereizketa egiten dira. Alde batetik,
heterokromatina konstitutiboa dago, funtzioaren eta geneen adierazpenaren arabera

kondentsazio-maila aldagarriak erakusten dituena, zentromeroak eta telomeroak
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esaterako, eta, bestetik, heterokromatina fakultatiboa, DNA errepikakorrez eratua eta
beti kondentsatua dagoena. Eremu horien presentzia zelula motaren araberakoa da, eta
desberdintze prozesuan zehar aldatuz joan daiteke (Dimitri et al., 2005). Heterokromatina
fakultatiboaren adibideetako bat ugaztunetako indibiduo emeek aurkezten duten X
kromosoma inaktiboa da. Edonola ere, transkripzioa ez da prozesu konstantea, zelularen
adierazpena aldatuz doa denborarekin eta bizi duen egoerarekin. Horregatik, kromatinako
zenbait eremuk konformazio aldakorra aurkezten dute; egitura dinamikoa da eta

zelularen beharretara egokitzen da (Dimitri et al., 2009).

1.1.1.1. Aldaketa epigenetikoak

Zelulen eta indibiduo zelulaniztunon epigenetika marka epigenetiko ezberdinen bidez
arautua dago; hau da, nukleotido sekuentzian inongo aldaketarik sortu gabe DNAren
gainean ematen diren zenbait aldaketa kimiko eta itzulgarri (Jaenisch & Bird, 2003). Gaur
egun, hiru marka nagusi ezagutzen ditugu ugaztunotan: DNAren metilazioa, histonen
eraldaketak eta RNA ez-kodetzaileak (ingelesezko non-coding RNA edota ncRNA) (Kiefer,
2007). Aldaketa horiek funtzio hauetan eragiten dutela behatu da: transkriptoen
egonkortasunean, DNAren kondentsazioan, nukleosomaren kokapenean, kromatinaren
trinkotzean eta nukleoaren antolaketan, besteak beste. Hala ere, geneen adierazpen
mailaren erregulazioarekin erlazionatu dira nagusiki; marka epigenetiko espezifikoek
geneen transkripzioa pizteko edo itzaltzeko ahalmena dute. Hortaz, DNAren antolaketa
gauzatzeaz gain, funtzio gakoak betetzen dituzte geneen adierazpena arautzerako
garaian, zelula barneko sare transkripzional konplexua arautuz (Lennartsson & Ekwall,
2009).

1.1.1.1.1. DNAren metilazioa

Gaur egun, DNAren metilazioaren inguruan dugun ezagutza handia da, bereziki gainerako
aldaketa epigenetikoekin konparatzen badugu (Holliday & Pugh, 1975). DNAren
metilazioa, DNAren nukleotido sekuentziako zitosina hondarraren bosgarren posizioan
dagoen karbonoan ematen den metilo taldearen gehikuntza kobalentea da (5-
metilzitosina; 5-mC) (Hotchkiss, 1948), eta horren presentziak izugarrizko garrantzia du
zelulako transkripzioaren erregulazioan; aldaketa horiek, geneen adierazpen-maila
erregulatu dezakete. Metilo taldearen eta zitosina hondarraren artean sorturiko lotura

hori itzulgarria den arren, gainerako aldaketekin konparatzen badugu, horrek duen



biziraupena luzeagoa da (Lande-Diner & Cedar, 2005), horregatik aldaketa epigenetiko

egonkortzat hartu daiteke.

DNAren metilazioaren banaketari dagokionez, horren presentzia oso aldakorra da
genoma osoan zehar, baino nagusiki CpG dinukleotidoetan ematen dela esan daiteke.
Ugaztunen kasuan esaterako, genomako CpG dinukleotidoen %60-80a metilaturik
aurkitzen da. Nagusiki, DNAren metilazioa CpG dinukleotidoetan ematen bada ere,
bestelako dinukleotidoetan ematen diren metilazioak ere deskribatu dira, eta ikusi denez,
eraldaketa horiek ere bere garrantzia dute (CpA, CpT eta CpC besteak beste) (pinney,
2014; Ramsahoye et al., 2000).

Ugaztunotan DNAren metilazioa gauzatzen duten entzima katalitikoak DNA
metiltransferasen familiako hiru entzima dira (ingelesezko DNA Methyltransferases;
DNMTs) eta horiek, beraien artean koordinatuz DNA katean zehar metilazio patroia
ezartzeaz arduratzen dira, bestelako proteina laguntzaile askorekin batera. Zelula
somatikoetako eta zelula ama enbrionarioetako (ingelesezko embryonic stem cell; ESC)
DNAren metilazioa gauzatzeaz, mantentze metiltransferasa moduan ezagutzen den
proteina arduratzen da, DNMT1 (ingelesezko DNA Methyltransferase 1, DNMT1) entzima
eta hori, kate hemimetilatuekin erlazionatzen da nagusiki. Entzima horrek, erreplikazio
ostean hemimetilaturik topatzen den DNA katea ezagutzen du eta metilatu gabe dagoen
harizpi osagarria metilatzeaz arduratzen da, jatorrizko harizpia molde moduan erabiliz.
Hortaz, mantentze lanetan aritzen dela esaten daiteke (Jeltsch & Jurkowska, 2014).
DNAren metilazioaz arduratzen diren beste bi entzimak, DNA metiltransferasa 3 bezala
ezagutzen dira (ingelesezko DNA Methyltransferase 3; DNMT3): DNMT3A eta DNMT3B
entzimak. Horiek oso garrantzitsuak dira garapeneko etapa goiztiarretan, guztiz metilatu
gabe dauden DNA kateen metilazio patroiaren ezarpenean zehazki; hau da, DNA kate
biluzien metilazioan. Horregatik, de novo metiltransferasa bezala ezagutzen dira. Hortaz,
ezinbesteko funtzioak betetzen dituzte zelula ama enbrionikoen lehen faseetan.
Ondorengo faseetan berriz, nahiz eta aktibitatea izan, nabarmenki jaisten da beraien

presentzia (Okano et al.,1999).

1.1.1.1.2. Histonen eraldaketak

Nukleosoma osatzen duten 8 histonek DNAren antolaketa gauzatzen dute, eta histona
horiek mota ezberdinetako eraldaketa kimikoak jasan ditzakete beraien N- muturreko
isatsean. Eraldaketa mota horien artean 30 ezberdin baino gehiago identifikatu badira

ere, ohikoenak eta, ondorioz, gehien ikertuak izan direnak hauexek dira: azetilazioa
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(Sterner & Berger, 2000), metilazioa (Zhang & Reinberg, 2001), fosforilazioa (Nowak &
Corces, 2004), ubikitinazioa (Shilatifard, 2006), deaminazioa (Cuthbert et al., 2004),
sumoilazioa (Nathan et al., 2006), ADP-ribosilazioa (Hassa et al., 2006) eta prolinaren
isomerizazioa (Cuthbert et al., 2004). Aipaturiko aldaketa kimiko horiek histonetako
isatsetan topatzen diren aminoazido ezberdinetan eman daitezke. Edozein kasutan, ez da
zoriz ematen den prozesu bat; oso kontrolatua dagoen prozesua da eta horren atzean
dauden mekanismoak oso konplexuak dira. Eraldaketa bakoitzak, segun eta zein motako
den eta non ematen den, funtzio erabat ezberdina du. Nagusiki, aldaketa horiek jasaten
dituzten aminoazidoak lisina, arginina, serina eta treonina aminoazidoak dira. Ondoren
aurkezten den 1.2. irudian nukleosoma osatzen duten histonen isatsetako eraldaketa
esanguratsuenak zeintzuk diren beha dezakegu. Esaterako, lisina hondarrek azetilazio,
ubikitinazio edo sumoilazio prozesuak jasan ditzakete. Fosforilazioari dagokionez, serina
eta treonina hondarretan oso ohikoak izaten dira. Metilazioa berriz, lisina eta arginina
hondarretan ematen dira, eta gainera, maila ezberdinetakoak izan daitezke; hau da,
aminoazido horien eraldaketak mono-, di- edota tri-metilazio moduan eman daitezke
(Kouzarides, 2007).

s Azetilazioa
@ Metilazioa
@ Fosforilazioa
@ uUbikitinazioa H4

1.2. irudia. Nukleosomako histonen eraldaketa posibleak. Nukleosoma osatzen duten 4 histona pare
ezberdinek (H2A, H2B, H3 eta H4) beraien isats askean jasan ditzaketen eraldaketa mota nagusiak. Ac:
azetilazioa; me: metilazioa; P: fosforilazioa; Ub: Ubikitinazioa. Hizkiek aminoazido ezberdinei egiten die
erreferentzia, eta zenbakiak, berriz, isatseko kokapenari. K: Lisina; S: Serina; R: Arginina; T: Treonina; Y:

Tirosina (Irudi moldatua; Thermo Fisher Scientific https://www.fishersci.es/es/es/home.html).

Aldaketa horien funtzio zehatza argi ez badago ere, bakarka edo taldeka joka dezaketela

frogatu da (Berger, 2007). Edozein kasutan, aldaketa horiek kode jakin bat sortzen dute



zelularen nukleoan, eta kode horrek kromatinaren egitura edo antolaketa arautzen du
(Luger et al., 1997; Strahl & Allis, 2000). Horrela, zelula bere kromatinaren egitura bere
beharretara aldatzeko gai da, histonen eta DNAren arteko elkarrekintzak arautuz, eta,
ondorioz, geneen adierazpen kontrolatzeko gai izaten da (Kouzarides, 2007; Mersfelder &
Parthun, 2006). Eukromatinaren eta heterokromatinaren arteko balantza hori
kontrolatzen duten eragile nagusiak metilazioak eta azetilazioak dira (Cosgrove &
Wolberger, 2005).

Histonetako metilazioek, esaterako, geneen transkripzioa pizteko edo isiltzeko gaitasuna
dute. Metilo talde horiek ez dute inongo aldaketarik ekartzen histonen kargari
dagokionez, eta molekula kimiko egonkorrak dira, iraupen luzeko markatzat jotzen
direlarik. Horrenbestez, bere horretan mantentzen dira mitosia eta gero (Margueron,
Trojer & Reinberg, 2005). Histonen metilazio prozesu hori, histonen metiltransferasa
moduan ezagutzen diren entzimen bitartez burutzen da (ingelesezko histone
metyltransferase; HMT), eta lisina eta arginina jakinetan ematen da soilik. Metilazioak
beteko duen funtzioa ezberdina da lisinaren arabera: H3K4, H3K36 eta H3K79 lisinetan
ematen diren metilazioek geneen adierazpena pizten dute, eta H3K9, H3K27 eta H4K20
lisinetan ematen direnek, berriz, geneen adierazpena isiltzen dute (Kouzarides, 2007).
H3K9 eta H3K27 lisina hondarretan ematen diren trimetilazioak esaterako, oso ikertuak
izan diren marka epigenetiko errepresiboak dira. Horiek, kromatinaren trinkotzean eta
transkripzioaren errepresio mekanismoetan parte hartzen dute, heterokromatina eratuz
(Peterson & Laniel, 2004). Kromatina dinamikoa den heinean, histonetan dauden
metilazioak ezabatu egin daitezke, eta hori lisina demetilasen (ingelesezko lysine
demethylases; KDM) funtzioari esker lortzen da. Horren bidez, zelulek metilazio patroia
kontrola dezakete modu zorrotz batean (Shi et al., 2004). Arginina hondakinen metilazioa
berriz, arginina metiltransferasek (ingelesezko protein arginine methyltransferase; PRMT)
burutzen dute eta geneen adierazpenaren erregulazioan garrantzia handiko marka bezala
deskribatu da, transkripzioa piztu (Chen et al., 1999) edo itzaliz (Pal et al., 2004),

metilazioa jasotzen duen hondakinaren arabera.

Azetilazioei dagokionez, eraldaketa mota hori transkripzionalki aktiboak diren
kromatinaren eskualdeekin erlazionatu izan da (Allfrey, Faulkner & Mirsky, 1964; Hebbes,
Thorne & Crane-Robinson, 1988; Turner, 1991); azetilo taldeak gehitzeak histonetako
lisinen karga positiboa neutralizatzea ekartzen duenez, histonen eta DNAren arteko
loturak ahuldu egiten dira. Lotura horrek, positiboki kargaturiko histonen eta negatiboki
kargaturiko DNAren erakarpen indarra ahultzea dakar, eta, ondorioz, DNA sekuentzia
eskuragarriago geratzen da. Horrek, transkripzio faktoreak eta RNA polimerasak DNA

katera batzea errazten du (Tse et al., 1998). Azetilazioa lisina espezifikoetan burutzen da
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histonen azetiltransferasa entzimen bitartez (ingelesezko Lysine acetyltransferase; KAT):
H4K8, H4K9, H4K12 eta H4K14 lisinetan zehazki. Alderantziz, marka horiek histona
deazetilasen bidez izaten dira ezabatuak (ingelesezko histone deacetylase; HDAC),
kontrako efektua gauzatuz (Turner, 2000). Transkripzioa erregulatzeaz gain, azetilazioak
bestelako funtzio garrantzitsuekin ere erlazionatu dira: kromatinaren erreplikazioarekin,
errekonbinazioarekin eta DNAren konponketarekin, besteak beste (Kimura, Matsubara &
Horikoshi, 2005).

Fosforilazioa, serina eta treonina hondakinetan ematen den eraldaketa da, eta horrek
kromatinaren trinkotze mailan eragiten du; trinkotze maila erlaxatzen du histonen
isatsetan karga negatiboak ezarriz. Horren bidez, histonek duten karga neutralizatu eta
DNArekiko duen afinitatea ahultzen du. Histonetako fosforilazioa geneen berehalako
adierazpenaren erregulazioarekin erlazionatu da in vitro buruturiko zenbait ikerketetan
(Sultan & Day, 2011). Beste ikerketa batzuetan berriz, DNAren konponketa prozesuarekin
erlazionatu da, prozesua erraztuko duen antolaketa berri bat emanez (Foster & Downs,
2005). Fosforilazio prozesua, entzima kinasa eta fosforilasen bitartez burutzen da: Aurora-

B, IKK-alfa eta PP1 entzimen bidez, esaterako.

Ubikitinizazio prozesua lisina hondarretan ematen da, ubikitina izeneko entzimaren bidez.
Prozesu hori mono-Ub edo poli-Ub eran eman daiteke, eta horren arabera edukiko duen
funtzioa ezberdina da (Bhaumik, Smith & Shilatifard, 2007; Weake & Workman, 2008).
Marka epigenetiko hori oso polifazetikoa da, eta prozesu ezberdin askorekin erlazionatu
da: proteinen degradazioa, DNAren konponketa, zelula zikloaren kontrola, estresarekiko
erantzuna, zelulen desberdintze-prozesua, erribosomen eta peroxisomen biogenesia,
infekzio birala, degradazio neuronal eta muskularra, eta transkripzioa (Finley & Chau,
1991; Jason et al.,, 2002; Jennissen, 1995). Zelula baten barruan topa daitezkeen
ubikitinazio mailak, ubikitina askearen eta entzimaren aktibitatearen araberakoa izaten
da. Organismo eukariotoetan esaterako, H2A eta H2B histonen ubikitinazioak dira
ohikoenak (Jason et al., 2002), eta ugaztunetan aldiz, histona bakoitzean lisina bakarra
topatu daiteke ubikitinatua, 119. edo 120. lisina (Osley, 2006). H2A histonaren
ubikitinazioa, transkripzioaren isiltzearekin eta DNAren kaltetzearekin erlazionatu da
(Cao, Tsukada & Zhang, 2005; Wang et al., 2004; Zhou, Wang & Rosenfeld, 2009; Zhou et
al., 2008), eta H2B histonaren ubikitinazioa, aldiz, DNAren konponketa prozesuekin,
proteinen degradazioarekin eta geneen adierazpenaren erregulazioarekin (Bhaumik,
Smith & Shilatifard, 2007; Weake & Workman, 2008; Jason et al., 2002).
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1.1.1.1.3. RNA ez-kodetzaileak edo ncRNA-k

Aldaketa epigenetikoen artean ezagutza txikiena RNA ez-kodetzaileen eremuan dago
(ingelesezko non-coding RNA; ncRNA). ncRNA molekulak, RNA funtzionalak diren arren,
ez dira inongo momentuan proteinetara itzultzen; Giza Genoma proiektuan ikusi zen
moduan, ugaztunen genomako %Z2a soilik itzultzen da proteinetara (Collins, 2004;
Alexander et al., 2010). Hortaz, zelulako DNAren zati handi bat RNAra transkribatzen bada
ere, RNA molekula gutxi batzuk bakarrik itzultzen dira proteinetan, eta horietariko
gehienak, ncRNA mota ezberdinetan bilakatzen dira (Sandberg et al., 2013). Azken
urteetan lorturiko ebidentzien arabera, molekula horiek funtzio garrantzitsuak betetzen
dituzte geneen adierazpenean, geneen errepresio mekanismoetan parte hartuz zehazki.
Edonola ere, prozesu hauetan ere inplikaturik agertu dira: kromosomen dinamiketan,
kromatinaren egituraren mantentze eta eraldaketetan, genomaren egonkortasunean,
aldaketa epigenetikoen sustapenean, memorian, inpronta genomikoan, DNAren metilazio
epigenetikoan (Zhou et al., 2010; Baulcombe, 2004; Mattick & Makunin, 2005) eta hainbat
gaixotasunen sorreran. Gaixotasun horien artean minbizi mota ezberdinak, gaitz
neurologikoak eta gaitz kardiobaskularrak daude, besteak beste (Cech & Steitz, 2014;
Esteller, 2011; Fatica & Bozzoni, 2014; Frias-Lasserre & Villagra, 2017; Mercer et al., 2009;
Ohsawa et al.,, 2013). ncRNAk orokorrean bi talde nagusitan banatzen dira: RNA ez-
kodetzaile luzeak (>200 nukleotido, ingelesezko long non-coding RNA; IncRNA) eta RNA

ez-kodetzaile laburrak (<200 nukleotido, ingelesezko small non-coding RNA; sncRNA).

RNA ez-kodetzaile luzeak edo IncRNA:

RNA ez-kodetzaile luzeak intergenikoak, intronikoak, kontrako noranzkodunak edo
gainjarritako noranzko bikoitzeko transkriptoak izan daitezke, eta eremu
intergenikoetatik sortzen dira. Ugaztunon genoman horrelako milaka molekula egon
daitezke (Carninci et al., 2005). IncRNA hauek, ez dira RNA arrunten moduan zitoplasmara
garraiatzen (mRNAk kasu), horren ordez nukleoan mantentzen dira (Mao et al., 2011), eta
bertan funtzio garrantzitsuak betetzen dituzte. Funtzio horien artean, geneen
adierazpenaren erregulazioa dago; kromatinaren eraldaketan parte hartzen duten
konplexuek RNA molekula horiekin lotzen dira (Sun & Zhang, 2005), eta horren bidez
sorturiko konplexuek aldaketak sortzen dituzte histona ezberdinetan (Esteller, 2011), eta
horiek kromatinan aldaketa konformazionalak burutu eta geneen adierazpena aldatzen
dute (Rinn et al., 2007).
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Ugaztunetan, Xist izan zen geneen adierazpena isiltzeko gaitasuna duen IncRNA bezala
identifikatu zen lehenengo RNA molekula. Molekula horrek paper garrantzitsua betetzen
du ugaztunetako indibiduo emeen zeluletako X kromosomaren inaktibazio prozesuan
(McCarrey & Dilworth, 1992). Prozesu hori, DNAren metilazioa bultzatuz eta histonetako
errepresio markak finkatuz burutzen da, eta horren arduraduna Xist IncRNA da
(Thorvaldsen et al., 2006). Xist genearen adierazpenaren erregulazioan, berriz, beste
IncRNA batek parte hartzen du: Tsix IncRNA. Horrek kontrako efektua du, eta, ondorioz,
Xist IncRNAren osagarria da (Lee, Davidow & Warshawsky, 1999). Bi geneen presentzia
kontrolatzen dituzten mekanismoak guztiz ezagutzen ez badira ere, oro har, gertatzen
dena honakoa da: Tsix IncRNAk Xist genearen gune sustatzailean heterokromatinaren
agerpena bultzatzen duten zenbait entzimen bilketa bultzatzen du, horren adierazpena
oztopatuz (Froberg, Yang & Lee, 2013; Lee, 2012).

Horrez gain, IncRNA molekulek ezinbesteko papera betetzen dute inpronta genomikoa
aurkezten duten geneen erregulazioan. Inpronta genomikoa, geneak jatorri parental
espezifikoaren arabera adieraztea eragiten duen mekanismo epigenetikoa da, adierazpen
monoalelikoa ziurtatuz (Ferguson-Smith & Surani, 2001; Ideraabdullah et al., 2008; Reik,
Dean & Walter, 2001); hau da, kromosoma pareetan dagoen informazioa berdina izan
arren, batean adierazten dena bestean ez da adieraziko. Beste hitz batzuetan,
inprontadun geneetariko batzuk jatorri aitatiarreko kromosometatik adieraztea eragiten
du, eta beste batzuk, aldiz, jatorri amatiarreko kromosometatik adieraztea. Mekanismo
hori oso kontserbatua dago ugaztunetan: primateetan, karraskarietan, hausnarkarietan
eta martsupialetan, besteak beste (Lucifero et al., 2006; Monk et al., 2006; Umlauf et al.,
2004; Vu, lJirtle & Hoffman, 2006). Gaur egun, 150 inpronta genomikodun gene inguru
ezagutzen dira, eta horiek garapen enbrionarioan duten garrantzia oso handia da
(Ferguson-smith & Surani, 2001; Arnaud & Feil, 2005; Brannan & Bartolomei, 1999;
Fowden et al., 2006; Nafee et al., 2008; Sleutels & Barlow, 2002). Prozesu horretan parte
hartzen duten 200 IncRNA baino gehiago deskribatu izana, molekula horiek prozesu
horretan daukaten garrantziaren erakusgarria da (Adalsteinsson & Ferguson-Smith, 2014;
Barlow & Bartolomei, 2014).

RNA ez-kodetzaile laburrak edo sncRNA:

RNA ez-kodetzaile laburrak hiru azpitalde nagusitan banatzen dira (nahiz eta talde gehiago
ezagutu): mikroRNAk (ingelesezko microRNA; miRNA), interferentziazko RNA laburrak
(ingelesezko small interfering RNA; siRNA) eta PIWI molekuletara loturiko RNAk
(ingelesezko PIWI-interacting RNA; piRNA) (Sandberg, Samson & Ji, 2013). Molekula
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horiek heterokromatinaren mantenuarekin (Mirouze, 2012; Siomi et al., 2011) eta geneen
isiltzearekin (Elbashir et al., 2001) erlazionatu dira, eta azken urteetan geneen
adierazpenean burutzen duten rol garrantzitsua kontuan harturik, itu terapeutiko

garrantzitsuak bilakatu dira gaixotasun ezberdinen aurrean (Mraheil et al., 2010).

Gehien ikertu diren sncRNAk miRNAk izan dira. Horiek 19-24bp-ko tamaina dute, eta
proliferazio, hantura, fibrosi eta desberdintze prozesuen erregulazioarekin erlazionatu
dira (Esteller, 2011). Orokorrean, miRNAk beraien gene ostalariarekin batera
transkribatzen dira, proteina kodifikatzen duen genearen eta miRNAren erregulazio
parekidea bermatuz (Mraz et al., 2012). Hala ere, funtzio erregulatzailea burutzeko
ezinbestekoa da RISC konplexuarekin (ingelesezko RNA-induced silencing complex)
elkartzea, eta elkarketa horrek miRISC izeneko konplexua eratzen du. Konplexu horrek,
isilarazi behar duen RNA mezulariaren (ingelesezko messenger RNA; mRNA) 3’ UTRra
(ingelesezko untranslated region; UTR) bideratzeko gaitasuna izaten du, eta biak batzen
direnean, bere sintesia inhibituta geratzen da; mRNAren ezegonkortasuna handituz
horren degradazioa bultzatzen da, eta, ondorioz, itzulpena oztopatua geratzen da
(Bazzini, Lee & Giraldez, 2012; Stroynowska-Czerwinska, Fiszer & Krzyzosiak, 2014).

Hortaz, molekula horiek zenbait geneen adierazpena kontrola dezakete.

siRNAk bi harizpitako RNA molekula luzeetatik eratortzen dira. Molekula luze horiek DICER
endoribonukleasa bidez moztuak izaten dira, eta horrek siRNA txikiak sortzea eragiten du
(Ketting et al.,, 2001). siRNA molekulek mRNAk ezagutzen dituzte harizpien
osagarritasunaren bidez, eta elkarketa horrek mRNAren degradazio hasten du siRISC
konplexuaren bidez (Agrawal et al., 2003). Degradazio prozesu hori, siRISC konplexuko
proteina Argonautaren RNasa aktibitatearen bidez ematen da (Tomari & Zamore, 2005).
siRNAek, geneen adierazpenaren erregulazioan parte hartzen dute, eta gainera, oso
funtzio garrantzitsuak betetzen dituzte elementu transposagarrien (ingelesezko

transposable element; TE) isiltzean (Cogoni et al., 1996).

Erregulazio epigenetikoan eragina duen beste talde garrantzitsu bat, piRNAek osatzen
dute. Horiek zeozer luzeagoak izaten dira, 24-32 nukleotido arteko sekuentziak batez
beste. Euren funtzioa gauzatu ahal izateko, piRNAek PIWI izeneko proteinekin elkartu
behar dute, eta horrek baimentzen du beraien funtzioa gauzatu ahal izatea. Hala ere,
konplexu horren eraketa prozesua ezberdina da. Aurreko kasuetan ez bezala, piRNAetan
ez da DICER nukleasadun aktibitatea duen konplexurik eratzen (Stuwe, Toth & Aravin,
2014), eta bere mekanismoa azaltzeko bi bide ezberdin proposatu dira (Ghildiyal &
Zamore, 2009). Bi aukeretan, amarengandik jasotako piRNA-k patroi gisa erabiliz sortzen
dira: alde batetik, piRNA aitzindarietatik erauziz (Brennecke et al., 2008), eta bestetik,
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PIWI proteinen laguntzaz Ping-Pong izenaz ezagutzen den prozesuaren bidez (Brennecke
et al., 2007; Gunawardene et al., 2007; Olivieri et al., 2012). Bi kasuetan, PIWI proteinen
laguntzaz piRNA-k sortu, histonen metilazioan aritzen diren entzimak bildu, eta

heterokromatinaren eraketa ahalbidetzen da (Gu & Elgin, 2013).

1.1.2. DNAren metilazioa

1.1.2.1. DNAren metilazioaren historia

DNAren metilazioaren aurkikuntzak, epigenetikaren oinarriak ikertzen hastea ahalbidetu
zuen, eta hori 5-metilzitosina (5mC) hondarraren aurkikuntzarekin batera hasi zen 1948.
urtean; Hotchkiss-ek kromatografia metodoaren bidez hondar horren aurkikuntza burutu
zuen kasualitatez zenbait esperimentu gauzatzeko garaian (Hotchkiss, 1948). Aurkikuntza
hori, Wyatt zientzialariak berretsi zuen, eta aldi berean marka horrek funtzio
garrantzitsuak betetzen dituela azpimarratu zuen (Wyatt, 1951). 1958. urtean, zitosinaren
metilazioa DNAren erreplikazio prozesuaren jarraian eta modu independentean ematen
den prozesua dela proposatu zen, eta gainera, marka epigenetiko moduan jokatu
dezakeela adierazten zituzten lehen baieztapenak burutu ziren (Kornberg et al., 1959).
Hala ere, hipotesia horrek ez zuen oinarri sendorik, eta beste 10 urte igaro behar izan ziren
esperimentalki baieztatua izateko (Billen, 1968; Lark, 1968). Bitarte horretan, izaki
prokariotoetako lehen metiltransferasak eta errestrikzio endonukleasak identifikatu
ziren, eta marka epigenetiko hori bakterioek errestrikzio/eraldaketetan oinarritutako
defentsa sistemarekin lotu zen (Luria & Human, 1952; Bertani & Weigle, 1953; Arber &
Dussoix, 1962; Srinivasin & Borek; 1964; Gold & Hurwitz, 1964). Organismo
eukariotoetako DNAren metilazioaren ikerkuntza, berriz, konplexuagoa izan zen; DNAko
metilazio edukia zenbait metodo kromatografiko ezberdinen (Sneider, 1972; Singer et al.,
1977; Culp et al., 1970; Silber et al., 1966) eta masen espektroskopiaren bidez neurtua
izan zen (Gautier et al.,, 1977). DNA errekonbinantearen teknologiaren garapena,
metilazioarekiko sentikorrak diren errestrikzio endonukleasen karakterizazioarekin
batera, gertaera garrantzitsua izan zen metilazioaren analisi kuantitatiboetarako, eta,
bereziki, banaketa espazialaren analisietarako. Bird eta Southern izan ziren entzima
horien erabilerak izan ditzakeen aplikazio erabilgarriez ohartzen lehenengoak, eta hori

Southern blotting teknikaren bidez burutu zuten; horrek DNAren metilazioak geneen gune
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espezifikoetan duen eragina aztertzeko aukera eskaini zien (Bird et al., 1978). Aurkikuntza
horrek, DNAren metilazioak transkripzioaren erregulazio edo arautze sistema
konplexuetan parte hartzen duela frogatzea ahalbidetu zuen ugaztunetan, besteak beste.
Horren ondoren, transkripzioaren erregulazioan garrantzitsuak diren, eta CpG
dinukleotidoetan aberatsak diren zenbait gune ere identifikatu ziren. Esperimentu
horietan, CpG dinukleotidoen kontzentrazio altuko DNA gune txikien frakzio diskretu bat
identifikatu zen metilazioarekiko sentikorrak diren zenbait murrizketa-entzima erabiliz
(Hpall entzima; ezagutze patroia CCGG duen entzima)(Cooper et al., 1983; Bird et al.,
1985), eta kluster horiei CpG uharte (ingelesezko CpG island; CGl) deitu zitzaien (Bird,
1986).

1.1.2.2. DNAren metilazioa genoman zehar

Jada aipatu dugun moduan, DNAren metilazioa zitosina hondarraren bosgarren posizioko
karbonoan ematen den metilo taldearen gehikuntza kobalentea da (5-mC). Ugaztunen
kasuan, esaterako, DNAren metilazioa guanina hondarren ondoan aurkitzen diren
zitosinetan ematen da; hau da, CpG dinukleotidoetan (1.3.B Irudia). Hortaz, ikerketa
ezberdinek frogatu duten moduan, zelula somatikoen genoman aurkitzen diren CpG
dinukleotido gehienak metilatuta egoten dira (Bird et al., 1985; Gardiner-Garden eta
Frommer, 1987).

A e = B CpG metilazioa Ez-CpG metilazioa

o W nass asa EEI jﬂﬂlg'

lZitosina ‘ {5~met|‘lzitosina (5mQ) ‘ 3

@ &0

1.3. irudia. CpG dinukleotidoen metilazio prozesua. (A) DNAren metilazioa nagusiki CpG dinukleotidoetako
zitosina hondarraren 5. karbonoan ematen da metilo taldearen lotura kobalentearekin. Hori, metilo
taldearen emailea den AdoMet edo SAM molekulen eta DNMT proteina katalitikoen bidez gauzatzen da. (B)
Zitosinen metilazioa gehienbat CpG guneetan ematen bada ere, bestelako guneetan ere eman daiteke (Irudi

moldatua; Jang et al., 2017).

DNAren metilazioa CpG dinukleotidoetan ematen denez, horien banaketa aztertzerako

garaian CpG dinukleotidoen kontzentrazio altua aurkezten dituzten eremu batzuk
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identifikatu ziren, CpG uharteak (ingelesezko CpG island; CGl) (Bird, 1986; Cooper et al.,
1983). Eremu horien presentzia garrantzitsua da saguen genoman, eta bertan genoma
osoaren %1-2a estaltzera iristen dira, eta hori ehun-mota ezberdinetan behatu da (Bird et
al., 1985). CGlak horrela definitu ziren: gutxienez %50eko GC edukia eta 0,6 baino CpG
maiztasun (behatua / esperotakoa) handiagoa duten 1kb inguruko eskualdeak (Bird, 2002;
Gardiner-Garden & Frommer, 1987). Harrigarriki, eremu horiek metilatuak izan
daitezkeen CpG nukleotidoen proportzio altuak badituzte ere, oso kasu gutxitan egoten
dira metilaturik, eta gainera, deaminatzeko joera txikiagoa dute (Cooper et al., 1983; Bird
et al., 1985; Gardiner-Garden eta Frommer, 1987). Hortaz, interes handia piztu izan duten
eremuak izan dira; kontraesanean dago DNAren metilazioa nagusiki CpG dinukleotidoetan

ematen dela dioen baieztapenarekin.

CGl eremu horiez gain, metilazioei dagokionez interesgarriak diren eta CpG
dinukleotidoen kopuru altuak aurkezten dituzten beste eremu batzuk ere identifikatu
dira. Gune horiek CGlen bi alboetan topatzen dira, eta distantziaren arabera modu
ezberdinean izendatzen dira: shore eta shelf guneak, hurrenez hurren. Shore guneak CGI
eremuetatik 0-2kb-tara topatzen dira, eta bertan metilazio kopuru nahiko altuak aurkitzen
dira ehun espezifikoetako zelula somatikoetan (Irizarry et al., 2009; Doi et al.,2009). Shelf
guneak, ordea, zeozer urrunago topatzen dira, 2-4 kb arteko tartean zehazki. CGIl uharte,
shore eta shelf guneetatik kanpo geratzen den gainerako guztia open sea bezala ezagutzen
da (Irizarry et al., 2009; Sandoval et al., 2011).

1.1.2.3. DNA metiltransferasak edo DNMT-ak

DNAren metilazioaz arduratzen diren entzimen artean DNA metiltransferasa moduan
ezagutzen diren entzimak daude, hau da, DNMTak. Proteina horiek, emailea den S-
adenosil-L-metioninaren (AdoMet edo SAM) metilo taldearen transferentzia burutzen
dute modu kobalente batean zitosina hondarraren 5. Karbonora (3.A irudia), lotura
egonkor baino itzulgarri bat eratuz. Ugaztunetan, orain arte 3 entzima katalitiko nagusi
identifikatu dira: DNMT1, DNMT3A eta DNMT3B. Orokorrean, DNMT1 entzima jada
ezarrita edo definiturik dagoen DNA metilatuaren patroia mantentzeaz arduratzen da;
erreplikazio prozesua eta gero, jatorrizko harizpi metilatua erabiltzen du patroi moduan
eta sortu berria den harizpia metilatzeaz arduratzen da. Zalantzarik gabe, DNMT1 da
zelula orotan agertzen den DNMT nagusia, eta horren presentzia beharrezkoa da zelula
guztietako mitosi prozesuetan (Holliday and Pugh, 1975; Riggs, 1975). DNMT3A eta

DNMT3B entzimak, berriz, DNA metilatuaren patroi-berria eratzeaz arduratzen dira
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hasieratik biluzirik dauden DNA kateetan, eta de novo metiltransferasa moduan ezagutzen
dira (Chen & Li, 2004). Aipatutako prozesu horiek 1.4. irudian agertzen dira eskematikoki
irudikatuak. DNAren metilazioa burutzeko garaian, metilo taldearen gehikuntza gauzatzen
duten entzima katalitikoek ez dute beraien funtzioa beraiek soilik betetzen, horretarako
prozesu horretan lagunduko dieten zenbait proteina gehigarri behar izaten dituzte,
beraien eginkizuna modu egoki batean burutzen laguntzen dutenak. Proteina katalitiko
horiek bere laguntzaileekin elkartzen direnean matilasa konplexuak eratzen dituzte.
Datorren atal horretan, DNAren metilazioaz arduratzen diren proteina katalitiko horietaz
hitz egingo dugu, aipatu berri ditugun bi prozesu ezberdinen inguruan, nahiz haien

proteina laguntzaile nagusiez.
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1.4. irudia. DNMT proteina katalitikoen papera DNAren metilazioan. DNAren metilazioak bi mekanismo
nagusi diferentziatzen dira, de novo metilazioa eta mantentze metilazioa, eta bakoitza burutzeaz arduratzen
diren proteinak ezberdinak dira. (1) Metilatu gabeko DNA kate biluziaren metilazioaz DNMT3A eta DNMT3B
entzimak arduratzen dira; de novo metilazioa. (2) Zelula zatitzera doanean, bere material genetikoa bikoiztu
egiten da erreplikazio prozesuaren bidez, eta bertan hemimetilaturiko bi kate berri eratzen dira. (3)
Erreplikazio urkilan mantentze metilazioa ematen da metilatu gabe dagoen harizpia metilatuz eta harizpi
zaharra molde moduan erabiliz, eta hori DNMT1 entzimaren bidez gauzatzen da. (4) Solte geratzen diren
metilatu gabeko zitosinak, proof-reading bezala ezagutzen den mekanismoaren bidez metilatuak izaten dira
DNMT3A/B entzimen bidez (Irudi moldatua; Chen et al., 2003).
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1.1.2.3.1. Mantentze metiltransferasa edo DNMT-ak

Enbrioiaren garapenean zehar definituz doan DNAren metilazio-patroia, hau da, zelula
motaren arabera espezifikoa izango den metilazio-patroia, mantendu egin behar da
zatiketa zelularraren ondoren. DNAren erreplikazio-ziklo bakoitzean sortzen diren bi DNA
kateak hemimetilaturik geratzen dira, hots, harizpi zaharreko zitosinak metilaturik
jarraitzen duten bitartean, berriki eratu den harizpiko zitosinak metilatu gabe aurkitzen
dira. Jatorrizko kateko CpG dinukleotidoen metilazio simetrikoaren mantentzeaz
arduratzen den mantentze metiltransferasa DNMT1 proteina da (Holliday and Pugh, 1975;
Riggs, 1975).

DNMT1 entzimaren domeinu erregulatzailea N- muturrean aurkitzen da, eta domeinu
katalitikoa, ostera, C- muturrean (1.5. irudia). DNMT familiako proteina guztiek, DNA
metiltransferasekiko espezifikoak eta kontserbatuak diren sekuentzia jakinen jarraipen
bat izaten dute euren gune katalitikoan, eta, zehazki, horrek ematen die DNAren
metilazioa burutzeko aktibitate katalitikoa. Entzimaren funtzio erregulatzailea, berriz, N-
muturreko domeinu ezberdinen bidez eskuratzen dute. Lehenengo domeinuak, DMAP1
proteinarekin (ingelesezko DNA methyltransferase associated protein 1; DMAP1)
elkartzea ahalbidetzen du; proteina horrek, histonen azetilazioan eta ATM (ingelesezko
Ataxia-telangiectasia mutated) seinalizazioan parte hartzen du. Jarraian, PBD domeinua
aurkitzen da (ingelesezko Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) binding domein),
DNAren erreplikazioarako makineria eta lokalizazio nuklearrerako seinalearen
(ingelesezko nuclear localization signal; NLS) arteko elkarrekintzak burutzeko beharrezkoa
izaten den domeinua (Chen & Li, 2004). Beste domeinu garrantzitsu bat RFTS sekuentzia
da (ingelesezko the replication foci-targeting sequence). Azken ebidentzien arabera, haren
barnean UIM sekuentzia topatzen da (ingelesezko ubiquitin-interacting motif); H3
histoneko 18. lisina ubikitinatua ezagutzen duen sekuentzia (H3K18ub), eta elkarketa
horrek DNMT1 entzima erreplikatu berri den guneetara lotzea eragiten du (Qin et al.,
2015). CXXC domeinua, DNMT1 entzimak duen beste domeinu erregulatzaile bat da,
metilatu gabeko CpG-etara eta BAH (ingelesezko bromo-adjacent homology) domeinu
parera (BAH1 eta BAH2) lotzen den eta zisteina aminoazidoetan aberatsa den domeinua.

Gune horren funtzio espezifikoa ezezaguna da (Chen & Li, 2004).
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1.5. irudia. Ugaztunetako DNMT entzimen egitura. Gizakiotako DNMT1, DNMT3A, DNMT3B eta DNMT3L
proteinak hurrenez hurren, 1616, 912, 853 eta 387 aminoazido hondarretako entzimak dira. Lehengo hiru
entzimak katalitikoki aktiboak dira eta DNMT3L proteina, berriz, ez, nahiz ta funtsezkoa izan. Erabilitako
laburdurak: DMAPD - DNA methyltransferase associated protein 1 interacting domain; PBD — PCNA binding
domain; NLS — Nuclear localization signal; RFTD — Replication foci targeting domain; CXXC — CXXC domain;
BAH1 eta BAH2 — Bromo-adjacent homology domains 1 and 2; GKn — Glycine lysine repeats; PWWP — PWWP
domain; ADD — ATRX-DNMT3-DNMT3L domain (Irudi moldatua; Jeltsch & Jurkowska, 2016).

DNMT1-UHRF1 mantentze metilazio konplexu gidaria:

DNMT1 entzimak bere mantentze lanak modu egoki batean burutzeko reader moduan
jokatzen duen proteina bat izaten du eskura, UHRF1 proteina (ingelesezko ubiquitin-like
with PHD and RING finger domains), eta biek DNMT1-UHRF1 konplexua eratzen dute.
Konplexu horrek, erreplikazio urkilako (ingelesezko replication fork) kate
hemimetilatuetara bideratzen du DNMT1 entzima, harizpi metilatu gabea metilatzeko
helburuarekin. DNMT1ak kontserbaturiko 5 domeinu ditu: UBL (ingelesezko ubiquitin-like
domein), TTD (ingelesezko tandem tudor domein), PHD (ingelesezko plant homeodomein),
SRA (ingelesezko SET and RING associated domein) eta RING (ingelesezko really
interesting new gene domein). DNMT1ak bere funtzioak modu egokian bete ditzan UHRF1
entzimarekin burutzen dituen elkarrekintzak konplexuak dira, eta bertan domeinu guztiek
hartzen dute parte, guztiek batek izan ezik: UBL domeinua. Bi proteinak elkartzen
direnean konplexua kromatinara elkartzen da: TTD eta PHD domeinuak, H3 histonako 9.
lisina trimetilatua (H3K9me3) eta H3 histonan eraldatu gabe aurkitzen den 2. arginina
ezagutzeko gai izaten dira (Rajakumara et al.,2011; Rothbart et al., 2013). Arginina hori
metilatuta agertzen denean, berriz, elkarrekintza hori oztopatua geratzen da. Horrek
agerian uzten du histonetako markek mantentze-metilazioaren erregulazioan betetzen
duten funtzio garrantzitsua. SRA domeinuak, aldiz, hemimetilaturik aurkitzen den DNA

katea ezagutu eta sintetizatzen ari den DNA katera eramaten du konplexua (Bostick et al.,
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2007; Sharif et al., 2007). RING hatz domeinuak (ingelesezko RING finger domein) E3
ubiquitin ligasa aktibitatea du, eta H3 histonako 18. lisina ubikitinatzeko gai izaten da
(H3K18ub) (Qin et al., 2015). Ebidentzia horiek guztiak kontuan hartuta, UHRF1 proteinak
reader moduan jokatzen duela agerian geratzen da; izan ere, horrek burutzen dituen
interakzioek nabarmenki igotzen dute DNMT1 entzima DNA kate hemimetilatura
elkartzeko probabilitateak (Qin et al., 2015; Nishiyama et al., 2013).

1.1.2.3.2. De novo metiltransferasak edo DNMT3-ak

De novo metiltransferasa moduan ezagutzen diren bi entzimak, DNMT3A eta DNMT3B,
DNAren metilazio patroia hasieratik ezartzen duten proteina katalitikoak dira; hau da,
metilazio patroirik gabe edo biluzik dagoen DNA katean ezartzen dute. Hortaz, ez dute
eredu moduan balio izango dien inongo harizpirik. Edozein kasutan, bestelako funtzio
batzuk burutzeko gai ere izaten dira: DNA metilatuaren mantentze lanetan lagundu
dezaketela frogatu da (Chen et al.,, 2003; Jeong et al., 2009). Bi entzima horiek EST
datubase (ingelesezko expressed sequence tag) batean bacterial type Il cytosine-5
methyltransferase-ren sekuentzia erabiliz eginiko bilaketa baten bidez identifikatu ziren
lehendabizikoz, eta 5. irudian behatu dezakegunez, biek antzeko egitura aurkezten dute.
Bi entzima horien C- muturreko domeinu katalitikoek, DNMT1 entzimarekin batera,
antzekotasun zorrotza aurkezten dute (bereizgarriak diren 6 guneak partekatzen dituzte);
DNMT entzima katalitikoen domeinu karakteristikoak bere horretan kontserbaturik
mantentzeak aktibitate katalitikoa burutzeko gaitasuna ematen die. N- muturrari
dagokionez, ordea, ez dute zerikusirik DNMT1 proteinarekin (Okano, Xie & Li, 1998), eta
biek domeinu berdinak aurkezten dituzte. Domeinu horiek, kromatinara elkartzeko
klabeak diren bi gune kontserbatu dira: lehendabizikoa ADD (ATRX-DNMT3-DNMT3L)
domeinua eta bigarrena PWWP domeinua (ingelesezko proline-tryptophan-tryptophan-
proline). Azken sekuentzia hori beharrezkoa da entzima bera heterokromatinara
bideratzeko eta H3K36me3 marka epigenetikora lotzeko (ingelesezko trimethylated lysine
36 of histone H3). ADD domeinuak, bi C4-type zinc finger-rez osaturik dagoena (GATA
binding protein 1 (GATA1) eta plant homeodomain (PHD)-type), H3 histonaren isatsarekin
erreakzionatzeko gaitasuna du modifikatu gabe dagoen 4. Lisinarekin (H3K4) (Ooi et al.,
2007; Otani et al., 2009). Azterketa estrukturalek frogatu dutenez, DNMT3A entzimaren
ADD domeinuak bere gune katalitikoan eragiteko gaitasuna du, eta hori gertatzen denean
DNAri lotzeko duen afinitatea oztopatua geratzen da, auto-inhibitze prozesu bat
bultzatuz. Hortaz, eraldatu gabe dagoen H3 histonaren isatsak, ADD domeinuaren eta

domeinu katalitikoaren arteko elkarrekintza oztopatu eta DNMT3A proteinaren
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aktibazioa bultzatzen du (Guo et al., 2015). Aurkikuntza guzti horiek, DNMT3A eta
DNMT3B proteinak marka epigenetiko jakinak irakurtzeko eta interpretatzeko gai direla

erakusten dute, horien aktibitatea eta espezifikotasuna arautuz.

DNMT3A/B-DNMT3L de novo metilazio konplexu gidaria:

DNMT3A eta DNMT3B entzimen kasuan, ere, beharrezkoa da de novo metilazio funtzioa
optimizatuko duen elkarketa bat. Haien funtzionamendu egokia bideratuko duen proteina
familia bereko beste kide bat da: DNMT3L entzima. Katalitikoki aktiboa ez den arren (ez
du metiltransferasa aktibitaterik), funtsezkoa da bere familiako beste bi kide horien
aktibitate katalitikoa emendatzeko (Hata et al., 1993).

DNMT3L entzima, sekuentzien datu base batean buruturiko analisien bidez identifikatu
zen lehenengo aldiz, bere familia kideekin alderatuz luzera laburragoa du, eta domeinuei
dagokionez ez da guztiz berdina (5. Irudia). Familia kide batzuen antzera, N- muturreko
gune erregulatzailean ADD domeinua aurkezten du, baino PWWP domeinurik ez du. C-
muturrari dagokionez, aldiz, gainerako DNMTekin sekuentzia homologia bat erakusten
badu ere, aktibitate katalitikorako beharrezkoak dituen aminoazido sekuentzia batzuk
falta ditu, horien artean metilo taldearen emaile den AdoMet molekularekin elkartzeko
sekuentziak (IX eta X guneak (5. irudia)) (Chen & Li, 2004; Jeltsch & Jurkowska, 2016). C-
muturreko domeinu horiek, DNMT3Aren aktibitate katalitikoan eragiteko gaitasuna
ematen diote proteinari, entzima katalitikoaren aktibitatea nabarmenki emendatuz.
Gainera, DNMT3A/3L dimeroa hori eratzen denean beste dimero berdin batekin
elkartzeko joera edukitzen du (DNMT3A-DNMT3A), bi gune aktibo dituen tetrameroa
eratuz (Jia et al., 2002). ADD domeinuak, ostera, H3 histonaren isatseko 4. lisina
modifikatu gabea (H3K4) identifikatu, eta histonara elkartzeko gaitasuna ematen dio
konplexuari. Bi ebidentzia horiek, agerian uzten dute konplexu horren eraketak DNMT3
entzimen de novo metilazioan burutzen duen ekarpena, espezifikotasunaren eta

aktibitatearen emendioa ekarriz (Ooi et al., 2007).

1.1.2.4. DNAren metilazioa eta transkripzioa

DNAren metilazioak funtzio garrantzitsua betetzen du zelulen transkripzioan edo geneen
adierazpenaren kontrolean. DNAren metilazioa transkripzioaren errepresioarekin lotu
izan bada ere, hori ez da guztiz egia. Izan ere, metilazioak duen eragina metilazioa ematen

den gunearen araberakoa da, horrek dituen ondorio transkripzionala erabat ezberdinak
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direlarik. Horrenbestez, atal honetan transkripzioaren eta marka epigenetiko horren

artean dagoen erlazioaren inguruan hitz egingo dugu.

DNAren metilazioa, hein handi batean, transkripzioaren errepresioarekin lotzen da. Hala
ere, erlazio hori orain arte burutu diren ikerketa gehienak arreta-zentroa geneen gune
sustatzaileetan eta transkripzioaren hasiera puntuetan jarri dutelako izan da. CGl eremu
horiek interes berezia piztu zuten; izan ere, CGl eremuetariko asko gune horiekin bat
datozela behatu zen. Ugaztunotan, geneen %60-70ak CGI guneak izaten dituzte
transkripzioaren hasiera puntuetan, eta horrez gain, konstitutiboki aktiboak diren gene
gehienen (ingelesezko housekeeping genes) eta ehun espezifikoetara mugaturiko geneen
%40en gune sustatzaileetan ere CGl eremuak topatzen dira (Gardiner-Garden eta
Frommer, 1987; Lander et al., 2001; lllingworth eta Bird, 2009). CGI gune horiek, aurretik
aipatu bezala, ez dira metilaturik aurkitzen oro har, eta hori transkripzioaren kontrolarekin
erlazionatua dago. Frogatu denez, CGltan dauden zitosinak metilatuak direnean genearen
isiltze egonkorra ematen da, denbora luze iraunez. Hortaz, isiltze iraunkor bat behar duten
geneetan gertatzen den prozesua da hori: hozi zelulen garapenera mugaturik dauden
gene-azpimultzo batzuen sustatzaileetara, eta zelula emeen kasuan X kromosoma ez-
aktibora, esaterako (Maatouk et al., 2006; Mohn et al., 2008; Borgel et al., 2010; Sharp et
al., 2011). Geneen aldi baterako isiltzea lortu nahi denean, berriz, kromatinaren trinkotzea
ekartzen duen histonaren modifikazioa bat egoten da presente, H3K27me3 eraldaketa;
PRC1 eta PRC2 (ingelesezko Polycomb Repressive complex 1-2) bezala ezagutzen diren
konplexuen bidez ezartzen den marka errepresorea (Mikkelsen et al., 2007; Ku et al.,
2008), eta horrek genearen isiltzea edo errepresio puntuala gauzatzen du. Bi konplexu
horiek polycomb taldeko proteinen (ingelesezko polycomb-group proteins; PcG) bidez
osatuak egoten dira, eta ezinbestekoak dira prozesu biologiko askotarako; geneen

erregulazioa arautzen dute.
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1.6. irudia. DNAren metilazioa eta geneen adierazpenaren arteko korrelazioa. (A) Metilazioa gune
sustatzaileetan ematen denean genearen adierazpena isilduta agertzen da. (B) Metilazioa genearen gorputz
barnean CGI guneak ez diren CpG-etan ematen denean genearen adierazpena ematen da. (C) Geneen
gorputz barneko CGl-etan ematen denean metilazioa, horren adierazpena aktibatua edo itzalita egon

daiteke (lrudi moldatua; Yang et al., 2016).

Hortaz, DNAren metilazioa geneen gune sustatzaileetan eta transkripzioaren hasiera
puntuetan ematen denean transkripzioa oztopatua geratzen da, CGlei lotuta egon ala ez
(1.6.A irudia); saiakuntza ugarik baieztatu dute gertaera hori. Genearen gorputz barnean
ematen den DNAren metilazioak transkripzioan duen eraginaren inguruan ez da hainbeste
ezagutzen, edozein kasutan ezinbestekoa da ea eraldaketa hori CGl guneetan edo gune
horietatik kanpo ematen den kontuan hartzea. Geneen gorputzari dagokionez,
orokorrean honako ezaugarriak konpartitzen dituzte: pobreak dira CpG dinukleotidoetan,
dauden CpG dinukleotidoak metilaturik aurkitzen dira nagusiki, aberatsak izaten dira
sekuentzia errepikakor eta TEetan eta CGIl eremuei dagokionez, ohikoak izaten dira bai
geneen gorputzaren barnean eta bai gene deserts eremuetan ere (gune sustatzaileetan
gertatzen den antzera) (Jones, 1999). Gene deserts eremu hauek, proteina-kodeketarik
gabeko eskualde edo sekuentzia luzeak dira eta orokorrean ez dute inongo funtzio
biologiko nabarmenik (Venter et al., 2001). CGl eremuek geneen gorputzaren barnean
bete dezaketen funtzio zehatza ez da guztiz ezagutzen; geneen adierazpena bultzatu eta

oztopatu dezake, eta hori kasuaren araberakoa da (1.6.C irudia) (Varley et al., 2013; Yang
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et al., 2015). Geneen gorputzean zehar topatzen diren CpG dinukleotido solteen
metilazioa, berriz, gene transkribatuen ezaugarritzat jo izan da aspalditik (1.6.B irudia),

beti ere gune sustatzailea metilatu gabe topatzen bada noski (Wolf et al., 1984).

Gune sustatzaileetan ematen den DNAren metilazioak transkripzio prozesua oztopatzen
duela frogatu bada ere, prozesu horretan ematen den mekanismo zehatza ezezaguna da.
Mekanismo hori argitzeko helburuarekin ikerketa ugari burutu dira, hipotesi ezberdinak
azaleratuz: Lehenengoaren arabera, DNAren metilazioak gune sustatzaileetara
espezifikoki batzen diren transkripzio faktoreen lotura eragozten du (Campanero,
Armstrong & Flemington, 2000; Tate & Bird, 1993). Bigarrenenak, berriz, DNAren
metilazioak nukleosomaren antolaketa aldatu dezakeela dio, transkripzio makineriaren
funtzioa oztopatuz (Kass, Pruss & Wolffe, 1997). Azkenik, hirugarrenak transkripzio
prozesuan eragin negatiboak dituzten faktore espezifiko batzuk erakartzen dituela dio,

geneen isilpena bultzatuz (Lewis et al., 1992; Lopez-Serra & Esteller, 2008).

1.1.2.4.1. DNAren metilazio konplexu laguntzaileak: MBDak

DNA metilatuaren ezabaketa prozesua erraza da oso demetilazio lanetaz arduratzen diren
entzimentzat, horregatik marka epigenetiko hori mantentzeko mekanismo ezberdinen
beharra dago. Zitosina metilatuak babesteaz arduratzen diren mekanismo ezberdinak
badaude ere, helburu hori duen proteina familia garrantzitsuenetariko bat MBD entzimen
familia da. Hortaz, hurrengo atal honetan metilazioaren mantentze lanetan laguntzaileak

diren proteina horietaz hitz egingo dugu.

MBD bezala ezagutzen den proteina familiak (ingelesezko methyl-CpG-bindin domein;
MBD) izugarrizko garrantzia du DNA metilatuaren mantentzean, eta, ondorioz, baita
geneen isiltze mekanismoan ere. MBD proteinek CpG dinukleotido metilatuetara lotzeko
gaitasuna dute, eta horien izena elkarrekintza horretatik dator: 1.7. irudian ikusi
dezakegunez, familiako proteina guztiek elkarrekintza hori baimentzen duen domeinua
(MBD) partekatzen dute, eta bertako kide nagusiak hauxek dira: MBD1, MBD2, MBD4 eta
MECP2 (ingelesezko methyl CpG binding protein 2) (Hendrich & Bird, 1998). Familia
horretako beste kide bat, MBD3 proteina, MBD2 proteinarekiko oso antzekoa da
aminoazido sekuentziei dagokionez, baina ez du 5mC-rekin elkartzeko gaitasuna
(Hendrich & Bird, 1998; Zhang et al., 1999). Entzima bakoitzak bere funtzio espezifikoa du,
eta espezifikotasun hori norberak dituen bestelako domeinuen bidez eskuratzen dituzte.
Modu orokor batean, proteina horiek DNA metilatuaren mantentze lanetan paper

garrantzitsua jokatzen dutela esan daiteke.
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1.7. irudia. MBD proteina familiako kide nagusiak eta beraien egiturak. Proteina hauek honako hauek dira:
MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 eta MBD4. Denean arteko homologia puntua MBD domeinua da, gainerakoan,
bakoitzak bere domeinu bereizgarriak ditu eta domeinu horiek ematen die beraien funtzio karakteristikoa
(Irudi moldatua; Fatemi & Wade, 2006).

MBD1, MBD2 eta MECP2 proteinak oso aztertuak izan dira, eta horiek histona
deazetilasak (HDAC) dituzten errepresore konplexuekin edo kromatina eraldatzen
dituzten bestelako entzimekin erlazionatu dira (Bogdanovic & Veenstra, 2009). Hortaz,
DNAren metilazioaren eta histonetako eraldaketen eragile eta transkripzioaren
erregulatzaile nagusitzat hartzen dira, inongo zalantzarik gabe. Hala ere, horien artean

ezberdintasun ugari daude.

Lehenengo aldiz deskribatua izan zen MBD proteina MeCP2 izan zen, eta bertan, SIN3A
proteinarekin burutzen duen elkarrekintza aztertu zuten (Jones et al., 1998; Nan et al.,
1998). SIN3A proteina |. motako HDAC-en (ingelesezko histone deacetilase) konplexu
errepresore bateko entzima da. MeCP2 proteinak paper garrantzitsua jokatzen du
DNAren metilazioaren eta konplexu errepresiboen arteko elkarrekintzan (Lyst et al.,
2013). MeCP2 proteina, esaterako, sekuentzia berdinak identifikatzen baditu ere,
preferentzia handiago bat aurkezten du A / T baseetan aberatsak diren guneetako CpG
dinukleotidoetara lotzeko (Klose et al., 2005). MBD1 proteinak, berriz, DNAri lotzeko
beste modulu bat aurkezten du, CXXC domeinua, eta, horren bidez, metilatu gabeko
DNAri lotzeko gaitasuna izaten du (Jgrgensen et al., 2004). MBD1en funtzio proteikoari
dagokionez, histonen metiltransferasak diren entzimekin elkarrekintzan aritzen da:
Suv39hl eta SETDB1 proteinekin, bereziki. Proteina horiek H3K9 histonaren hondakin

ezberdinak metilatzen dituzte, eta HP1 proteina heterokromatikoarekin lotzeko gaitasuna
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izaten dute (Fujita et al., 2003; Sarraf & Stancheva, 2004). MBD2 eta MBD3 proteinak
NuRD (ingelesezko Nucleosome remodelling and deacetylase; NuRD) konplexuen
partaideak dira (Wade et al., 1999; Zhang et al., 1999; Saito & Ishikawa, 2002). MBD2
proteinak MeCP2 proteinaren antzera jokatzen du; metilatutako DNAri lotzen zaio, eta

transkripzioa erreprimitzen du (Ng et al., 1999).

Amaitzeko, MBD4 proteina DNAren konponketa lanetan burutzen duen zereginaren
inguruan aztertu da gehien bat; erregulazio transkripzionalean burutzen duen funtzioari
dagokionez gutxi ezagutzen da. MBD4 timina glikosilasa bat da (ingelesezko Thymine
glicosilase; TDG), eta horrekTpG/mCpG desdoikuntzetara lotzeko lehentasuna izaten du
in vitro. Desoreka horiek 5-mC nukleobaseen desaminaziotik sortzen dira, eta bere
horretan uzten bada arazo handia bilakatu daiteke; C-T trantsizioaren bidez mutazioak
ager daitezke. Beraz, MBD4 proteinak CpG metilatuetan gertatzen diren mutazioak
minimizatzen ditu lotzeko izaten duen espezifikotasunaren eta duen aktibitate
entzimatikoaren bidez (Hendrich et al., 1999; Millar et al., 2002).

1.1.3. DNAren metilazioa

DNAren demetilazioa, DNA kateko zitosina metilatuek (5-mC) duten metilo taldearen
ezabapena edo desagerpena da, metilatu gabe dagoen zitosina berreskuratuz (5-C); hau
da, DNA kateko zisteina hondarretako metilo taldea ezabatzeko prozesua da. Hortaz,
DNAren metilazioa nagusiki transkripzioaren errepresioarekin erlazionatzen denez,
DNAren demetilazio prozesua geneen adierazpenaren aktibazioarekin lotua dago (Aoki et
al., 1997; Han et al., 2011). Demetilazio prozesu horretaz hitz egiten dugun bakoitzean bi
prozesu nagusi desberdindu ditzakegu: alde batetik, erreplikazio prozesuaren menpekoa
den metilazioaren diluzio “pasiboa” dago, eta bestetik, erreplikazioarekiko askea den eta
entzima ezberdinen parte hartzea izaten duen demetilazio “aktiboa” (Zhao & Chen, 2013;
Wu & Zhang, 2014).

DNAren demetilazio prozesua DNAren erreplikazioan zehar eman daiteke DNMT1
entzimaren jarduerarik ez dagoenean. Izan ere, erreplikazioan sortzen diren harizpi berri
guztiak metilatu gabe sintetizatzen dira, lehenengo zikloa batean hemimetilaturiko bi DNA
kate sortzen direlarik; metilatuta dagoen harizpi bat eta metilatu gabe dagoen beste
harizpi bat dituzten bi DNA kate. DNMT1 metilasak ez badu harizpi horien metilaziorik

gauzatzen, DNA kateak bere horretan geratuko dira eta hurrengo erreplikazioetan zehar,
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harizpi metilatuak diluituz joango dira. Prozesu horri “demetilazio pasiboa” deitzen zaio
(Chen eta Riggs, 2011).
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1.8. irudia. DNAren demetilazio prozesu pasibo eta aktiboa. DNAren demetilazio prozesu aktiboan TET
proteinen aktibitatea ezinbestekoa da. Entzima horiek, zitosina metilatua (5mC) oxidatzen dituzte, eta
prozesu horretako lehenengo bitartekaria hidroximetilzitosina hondarra (5hmC) da, eta horren ondoren,
5fC eta 5caC hondarrak. Metilo talde horren degradazioa 3 TET proteinek burutu dezakete, baina ez da
prozesu jarraitua. Behin 5fC eta 5caC hondarrak eratzen direnean TDG-aren menpekoa den Base Excision
Repair (BER) bidez, eraldatu gabeko zitosina hutsa berrezartzen da. DNAren demetilazio pasiboan, berriz,
zitosina metilatuen diluzioa ematen da erreplikazio ziklo ezbederdinetan zehar, DNMT entzimen aktibitate

absentziaren ondorioz (Irudi moldatua; Jang et al., 2017).

Azken hamarkadetan, DNAren demetilazioa eragiten duen bestelako prozesu bat
identifikatu da, eta prozesu hori zuzeneko jarduera entzimatiko bati lotuta dago.
Aurkikuntza hori, ugaztunetan topatutako 5-hidroximetilzitosina (5hmC) hondarrarekin
hasi zen (Kriaucionis eta Heintz, 2009; Tahiliani et al., 2009). 5hmc hondar kimikoa Ten-
Eleven Translocation (TET) proteinen familiako kideen bidez eratzen den eta demetilazio
prozesu aktiboaren adierazgarria den marka epigenetikoa da. Ugaztunetan hiru TET
entzima topatu dira (TET1-3) eta 1.8. irudian ikus dezakegunez, zitosina metilatuak (5mC)
zitosina hidroximetilatuetara (5hmC) oxidatzeaz arduratzen dira, eta ondoren, 5hmC
hondar horiek 5-formilzitosinara (5fC) eta 5-karboxilzitosinara (5caC) oxidatuak izan
daitezke (lyer et al., 2009; Tahiliani et al. al., 2009; Ito et al., 2011). Oxidazio guzti horien
eragileak TET entzimak dira, eta CpG dinukleotido metilatuetan ematen da nagusiki.
Horren ondoren, hondar oxidatu horiek TDG (ingelesezko Thymidine DNA Glycosylase)
bidezko base-excision repair (BER) prozesuaren laguntzaz eraldaketarik gabeko zitosina

hondarrarengatik ordezkatzen dira “demetilazio aktiboa” amaituz (Maiti eta Drohat,
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2011; Zhang et al. 2012). BER prozesua oso ohikoa da zeluletan, eta bere helburu nagusia
ziklo zelularrean zehar DNA kaltetua denean haren konponketa gauzatzea da, kate
helikoidala desitxuratu gabe. Baseen lesio txiki horiek desaminazio, oxidazio edota

metilazio prozesuetatik eratortzen dira, oro har (Lindahl, 1993).

1.1.3.1. Ten-Eleven Translocation proteinak edo TET-ak

Demetilazio prozesu aktiboa gauzatzen duten entzimak TET proteina familiako kideak dira
(ingelesezko the ten-eleven translocation): TET1, TET2 eta TET3 entzimak, eta horiek iron
(I1)/a ketoglutarate-ren (Fe(ll)/a-KG) menpekoak diren dioxigenasak dira (1.9. irudia). C-
muturreko domeinu katalitiko nagusia, double-stranded 6 helix (DSBH) domeinuaz eta
zisteinetan aberatsa den domeinuaz osatua dago (Pastor, Aravind & Rao, 2013), eta
zisteinetan aberatsa den domeinuak elkarrekintza horren estabilizazioa du helburu
nagusia. Luzera osoko TET1 eta TET3 proteinek, TET2 proteinan gertatzen ez den bezala,
CXXC domeinua aurkezten dute amino muturrean; TET2 entzimak eboluzioan zehar galdu
zuen jasandako alderantzikatze kromosomiko baten ondorioz, eta alboko gene batera
mugitu zen, /dax genera, zehazki (CXX4 moduan ere ezaguna) (lyer et al., 2009; Tahiliani
et al., 2009; Long, Blackledge & Klose, 2013). TET proteinen CXXC domeinua bi Cys4-type
zinc finger motif-ez osatua dago, kontserbazio maila oso altua du, eta metilatutako CpG
sekuentzietara bideratzeaz arduratzen da (Ko et al., 2013; Zhang et al., 2010; Xu et al.,
2012). DBSH domeinuaren eta zitosina metilatuaren arteko elkarrekintzak Fe(ll)/a-KG
bidezko substratuaren (zisteina metilatua) oxidazioa ekartzen du, interakzio horren
produktuak hauek direlarik: 5-hidroximetilzitosina (5hmC), 5-formilzitosina (5fC) eta 5-
karboxilzitosina (5caC) hondarrak (Tahiliani et al., 2009; Ito et al., 2010; Ito et al., 2011; He
et al., 2011). Hondar horiek (5hmC, 5fC eta 5caC) DNAren demetilazio prozesuko molekula
bitartekariak dira (Zhao & Chen, 2013; Wu & Zhang, 2014), eta orden horretan sortzen
dira. Hala ere, ez da prozesu jarraitua (Tamanaha et al., 2016), eta preferentzia dute
substratuari dagokionez. In vitro burututako ikerketek frogatu dutenez, TET proteinek
lehentasun handiagoa dute 5mC hondarrak oxidatzeko, 5hmC eta 5fC hondarren alboan
(Ito et al., 2011; Hu et al., 2015; Hashimoto et al., 2014). mESC zeluletan, esaterako, TET
entzimek 5mC hondarren %10 inguru oxidatzen dituzte, eta 5hmC hondarren kasuan,
aldiz, %1a soilik oxidatzen da 5fC edota 5caC hondarretara. Hau da, oxidazio maila igotzen
den heinean TET entzimek duten prozesibitatearen gaitasuna jaitsiz doa. Ondorioz, 5hmC
hondarrek 10 edo 100 aldiz presentzia handiago izaten dute mESCtan (Tahiliani et al.,
2009; lIto et al., 2011; Wu & Zhang, 2015; Pfaffeneder et al., 2011; Booth et al., 2014). Hala
ere, TDG/BER bidezko demetilazio aktiboa 5fC eta 5caC hondarretatik ematen da, eta ez
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5hmC hondarretatik. Beraz, ez da hain harritzekoa azken bi produktu horien kopuruak

hain baxuak ez izatea zelula barnean (An et al., 2017).

C- muturreko domeinu katalitiko nagusia
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1.9. irudia. TET proteinen egitura. C- muturreko eremu katalitikoa oso kontserbatuta dago TET familiako
kide guztien artean, eta hori DSBH domeinuaz eta zisteinetan (Cys) aberatsa den domeinuaz osatuta dago.
Cys-en eremu aberatsa bi azpidomeinuk osatzen dute, eta TET proteinak kromatinarantz bideratzea du
helburu. DSBH domeinuan funtsezko sekuentzia katalitikoak daude, HxD sekuentzia barne; Fe (ll) eta 20G-
rekin elkarreragiten du. Konplexutasun baxuko eremu bat ere aurkitzen da eremu katalitikoan, baina haren

funtzioa oraindik ez da definitu (Irudi moldatua; An, Rao & Ko, 2017).

1.1.4. DNAren metilazioaren eta demetilazioaren

garrantzia prozesu fisiologikoetan

Zelula orok DNAren metilazio patroian aldaketa espezifikoak jasaten dituzte lokus
jakinetan, eta prozesu biologiko ezberdinekin erlazionatu dira: bereizketa prozesua,
pluripotentziaren garapena eta mantenua, eta gaixotasunen progresioa, besteak beste.
Prozesu zelular eta fisiologiko horiek guztiz koordinaturik dauden metilazio/demetilazio
prozesuen bidez gauzatzen dira, eta, horrenbestez, bertan parte hartzen duten DNMT,

MBD eta TET proteinen familiek funtzio gakoak betetzen dituzte.

Lehenik eta behin, DNAren metilazioak bereizketa prozesuan duen garrantziaz hitz egingo
dugu. Bereizketa-prozesuan, bai metilazio eta bai demetilazio prozesuek izugarrizko

garrantzia dute. Esperimentu ezberdinek frogatu dutenez, ESC eta zelula somatikoen
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artean ez dago DNAren metilazio-maila globalei dagokionez ez dago uste bezain besteko
aldaketa nabarmenik. Horren ordez, metilazio patroia aldatzen duen metilo hondarren
birbanaketa prozesu bat ematen da genoma osoan zehar: pluripotentzia geneak piztuta
eta ehun espezializatuetako geneak isilduta egotetik, pluripotentzia geneak isilduta eta
ehun espezializatuetako geneak piztuta egotera iragaten dira (Meissner et al., 2008; Mohn
et al., 2008; Biniszkiewicz et al., 2002). DNAren metilazioak bereizketa prozesu horretan
burutzen duen funtzioa gakoa da; katalitikoki aktiboak diren DNMT proteinetan
(DNMT1/3A/3B) urriak diren ESC zelulek, diferentziatzeko gaitasuna bereziki kaltetua
izaten dute (Jackson et al.,, 2004), MBD proteinen faltak eragiten duen modu berean
(Carlone et al.,, 2005). Hortaz, DNMT eta MBD proteinak, TET proteinekin batera,
ezinbestekoak dira diferentziazio prozesua ahalbidetzen dituzten sare transkripzionalak

bideratzeko.

Bigarrenik, DNAren metilazioaren eta pluripotentziaren arteko erlazioaz hitz egingo dugu.
Pluripotentziaz hitz egiten dugunean, desberdintzapen prozesuan gertatzen den modu
berean, metilazio eta demetilazio prozesuen garrantzia oso handia da. Ehunetako
espezifikoak diren geneen adierazpena guztiz inhibitua mantentzeko DNMT-ek betetzen
duten papera oso garrantzitsua da, izan ere, gene hauen gune sustatzaileak
hipermetilaturik egotea ezinbestekoa da; DNMT-en TKO (ingelesezko triple knockout)
diren mESC zeluletan gainadierazita topatzen diren gene gehienak ehunetako gene
espezifikoak izaten dira (Fouse et al., 2008). Horrez gain, katalitikoki aktiboak diren DNMT
proteinetan (DNMT1/3A/3B) urriak diren ESC zelulek, ugaltzeko eta bizirauteko gaitasuna
mantentzen duten arren, pluripotentzia mantentzeko gaitasuna kaltetua izaten dute
(Tucker et al., 1996; Tsumura et al., 2006). TET entzimek prozesu honetan jokatzen duten
papera ere ezinbestekoa da; pluripotentzia mantentzeko, beharrezkoa da zenbait geneen
isilpena aktiboki babestea de novo metilazio prozesutik, horregatik DNAren demetilazio
aktiboa gakoa da, besteak beste Oct4 bezalako genearen adierazpena mantentzeko. Oct4
(ingelesezko octamer-binding transcription factor 4) genea, zelulen pluripotentziari
eusteko transkripzio faktore kritikoenetako bat da. ESC zelulek esaterako, aktiboki
babestua mantentzen dute metilaziotik eta diferentziatzen direnean, metilatua egotera
iragaten da. Zelulen egoera hipometilatu globala ere, egoera pluripotentearen
berreskurapenarekin erlazionatzen da, ugaztunon bizi zikloan zehar esaterako, metilazio
patroiaren bi ezabatze aldi orokor ematen dira eta honako gertaera hauek, informazio
epigenetikoaren galera eta ama zelulen izaera pluripotentearen berreskurapena ekartzen
dute. Prozesu honetan, TET entzimek burutzen duten demetilazio prozesu aktiboak
ezinbesteko papera jokatzen du (Leitch et al., 2013; Smith et al., 2012; lurlaro et al., 2017;
Hajkova et al., 2002; Feng et al., 2010a).
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Amaitzeko, DNAren metilazioak goixatasunen progresioarekin duen erlazioaz hitz egingo
dugu. DNAren metilazio patroi aberrante edo zentzugabea minbiziaren zigilu bereizgarria
da eta bi egoera hauen arteko erlazio hau, ikerketa mordoek baieztatu ahal izan dute.
Patroi zentzugabe edo aberrante honen eraketan TET entzimek zerikusi handia dute kasu
gehienetan; TET entzimen funtzionalitatea aldatzen dituzten faktoreek desorekak
eragiten dituzte DNAren metilazio patroian, kartzinogenesi prozesuak sortuz (Baylin &
Jones, 2011; Wu & Zhang, 2011a; Cimmino et al., 2011; Esteller, 2007). TET proteinek
minbizi prozesuetan betetzen duten paper garrantzitsua identifikatzen lehenengo kasua
AML (ingelesezko acute myeloid leukemia) pazienteetan izan zen (Tefferi et al., 2009).
Bertan ematen den translokazio prozesu batek Tetl genearen transkripzioa nabarmenki
handitzen du, genomako 5hmC mailak handituz eta gainera, bestelako geneen aktibazioen
bidez zelulen ugaltzea sustatzen da, leuzemia eraginez (Huang et al.,, 2013). Hortaz,
minbizi prozesu asko 5hmC mailetan desorekak eragiten dituzten arrazoi ezberdinengatik
ematen dira: Mutazioak TET geneen sekuentzian, TET geneen gune sustatzailearen
hipermetilazioa eta horrenbestez adierazpenaren etetea (Rawluszko-Wieczorek et al.,
2015; Chim et al., 2010; Kim et al., 2011; Musialik et al., 2014) edota TET proteinen
erregulazio post-transkripzionala; miRNA-en bidez bideratutako erregulazioa esaterako
(Cheng et al., 2013; Fu et al., 2013; Morita et al., 2013; Song et al., 2013b,c). Guzti honek,
zelulek identitate zelularra galtzea eta ondorioz, minbizi zelulen garapena bultzatzen du.
Hau guztia kontuan hartuta, hau da TET proteinek prozesu honetan duten garrantzia
ikusirik, azken urteetan interes berezia ipini da proteina hauetan, gene diana bihurtu

direlarik minbizi ezberdinen aurkako ikerketa lanetan.
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1.2. Memoria epigenetikoa

Denboran zehar epigenetikak araututako geneen adierazpena mantentzeko zelulek
oroimen bat bultzatzen dute mekanismo ezberdinen bidez, eta gertaera horien multzoak
memoria epigenetikoa eratzen dute. Hau da, memoria epigenetikoak zelula batek duen
patroi epigenetikoa bere horretan iragatea edo irautea ahalbidetzen du, zelulek dituzten
adierazpen transkripzional eta prozesu zelularrak berdinak izanik denbora iragan ahala.
Horretarako, ezinbestekoak dira gune horiek aktiboki babestuko dituzten makineria
proteikoak; zelulek marka epigenetikoak denboran zehar mantentzen dituzte nahiz eta
faktore eragileak edo kanpo faktoreak presente ez egon (Daxinger & Whitelaw, 2010;
Riggs, 1996).

Nagusiki bi memoria epigenetiko mota bereiz ditzakegu: alde batetik memoria
epigenetiko zelularra, eta bestetik, belaunaldiz belaunaldiko memoria. Memoria
epigenetiko zelularrean, marka epigenetikoak zelula ametatik alabetara pasatzen dira
mitosi prozesua gaindituz, eta bertan zatiketa zelularreko oroitzapena bermatzen da
(Chen & Dent, 2014; Becker & Weigel, 2012). Zelula batetik bestera patroi epigenetiko
berdina pasaraziz, zelulek euren identitatea mantentzen dute, eta, ondorioz, euren patua
jarraitu dezakete (Reik, 2007; Simon, 1995). Belaunaldiz belaunaldiko memoria
epigenetikoan, aldiz, informazio epigenetikoaren herentzia ondorengo belaunaldietara
ematen da, gurasoetatik seme-alabetara, eta horretarako beharrezkoa da marka
epigenetiko horiek meiosi prozesua gainditzea (Dean, Santos & Reik, 2003). Bi prozesu
ezberdin horietan material genetikoa nola banatzen den asko ikertu bada ere, marka
epigenetikoekin zer gertatzen den ez dago batere garbi. Edozein kasutan, prozesu erabat
ezberdinak dira, eta, ondorioz, bakoitzean ematen diren gertaerak eta parte-hartzaileak

guztiz ezberdinak dira.

1.2.1. MEMORIA EPIGENETIKO ZELULARRA

Memoria epigenetiko zelularra, zelulen arteko ohiko zatiketa miotikoa ematen denean
bermatzen den marka epigenetikoen herentzia da. Organismo bereko zelulak pixkanaka-
pixkanaka zatituz eta ezberdinduz joaten dira, eta zelula multzo bakoitzak euren
bereizgarriak diren marka epigenetikoak eskuratzen dituzte, zelula diferentziatuen patroi

epigenetikoa definituz (Ng & Gurdon, 2008). Hala ere, horretarako beharrezkoa da
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jarraipen bat egotea, eta jarraipen hori ziurtatzen duen mekanismo epigenetiko nagusia
memoria epigenetiko zelularra da, horrek baimenduko du patroi horren herentzia egokia
(Alberts et al., 2003).

1.2.1.1. DNAren metilazioak eragindako memoria

epigenetiko zelularra

DNAren metilazioa marka epigenetiko egonkorra da eta zehaztasun handiarekin heredatu
daiteke, eta horrek memoria epigenetiko zelularrean parte hartzen duen marka
epigenetiko nagusienetariko bat izatea eragiten du. Hala ere, sortuko diren bi zelula
alabetara iragateko ezinbestekoa da erreplikazio prozesua gainditzea. Prozesu hori
bermatzen duena, hein handi batean, erreplikazio prozesuan harizpi hemimetilatua
metilatzeaz arduratzen den DNMT1 entzimaren da, haren entzima laguntzaileek ematen
dioten efizientzia oso altua da eta (Probst et al., 2009). Edonola ere, DNAren eta metilo

taldeen arteko lotura kobalenteak ere zerikusi handia du (Dolinoy et al., 2006).

Erreplikazioan jatorrizko DNA katea osatzen dituzten harizpiak banandu egiten dira, eta
harizpi bakoitza molde moduan erabiliz bi DNA kate eratzen dira, eta horrek informazio
genetikoa bikoiztea eragiten du. Jatorrizko harizpietan metila hondarrak mantentzen
badira ere, harizpi berriak biluzik aurkitzen dira metilo taldeei dagokionez, eta horiei DNA
kate hemimetilatuak deritzogu. DNAren metilazio patroia mantentzeaz arduratzen den
DNMT1 entzimak erreplikazio urkilan gauzatzen ditu metilazioak, DNA kate berriak
sortzen doazen heinean. Prozesu hori, kate hemimetilatuetara lotzeko duen afinitateak
(Bestor & Ingram, 1983; Hermann, Goyal & Jeltsch, 2004) eta PCNAarekin (ingelesezko
Proliferating cell nuclear antigen) burutzen dituen interakzioek (Chuang et al., 1997)
bultzatzen dute (1.10. Irudia). DNMT1 entzimari efizientzia handiagoa ematen dion
proteina, aurretik jada aipatu dugun moduan, ezinbesteko papera jokatzen duen UHRF1
proteina da. PCNA proteina, berriz, DNAren erreplikazio prozesua bultzatzen duen

kofaktore garrantzitsua da ere (Kelman, 1997).

Beraz, erreplikazio prozesua eta harizpien metilazioa aldi berean ematen dira, bata
bestearen atzetik (Leonhardt et al., 1992; Liu et al., 1998; Chuanet al., 1997; Vertino et al.,
2002; Ottiger & Hubscher, 1984; Araujo et al., 1998), eta DNMT1 entzimak duen
funtzionamendua azkarra eta eraginkorra izaten da. Metilazio prozesua modu jarraian
burutzen da, eta harizpi metilatu gabeetara mugatzen da esklusiboki (Bestor & Ingram,
1983; Hermann, Goyal & Jeltsch, 2004). Horrenbestez, DNMT1 da CpG eremuak

metilatuak mantentzeaz arduratzen den proteina, eta horren bidez informazio
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epigenetikoaren transferentzia bermatuta geratzen da mitosiaren ondoren (Jeltsch &
Jurkowska 2014; Hermann, Goyal & Jeltsch, 2004).

@ DNA methylation

\@\ Parental nucleosomes
\@\ New nucleosomes

1.10. irudia. DNMT1 entzimaren mantentze lanak erreplikazio urkilean. PCNA homotrimerikoak faktore
orokorrak biltzen ditu erreplikazio urkilan. DNA kate hemimetilatuetan, PCNA eta UHRF1 (NP95 moduan ere
ezaguna) proteinek DNA metiltransferasa 1 (DNMT1) erakartzen dute, sortuko diren bi kate alabetan CpG
dinukleotidoak metilatuz (Irudi moldatua; Probst et al.,2009).

1.2.1.2. Histonen eraldaketek eragindako memoria

epigenetiko zelularra

Histonek ere informazio epigenetikoa transmititzeko gaitasuna dute zatiketa zelularrean
zehar (Campos, Stafford & Reinberg, 2014; Rivera et al., 2014). Jasaten dituzten aldaketa
mota ezberdinen artean (ingelesezko Post-Translational Modifications; PTM), metilazioak
eta azetilazioak daude, besteak beste, eta horiek zatiketa zelularraren ondoren zelula
alabetara iragateko gaitasuna dutela behatu da. Heredatzeko gaitasun hori, eraldaketa
kimiko horiek duten egonkortasunak ahalbidetzen du (Alabert et al., 2015; Scharf et al.,
2009; Burgess & Zhang, 2013). Histonetako azetilazioen batez besteko biziraupena
minutuetakoa den bitartean (Chestier & Yaniv, 1979; Jackson et al., 1975), metilazioen
bataz besteko biziraupena orduetatik egunetara luzatzen da (Zee et al., 2010). Beraz,
ezaugarri karakteristiko horrek memoria epigenetiko zelularrean parte hartzeko hautagai
garrantzitsuak bihurtzen ditu. Hala ere, banaketa hori nola ematen den erabat ezezaguna

dugu.
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Erreplikazio prozesuan, DNA katea nukleosometatik banantzen da (MacAlpine &
Almouzni, 2013), eta horrek jada eraldatuak dauden histona zaharren aldi baterako galera
ekartzen du inplizituki. Jatorrizko PTMak nola berrezartzen diren, berriz, ez dago batere
garbi. Horren inguruan ikerketa ezberdinak burutu dira, eta, ondorioz, 3 hipotesi
proposatu izan dira 1.11. irudian beha dezakegun moduan (Annunziato, 2013;
Annunziato, 2005; Probst et al., 2009): 1) Ausaz, histona zaharrak bi DNA kateetan zoriz
banatzen dira; 2) Semi kontserbatiboa, histona zaharren erdia kate batera bidaltzen dira,
eta beste erdia, bestera; eta 3) Asimetrikoa, H3-H4 tetramero guztiak kate batera edo
bestera bidaltzen dira. Nolanahi ere, kasu guztietan histonen hutsuneak geratzen dira, eta
gune horiek betetzeko histona berriak gehitu behar dira, histona berri eta PTMdun
histona zaharren mosaiko heterogeneo bat osatuz (De Koning et al.,2007). Gaiaren
inguruan burutu diren ikerketa batzuek frogatu dutenez, nukleosomako histonak H3-H4
tetrameroetan eta H2A-H2B dimerotan banantzen dira, modu horretan birziklatzen
direlarik bi DNA kateetan (Saredi et al., 2016; Nakamura et al., 2019; Pellegrino et al.,
2017).

a Zorizkoa é b Semi-kontserbatiboa ¢ Asimetrikoa

? marka parentalak ,j] H3-H4 diemero zaharrak
@ marka berriak d H3-H4 dimero berriak

HISTONEN BANAKETA

1.11. irudia. H3-H4 dimero zahar eta berrien banaketa erreplikazio urkilean, haien marka epigenetikoekin.
Histonen banaketa azaltzen dituzten teorien irudikapena: (a) Zorizko banaketa; (b) Banaketa semi-
kontserbatua; (b) Banaketa asimetrikoa. Kasu guztietan, reader moduan jokatzen duten proteinak marka
epigenetikoak mantentzen dituzten histona zaharretara elkartzen dira, eta elkarrekintza horrek writer bat

erakartzen du, albotako histona eraldatu-gabea modifikatuz (Irudi moldatua; Probst et al., 2009).

Erreplikazio prozesuaren ostean PTMen ezarpena ez da berehala ematen, eta eraldaketa
motaren arabera berrezartze abiadura hori ezberdina izan ohi da (Alabert et al., 2015;
Scharf et al., 2009; Xu et al., 2011; Pesavento et al., 2008; Zee et al., 2010; Sweet et al.,
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2010). Transkripzionalki gune aktiboen bereizgarria den H3K4me3 marka, esaterako,
PTMen artean azkarren berrezartzen den eraldaketetariko bat da; zelulen banaketa
mitotikoa bukatu orduko bere jatorrizko mailetan aurkitzen da (Reveron-Gémez et al.,
2018). Gune isilduen bereizgarria den H3K27me3 markaren berreskurapena, berriz,
harrigarriki geldoa da, eta, oro har, hasierako mailak ez dira guztiz berreskuratzen
zelularen zikloa guztiz amaitu arte (Alabert et al., 2020). Hala ere, berreskurapen horren
iraupena zelula motaren araberakoa da (Bonnet et al., 2019). Kuriosoki, histonetan
eraldaketak burutzen dituzten entzimek eurek sortutako produktuekin elkartzeko
gaitasuna dutela behatu da. H3K9 hondarren metiltransferasak, esaterako, aktibatuak
izaten dira H3K9 hondarra metilatua aurkezten duten nukleosomen bidez. Hala ere,
atzera-elikadura (ingelesezko feedback) positibo hori ez da nahikoa marka horien
herentzia epigenetiko zelularra ziurtatzeko; histonetako eraldaketa gehienak azkar
ezabatzen dira arrazoi ezberdinak medio (Coleman & Struhl, 2017; Wang & Moazed,
2017). Horrenbestez, histonetako eraldaketen herentzia zelular bat ziurtatzeko, atzera-
alikadura prozesu positibo hori ez da nahikoa, memoria hori bultzatuko edo mantenduko
duen faktore edo eragile gehigarri bat beharrezkoa delarik, elementu isiltzaile (Wang &
Moazed, 2017) edota kromatinaren arautzaileak biltzen edo aktibatzen dituzten RNA

lokalen produkzio bat (Huang et al., 2017), esaterako.

1.2.1.3. RNA ez-kodetzaileek eragindako memoria

epigenetiko zelularra

Zatiketa mitotikoetan zehar ondorengo zeluletara heredatzen diren, eta epigenetikan
eragina duten molekulen artean, RNA ez-kodetzaileak ere topatzen dira. Hala ere,
ikerketa eremu hori erlatiboki berria da, eta oraindik asko dago horren inguruan ikertzeko.
RNA ez-kodetzaile horien artean, molekula luzeak (IncRNA) eta molekula motzak (sncRNA)
daude (Zamore & Haley, 2005), eta memoria epigenetiko zelularra gauzatzen duten
IncRNAen artean, bi kasu espezifiko nabarmendu ditzakegu (Mercer, Dinger & Mattick,
2009): X kromosomaren inaktibazioa (ingelesezko X chromosome inactibation; XCl) eta

inpronta genomikoa (ingelesezko genomic imprinting).

X kromosomaren inaktibazio prozesua gauzatzen duen LncRNA espezifikoa Xist bezala
ezagutzen da, eta zelula batetik bestera heredatzen den RNA molekula
adierazgarrienetariko bat da (McCarrey & Dilworth, 1992). Xist-ek funtzio gakoa betetzen
du ugaztunetako indibiduo emeetan; garapen enbrionarioan zelula eme guztietan

topatzen den X kromosomaren dosi bikoitza saihesteko X kromosometako bat isilarazten
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du, histonetako errepresio markak finkatuz eta DNAren metilazioa bultzatuz, besteak
beste (Thorvaldsen et al., 2006). Dena den, prozesu hori erregulatu izateko Xist molekulak
bere aktibitatea kontrolatuko duen beste IncRNA osagarri baten laguntza izaten du, Tsix
molekula (Lee et al., 1999). Isildutako X kromosoman Xist aktibo, eta kromosoma aktiboan
Tsix aktibo mantentzeaz arduratzen diren mekanismoak ez dira guztiz ezagutzen. Hala ere,
Tsix-ek Xist genearen gune sustatzailean heterokromatinaren sorrera bultzatzen dituzten
zenbait entzima biltzen dituela uste da, bere adierazpena ekidinez (Froberg et al., 2013;
Lee, 2012). Garapen prozesuaren hasiera ematen den XCl prozesuan, X kromosoma zein
isilduko den erabakia zoriz ematen da, eta ondoren, isildutako kromosoma bera izango da
beti aurrerantzean (Jonkers et al., 2008). Bada, XClaren mantenua zelulatik zelulara
iragaten den informazio epigenetikoaren adibide garrantzitsuenetariko bat da. Prozesu
hori, RNA ez-kodetzailea den Xist genearen adierazpenarekin, eta Polycomb taldeko
proteinen jarduketarekin hasten bada ere, DNMT1aren presentzia nahitaezkoa izaten da
metilazio patroiaren mantentze lanetarako, eta haren herentzia epienetiko zelularrerako
(Beard et al., 1995; Panning and Jaenisch, 1996).

Inpronta genomikoa ere, herentzia epigenetiko zelularra erakusten duten IncRNA
ezberdinen bidez gauzatzen da. Prozesu horren bidez, geneen kluster edo multzo jakin
batzuen erregulazioa burutzen da RNA molekula horiek sortzen dituzten interferentzien
bidez (Tremblay, Duran & Bartolomei, 1997; Adelsteinsson & Ferguson-Smith, 2014;
Barlow & Bartolomei, 2014). Inpronta genomikoaren helburu nagusia, gene multza jakin
bat jatorri parentalarekiko modu espezifikoan adieraztea da; gene batzuk, jatorri
aitatiarra duten aleloetatik adierazten dira, eta beste batzuk, berriz, jatorri amatiarra
duten aleloetatik. Alelo kopia bakarraren adierazpena, jatorri parental espezifikoa duena,
ezinbestekoa da indibiduoen garapen egoki bat emateko (McGrath & Solter, 1984; Surani
et al., 1984; Barton et al., 1984). Inprontadun geneak ez dira aleatorioki topatzen
genoman zehar, horren ordez zenbait kluster ezberdinetan multzokaturik aurkitzen dira,
eta horiek imprinting control region (ICR) izeneko erregulazio-guneen bidez kontrolaturik
egoten dira. Kontrol gune horiek diferentzialki metilatuta topatzen dira (ingelesezko
diferentially methylated regions; DMR), eta horiek bideratzen dute aleloen adierazpen
diferentzial hori. Erregulazio-eremu horiek cis moduan kontrolaturiko adierazpen
parental espezifikoa bideratzen dute, zenbait proteinen eta RNA ez-kodifikatzaile luzeen

adierazpena gauzatuz (Ideraabdullah, Vigneau & Bartolomei, 2008; Delaval & Feil, 2004).

Aipatu berri ditugun bi kasu horiez gain, RNA ez-kodetzaile motzek ere garrantzi handia
dutela behatu da, funtzio garrantzitsuak betez memoria epigenetiko zelularrean,
heterokromatinaren mantenuan, eta zenbait gene espezifikoen isiltzean edo errepresioan

(Mirouze, 2012; Siomi et al., 2011). Molekula horien artean, miRNA molekulak izan dira
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gehien aztertuak, eta funtzioa garrantzitsuak betetzen dituzte diferentziazio prozesuan
zenbait gene espezifikoen adierazpena kontrolatuz. Zelulek diferentziazio prozesuan
euren nortasun bereizgarria eskuratzen dute, eta nortasun hori zelulatik zelulara iragaten
da memoria zelularraren bidez (Stuwe, Toth & Aravin, 2014). Herentzia epigenetikoa, hein
handi batean, molekulek duten egonkortasunaren bidez bermatzen da, eta, ondorioz,
zelula alabek antzeko patroi epigenetikoa garatzen dute (Gapp et al., 2014); miRNAk zelula
alabetan proportzio berdinetan banatuz, zelula alabetan patroi beretsua mantentzen
dute (Ptashne, 2013). ncRNAen beste talde adierazgarri bat, siRNA molekulek osatzen
dute, eta horiek transkripzio prozesua inhibitzen dute miRNAen antzera inaktibazio
mekanismoen bidez (Tomari & Zamore, 2005; Watanabe et al.,, 2006). Bestelako
funtzioekin erlazionatu badira ere (Wilkins et al., 2005), zenbait organismoen memoria
zelularrean betetzen duten funtzioa garrantzitsua da; legamian, esaterako, siRNA
molekulak eta H3K9 metilatuak elkarlanean ibiltzen dira azken horren ezabaketa inhibituz
eta patroi epigenetikoa babestuz. Horrenbestez, siRNA molekula horiek memoria
epigenetiko zelular horretan parte hartu dezaketela esan daiteke (Yu et al., 2018), nahiz

eta saguan frogatua ez izan.

1.2.2. MEMORIA EPIGENETIKO
TRANSGENERAZIONALA

Zatiketa zelular mitotikoan eman daitekeen memoria epigenetikoaz gain, belaunaldi
batetik bestera marka epigenetikoen herentzia bermatzen duen beste memoria mota bat
ere existitzen da, marka epigenetiko horiek hurrengo belaunaldietara iraganez.
Informazio epigenetikoaren transmisio mekanismo hori, belaunaldiz belaunaldiko
herentzia epigenetiko edo herentzia epigenetiko transgenerazional moduan ezagutzen
da. Herentzia mota horretan jokoan sartzen diren prozesuak erabat ezberdinak izaten
dira, eta horren inguruan lortu diren ebidentziak oso gutxi dira oraindik (Gapp et al., 2014;
Ambeskovic, Roseboom & Metz, 2017; Babenko, Kovalchuk & Metz, 2012; Bohacek &
Mansuy, 2015; Pang et al., 2017; Skinner, 2014; Szyf, 2015; van Otterdijk & Michels, 2016;
Yeshurun & Hannan, 2019). Hala eta guztiz ere, herentzia transgenerazionala gauzatzeko
heredatuak izan daitezkeen marka epigenetikoek bi birprogramazio epigenetiko eta
meiosi prozesu bat gainditu behar izaten dituzte. Hortaz, oztopo horik gainditzen dituzten

marka epigenetikoek hurrengo belaunaldietan eragiteko gaitasuna dute.
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Ugaztunon bizi zikloan informazio epigenetikoaren bi ezabatze aldi nagusi ematen dira,
eta ondoren, patroi epigenetiko erabat berria ezartzen da. Prozesu horri, birprogramazio
epigenetikoa (ingelesezko epigenetic reprogramming) deritzogu, eta ezinbesteko pausua
da ugaztunotan garapen egoki bat bermatzeko (Feng, Jacobsen & Reik, 2010). Informazio
epigenetikoaren ezabaketak kromatinaren aldaketa konformazionala ekartzen du, eta
horrekin batera transkripzioaren aldaketa ere ematen da. Hortaz, aldez aurretik ezarrita
zeuden marka epigenetikoen ezabatze globala ematen da, eta ondoren, eraldaketa
epigenetiko berriak berrezartzen dira. Aipatu dugun moduan, prozesu hori bi aldizematen
da garapen prozesuan zehar, eta, ondorioz, tenporalki eta espazialki kontrolatua dagoen
prozesua da. Lehenengoa, zigotoaren ernalketa ondorengo faseetan ematen da,
enbrioiaren aurre-ezarpen aldian, zehazki, eta post-fertilization reprogramming moduan
ezagutzen da. Bigarrengoa, berriz, migrazio prozesuan dauden PGC zelulen gain ematen
da, eta germline reprogramming moduan ezagutzen da (Campos, Stafford & Reinberg,
2014; Papp & Plath, 2013; Gaspar-maia et al., 2011). 1.12. irudian birprogramazio
epigenetikoak non, noiz eta nola ematen diren aztertu dezakegu, bertan ematen diren
marka epigenetikoen aldaketa nagusiekin batera; DNAren metilazio mailak eta histonen

modifikazioak nola aldatzen diren aztertu ditzakegu, besteak beste.
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1.12. irudia. Birprogramazio epigenetikoaren kokapen espaziala eta tenporala. Post-fertilization eta
Germline birprogramazioek enbrioiaren garapenean zehar duten kokapena eta denboralizazioa. Bi gertaera
horietan ematen diren aldaketa nagusiak DNAren metilazioari eta histonen eraldaketei dagokienez (Irudi
moldatua; Heard & Martienssen, 2014).

1.2.2.1. DNAren metilazioak eragindako memoria

epigenetiko transgenerazionala

Ugaztunok pairatzen ditugun bi birprogramazio epigenetikoetan DNAren metilazio maila
globalek jasaten dituzten aldaketak izugarri handiak dira (12. Irudia); genoma ia guztiz
demetilatzen da bi kasuetan, eta demetilazio aktiboak hartzen duen papera oso
garrantzitsua izaten da, eta, ondorioz, hidroximetilazioen mailak abiada batean igotzen
dira (Heard & Martienssen, 2014). Nolanahi ere, birprogramazio prozesu bakoitzak dituen
inplikazio biologikoak erabat ezberdinak dira, eta bi prozesuen artean ezberdintasun
nabariak daude.
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Lehenengo birprogramazio aldian, hau da, zigotoaren ernalketa ondorengo
birprogramazioan, jatorrizko gametoek zituzten metilazio patroiak ia erabat ezabatzen
dira genoma osoaren demetilazio-bolada edo olatu baten bidez, eta borratze hori
sahiesten dituzten eremu bakarrak, inpronta genomikodun geneen klusterrak izaten dira.
Ezabatze prozesua sinkronizazio ezberdinarekin ematen da pronukleo emea edo arra
denaren arabera, eta horren helburu nagusia blastozistoaren barruko zelula-masa osatzen
duten zelulek naive zelulen egoera pluripotentea berreskuratzea da (Leitch et al., 2013;
Smith et al., 2012). Genoma maskulinoaren kasuan, DNAren demetilazioa aktiboa eta
pasiboa izaten da, eta metilazio maila globalen jaitsiera une batetik bestera ematen da
abiada handian. Demetilazio aktiboak garrantzi handia duenez, zitosina metilatu gehienak
zitosina hidroximetilatuengatik (5hmC) ordezkatzen dira. Genoma femeninoaren kasuan,
aldiz, demetilazio pasiboa ematen da esklusiboki, eta, ondorioz, metilo taldeen
desagerpena pixkanaka ematen da. Genomako metilazio patroiaren berrezarpena
enbrioiaren inplantazio prozesua eta gero ematen da, eta hortaz arduratzen diren
entzimak de novo DNA metiltransferasak dira nagusiki (Borgel et al., 2010; Auclair et al.,
2014).

Bigarren birprogramazio aldia, berriz, hozi zeluletan ematen den birprogramazioa da.
Demetilazio prozesu horren bidez jatorri parentaleko informazio guztia ezabatzen da,
aktiboki eta pasiboki. Horregatik, metilazioen maila globalak hidroximetilazioenengatik
ordezkatuak izaten dira. Demetilazio prozesu hori jasaten duten sekuentzien artean
honako hauek ere aurkitzen dira: funtzio erregulatzaileak dituzten eta CpG
dinukleotidotan aberatsak diren sekuentziak, diferentzialki metilatutako inprontadun
eskualdeak (DMR), eta X kromosoma inaktiboko edo hozi zelulen garapenarekin
erlazionatutako geneen inguruko CpG uharteak. Sekuentzia horiek guztiak demetilatu
egiten dira PGCen garapeneko azken etapetan (Seisenberger et al., 2012). Prozesu honen
bereizgarria den beste pausu bat, aurrerago ematen den eta sexuarekiko espezifikoa den
metilazio-patroiaren ezarpena da; oozitoek eta espermatozoideek metilazio-patroi
desberdinak ezartzen dituzte (Messerschmidt et al.,, 2014). Horrek, azken finean,
sexuarekiko espezifikoa den inpronta genomikoa baimentzen du (Bourc'his et al., 2001;
Hata et al., 2002; Kaneda et al., 2004; Kato et al., 2007).

Ezarri aurreko enbrioiean eta hozi zeluletan ematen diren birprogramazio epigenetikoek
metilazio-patroia berrezartzen dute, aurreko informazio epigenetikoa ezabatuz (Hackett
et al., 2013), eta hori da, zehazki, metilazioan oinarritutako belaunaldien arteko
herentziak duen oztoporik handiena. Hala ere, Loci edo genomako gune jakinen multzo
txiki batek (CpG uharteetatik kanpo topatzen diren zenbait sekuentzia, oro har) germline

reprogramming birprogramazio epigenetikoko ezabatze prozesutik ihes egitea lortzen

42



SARRERA 11

dute, ondorengoetara iraganez (12. irudia). Sekuentzia horien artean hauxek daude:
errepikakorrak ez diren CpG uharte gutxi batzuk, eta erretrotransposoi-familia bat (A
partikula intrazisternalak; IAP) (Guibert et al., 2012; Seisenberger et al., 2012). Gizakietan
esaterako, eboluzio aldetik gazteak eta transkripzionalki aktiboak diren beste transposoi
batzuek ere, hipometilazio global horri aurre egiteko gaitasuna dutela ikusi da: L1PA-k eta
SINE-VNTR-Alu-ak (SVA) (Tang et al., 2015). Hori dela eta, sekuentzia horiek belaunaldi
batetik bestera pasatzeko gaitasuna dute, eta, ondorioz, herentzia transgenerazionalean

parte hartu dezaketen hautagai interesgarritzat jotzen dira.

1.2.2.2. Histonen eraldaketek eragindako memoria

epigenetiko transgenerazionala

Histonetako eraldaketak belaunaldiz belaunaldi transmititu daitezkeen marka
epigenetikoen artean daude (Campos, Stafford & Reinberg, 2014; Rivera et al., 2014), eta
horiek ere, informazio epigenetikoaren oroitzapena dute helburua. Herentzia epigenetiko
transgenerazional hori behin baino gehiagotan egiaztatu da C. elegans zizareetan. lzaki
bizidun horrek bizi ziklo oso laburra dauka, eta gainera, bere genoma oso ondo ezagutzen
da eta portaera hermafrodita aurkezten du. Ezaugarri horiek oso erraza egiten dute
epigenetikaren ikerkuntza (Atakan et al.,, 2019). Zenbait ikerketek erakutsi dutenez,
H3K9me3 eta H3K4me3 bezalako eraldaketek belaunaldiz belaunaldiko herentzia dute,
eta horrek zenbait ezaugarri fenotipokoen adierazpena heredatzea eragiten du; bi
eraldaketen arteko orekak zizareen ugalkortasuna erregulatu dezakete, eta frogatu
denez, ondorio fenotipoko horiek 3-4 belaunalditan mantendu daitezke (Greer et al.,
2014).

Ugaztunotan, berriz, belaunaldiz belaunaldiko memoria epigenetikoa baimentzen duten
mekanismoen inguruan gutxi ezagutzen da. Marka epigenetiko horiek, dagoeneko aipatu
dugun moduan, bi birprogramazio epigenetiko gainditu behar dituzte ondorengo
belaunaldietara iragateko, eta bi prozesu horien artean, belaunaldi berrien eraketa
ahalbidetzen dituzten gametogenesi eta ernalketa prozesuak ematen dira. Horretarako,
ezinbestekoa da genomaren osaera guztiz aldatzea, eta pairatzen dituzten aldaketen
artean DNA antolatzeaz arduratzen diren histonetan ematen diren eraldaketen aldaketak
daude. Genomaren antolaketa-aldaketa ezberdina da indibiduoaren sexuaren arabera
(12. Irudia). Genomaren osaera bideratzen duten histonen presentzia, esaterako, erabat
ezberdina da zelula somatikoen eta hozi zelulen artean, bereziki espermatozoideen

kasuan, bai konformazioari eta bai osaerari dagokionez.
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Espermatozoideetako  histona  gehienak, protaminengatik ordezkatzen dira
gametogenesian zehar, eta hori germline reprogramming prozesuarekin batera ematen
da. Ondorioz, DNAren %10-15 soilik geratzen da histonetara lotuta gizakiotan, eta
saguetan, ostera, %1lera jaisten da (Rathke et al., 2014). Proteina horiek oso izaera basikoa
dute, eta horrek material genetikoaren super trinkotzea ahalbidetzen du
espermatozoidearen buruan. Hortaz, espermatozoideen bidez heredatu daitezkeen
histonen kopurua oso baxua da, eta bertan mantentzen diren histonak, eta, ondorioz,
hurrengo belaunaldietara heredatuak izaten direnak, garapenen prozesuan garrantzi
handia duten loci jakinetan kontzentraturik aurkitzen dira, hala nola: inprontadun geneen
klusterretan, miRNA klusterretan eta HOX geneen klusterretan (Hammoud et al., 2009).
Espermatozoideen gune zentromerikoetan topatzen diren CenH3-dun nukleosomak ere,
bere horretan mantentzen dira (Ingouff et al.,, 2007; Raychaudhuri et al., 2012). Aldiz,
oozitoek izaten duten kromatinaren egiturak zelula somatikoekin antzekotasun gehiago
badituzte ere, oso ezberdinak izaten jarraitzen dute; oogenesia eman baino lehen
histonen ordezkapen bat ematen da, baina kasu horretan hozi lerroen bereizgarriak diren
bestelako histonengatik ordezkatzen dira (Ooi & Henikoff; 2007), eta, ondoriz, gune
hartako eraldaketa gehienak ezberdinak izan ohi dira (Hanna et al., 2018). Sexuaren
arabera hozi zelula horiek hartuko duten bidea ezberdina bada ere, jasaten duten
germline reprogramming prozesuan histonetako eraldaketen borratzea DNAren
demetilazio prozesu aktiboarekin batera ematen da (12. lIrudia). Ezabatzen diren
eraldaketen artean metilazioak (H3K9me2, H3K27me3, H3K9me3 eta H2A/H4 R3me2s)
eta azetilazioak (H3K9ac) daude. Horrez gain, nukleosomaren egonkortasuna
mantentzeaz arduratzen den H1 histonaren galera bat ere ematen da. Demetilazio
prozesua amaitzen denerako, ordea, H3K9me3 eta H3K27me3 eraldeketen, eta H1

histonen presentziak berriro berreskuratzen dira hozi zeluletan.

Ernalketa ondoren jatorri ezberdineko material genetikoak duen antolaketa eta osaera
erabat ezberdina izaten jarraitzen du, eta hori ez da berrantolatzen post-fertilization
reprogramming prozesua eman arte. Hala ere, lehenago zenbait zatiketa zelular ematen
dira (Arney et al., 2002). Espermatozoidetako protaminen ordezkapena prozesua azkarra
izaten da, eta protaminak H3 histonaren H3.3 aldaerarengatik ordezkatuak izaten dira,
besteak beste. Prozesu hori beharrezkoa da, eta organismoaren arabera funtzio ezberdina
du. Ugaztunon kasuan, horrek pronukleo aitatiarreko heterokromatina perizentrikoaren
eraketa (Santenard et al., 2010) eta poro nuklearraren eraketa (Inoue & Zhang, 2014;
Zierhut et al., 2014) ahalbidetzen du. 12. irudian beha dezakegunez, genoma aitatiarra
bat-batean aldatzen da, eta eraldaketen berreskuratzea pixkanaka ematen da, eta

motaren arabera abiadura ezberdina da. Lehenak, H3 eta H4 histonetako azetilazioak dira,
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eta horiek histonak agertu bezain laister katalizatzen dira. Ondoren, berriz, H3K9me2 eta
H3K27me3 eraldaketak katalizatzen dira. Genoma amatiarraren kasuan, aldiz, ematen
diren aldaketak gutxiago dira, eta hein handi batean, H3K9me3 eta H3K27me3 bezalako

eraldaketak bere horretan mantentzen direlako prozesu guztian zehar.

Histonetako eraldaketek memoria epigenetiko transgenerazionalean eduki dezaketen
garrantzia handia dela uste da (Castel & Martienssen, 2013). Esaterako, ugaztunetan
oraindik frogatua ez bada izan ere, H3K9ren metilazioa belaunaldietan mantendu daiteke
zizareetan. H3K9 hondarraren metilazioen inguruan ugaztunetan burututako azterketek
frogatu dutenez, crosstalk prozesuaren adibide garbi bat da; H3K9-metilatuaren bidez Tet
genearen inhibitzailea den Stella-ren errekrutazioa ematen da, eta horrek TET bidezko
zitosina metilatuaren ezabaketa oztopatzen du (Nakamura et al.,, 2012). Horrez gain,
enbrioiko geneen kontrola hozi lerroko informazio epigenetikoaren bidez arautzen dela
frogatu da; oozitoetako genoman topatzen diren H3K27 hondarraren metilazioek, enbrioi
goiztiarreko adierazpena isilarazten dute (Inoue et al.,, 2017). Hori dela eta, oozitoetan
H3K27me3 eraldaketaren presentzia eraldatua egonez gero, hurrengo belaunaldiaren

adierazpena asaldatua egotea ekarriko luke.

Horrenbestez, histonetako eraldaketak gametoen bidez ondorengoetara heredatuak
izateko birprogramazio epigenetikoan ezabatze-prozesutik ihes egin behar dute. Hala ere,
ikerketa arlo honen inguruan asko dago oraindik ikertzeko; histonen modifikazio
kobalenteen eta histonen isoformen gama zabalak, eta zelula kopuru baxuekin buruturiko
kromatinaren mapatzeek izaten edo ekartzen dituzten arazoek edo zailtasunek, ikertzeko

oso arlo zaila bilakatzen dute.

1.2.2.3. RNA ez-kodetzaileek eragindako memoria

epigenetiko transgenerazionala

Orai arte, DNAren metilazioa eta histonetako eraldaketak aztertu ditugu, baina bi
eraldaketa horiez gain, RNA ez-kodetzaileek ere herentzia epigenetiko transgenerazinal
hori bultzatu dezakete. Molekula horien artean, herentzia epigenetiko zelularrean bezala,
RNA ez-kodetatzaile luzeak (IncRNA) eta laburrak (sncRNA) daude. Hala ere, bertan parte
hartzen duten molekulak eta mekanismoak erabat ezberdinak dira. Animalia eredu
ezberdinetan ebidentzia ugari topatu badira ere, ugaztunetan izan dezaketen

garrantziaren zenbatekoa ezaguna dugu oraindik.
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LncRNA molekulek, esaterako, garrantzi handia dute inpronta genomikoan. Jada aipatu
dugun moduan, inpronta genomikoak zenbait geneen adierazpen monoalelikoa eta jatorri
parental jakinekoa ziurtatzen du, eta garrantzitsua izaten da garapen prozesuan bereziki.
LncRNAek inprontadun geneen adierazpena kontrolatzen dute. 12. irudian beha
dezakegunez, inpronta genomikoa enbrioiaren garapenean zehar finkatzen da germline
reprograming prozesuan. Hortaz, amaren eta aitaren bidez eskuratzen diren kromosoma
sortak funtzionalki ez baliokideak izaten dira inprontadun geneei dagokionez, eta
gametoen bidez iragaten dira hurrengo belaunaldietara. Inprontadun geneak bere
horretan mantentzen dira indibiduoaren garapen prozesu osoan zehar; izan ere, post-
fertilization reprogramming prozesuan bere horretan mantentzen dira, eta horrek
geneen adierazpen monoalelikoa ziurtatzen du gerora (lderaabdullah, Vigneau &
Bartolomei, 2008; Latham, 1995). Prozesu horretatik ihes egiteko inprontadun geneen
adierazpena kontrolatzen duten ICR eremuen babes aktibo bat gauzatzen da, eta hori
bertan topatzen diren TGCCGC sekuentziei esker ematen dela uste da. Sekuentzia hori
metilatuta agertzen denean ZFP57 proteinaren (ingelesezko zinc finger protein: ZFP) bidez
identifikatua izaten da, eta horrek TRIM28 (ingelesezko Tripartite Motif Containing 28)
(KAP1 moduan ere ezaguna) bezalako proteinak biltzen ditu. Guzti horrek, DNA
metiltransferasen kontzentrazio handiago bat bultzatzen du sekuentzia horren inguruan,
eta, ondorioz, demetilazio prozesutik aktiboki babestuak izaten dira. Beraz, Germline
reprogramming prozesuan ematen den inprontedun geneen berrezartze prozesua
saihestu eta bere horretan mantentzea lortzen duten marka epigenetikoek belaunaldiz
belaunaldi heredatuak izateko aukera izango Ilukete, memoria epigenetiko
transgenerazionala gauzatzeko hautagaia nagusiak direlarik egun (van Otterdjik &
Michaels, 2016). Gizakiotan, adibidez, Prader-Willi sindromean ematen diren inpronta-
akatsak metilazio-arrasto baten herentziari zor zaizkiola uste da, gizonezkoen lerro

germinalaren bidez heredatzen dena (Buiting et al., 2003).

RNA ez-kodetzaile laburrak, halaber, belaunaldiz belaunaldiko herentzian garrantzi handia
duten molekulak dira. Duela gutxi arte, ez zegoen ezagutza handirik arlo horren inguruan,
baina hori erabat aldatu da; zizareen, eulien eta saguen herentzia epigenetiko
transgenerazionalean nahasiak dauden RNA ez-kodetzaile labur (sncRNA) ugari
identifikatu dira, eta horien inguruan dauden ebidentziak geroz eta handiagoak dira.
Identifikatu diren RNA molekulen artean siRNA-k, piRNA-k eta miRNA-k daude, besteak
beste (Rassoulzadegan et al., 2006; Wagner et al., 2008; Grandjean et al., 2009; Rechavi
et al., 2011; Bagijn et al., 2012; Lee et al., 2012; Ashe et al, 2012; Shirayama et al., 2012).
sncRNA molekulek marka epigenetikoetan, eta kromatinaren egoeran edo konformazioan

eragin dezakete.
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Kromatinaren konformazio-egoera mantentzeko eta ncRNA laburren herentzia
transgenerazionala gauzatzeko interferentziazko RNAen (ingelesezko interfering RNA,;
iRNA) makineriak duen garrantzia bereziki handia da (Ashe et al, 2012; Shirayama et al.,
2012; Buckley et al.,2012), C. elegans zizareetan behatu den moduan. ncRNA molekulen
pilaketak histonaren eraldaketa dakar, eta eraldaketak bi belaunalditan mantentzen dira
ncRNA labur horien presentziarik gabe (Burton et al., 2011; Gu et al., 2012). Makineria
proteiko hori (ingelesezko heritable RNAi defective-1; hrde-1) denbora luzean zehar falta
denean, berriz, hozi lerroko geneetan H3K9me3 marka epigenetiko errepresiboaren
galera progresiboa ematen da belaunaldietan zehar, isilduta dauden geneen adierazpena

emendatuz, eta zizareen antzutasun eraginez (Ashe et al, 2012).

PIWI molekuletara loturiko RNAek (piRNA) ere garrantzi handia dute metilazio patroiaren
mantentze prozesuetan. lzan ere, de novo DNA metiltransferasen aktibitatea gidatzeko
gaitasuna dute (Aravin et al., 2007; Kuramochi-Miyagawa et al., 2004). C. elegans-etan
esaterako, piRNA horiek transgeneen isiltze egonkorra gauzatzen dute belaunaldietan
zehar. Isiltze mekanismo hori, transkriptoen parekatze inperfektuen bidez gauzatzen da,
eta PIWI endonukleasen aktibitatearekiko independentea da (Bagijn et al., 2012; Lee et
al., 2012; Ashe et al, 2012; Shirayama et al., 2012). iRNAetan (ingelesezko interfering RNA)
ematen den modu berean, RNA ez-kodetzaileen eta kromatinaren artean elkarrekintza
bat egoten da herentzia epigenetiko transgenerazionala bermatuz. Eulietan ere, piRNAk
hozi lerroetako geneen errepresioaren herentziarekin erlazionatu dira (Grentzinger et al.,
2012; Aravin et al., 2007); kromatinaren trinkotzea bultzatuz, piRNAek hozi lerroa
babesten dute TE elementuetatik. Prozesu horretan parte hartzen duten zenbait eragileen
ekoizpena heredagarria da belaunaldi batetik bestera, eta 50 belaunaldi iraun ditzake.
Lorturiko ebidentzien arabera, herentzia hori bide amatiarretik ematen da zitoplasmaren
bidez (de Vanssay et al., 2012). Ugaztunetan, aldiz, saguaren espermatogenesian zehar
mota ezberdinetako piRNAk topatu direnez (Gan et al., 2011) paper garrantzitsua joka

dezaketela uste da.

mikroRNA-ei (miRNA) dagokionez, berriz, ez dago garbi ea memoria epigenetikorako
bitartekari gakoak diren, edo besterik gabe herentzia prozesuarekiko sentikorrak diren.
Ernaldu berri diren saguen obuluetan buruturiko miRNA espezifikoen injekzioek zenbait
ezaugarri fenotipokoen herentzia transgenerazionala gauzatu dezaketela behatu da
(Wagner et al., 2008; Grandjean et al., 2009). Horrez gain, gurasoen bizi baldintza jakinek
miRNA molekulen adierazpen baxuago bat eragiten dutela behatu da, hurrengo
belaunaldian aldaketa fenotipokoak emanez (Morgan & Bale, 2011). Emaitza horiek
herentzia transgenerazionalean parte hartu dezaketela adierazten badute ere, oraindik

asko dago aztertzeko.
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Laburbilduz, organismo ezberdinen bidez ncRNAen bidezko belaunaldiz belaunaldiko
herentzia bat egon daitekeela frogatu da, baina ugaztunetan izan dezakeen garrantziaz
gutxi dakigu. Ezagutza falta horren arrazoi nagusienetariko bat, oro har, organismoen
konplexutasuna da; bizi zikloaren luzerak, eta marka epigenetikoek organismo bakoitzean
jasaten dituen gora-beherek (birprogramazio epigenetikoa esaterako) horren ikerketa

errazagoa edo konplexuagoa izatea eragiten du.
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1.3. Ingurumena eta epigenetika

Orain arte aipatu ditugun eraldaketa epigenetikoak organismoaren edo norberaren
garapenari atxikita dauden aldaketa fisiologikoen ondorio edo emaitzak dira, hau da,
barne inguruneko estimuluen bidez guztiz doituak dauden aldaketak. Nolanahi ere, hori
ez da beti horrela izaten; ikerketa ezberdinek frogatu duten moduan, eraldaketa
epigenetikoak kanpo faktore edo inguruneko eragile ezberdinengatik baldintzatuak egon
daitezke. Hortaz, gure bizimoduak edota bizi baldintzek aldaketak sortu ditzakete une
jakin horretan dugun eraldaketa epigenetikoen patroian, eta horietariko batzuk denboran
zehar irauteko gaitasuna dute, faktore-eragilea desagertua badago ere. Baieztapen
horren onarpenak berriro atera zuen eboluzioaren inguruko eztabaida, Darwinen
hautespen naturala teoriak galdu egin zuen garrantzia, eta, ondorioz, Lamarcken teoria
indartua atera zen. Lamarcken teoriak zioenez izaki bizidunok ingurura egokitzeko dugun
gaitasunak ahalbidetzen du eboluzioa, espezie bakoitzak bere garapen propioa izaten
duelarik, eta hori inguruko baldintzen araberakoa izaten da; hau da, “eskuratutako
ezaugarrien oinordekotzak” gidatzen du eboluzioa. Hortaz, garai hartan onartuta zegoen
eboluzioaren teoria birplanteatu zen, Darwinen teoriaren adaptazio berri bat gauzatuz.
Adaptazio horretan ingurunearen epigenetikak eboluzioaren mekanismo molekularrak
bultzatzen dituela onartu zen: Inguruneak fenotipoan eragiten du eta heredagarria izan
daiteke, ingurunearekiko adaptazio bat emanez (Lamarck, 1802; Calabi, 2001; Darwin,
1985).

Hortaz, eraldaketa epigenetikoek organismo ezberdinon garapen prozesua bideratu, eta
berta zelula bakoitzaren desberdintzapen prozesua gauzatzen dute, organo eta ehun
espezializatuak eratuz. Baina prozesu horretan kanpo faktoreak sartu daitezke jokoan
aldaketak sortuz patroi epigenetikoan. Kasurik hoberenean ingurunearekiko adaptazio
bat ematen da, edota txarrenean kalte larriak ematen dira garapen prozesuan edota
gerora: gaixotasun ezberdinen garapena eta minbizia, esaterako. Hori guztia dela eta,
epigenetika, eta zehazki ingurunea eta epigenetikaren arteko erlazio hori, ikerkuntza arlo
garrantzitsua bilakatu da azken urteetan (Reamon-Buettner, et al., 2008), eta kanpo
faktoreek sortutako aldaketa epigenetikoak itu garrantzitsu bilakatu dira zelula barneko

funtzio fisiologikoetan duten garrantzi handiarengatik.
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1.3.1. KANPO FAKTOREAK

Inguruneak eta kanpo faktoreek organismoen patroi epigenetikoan aldaketa
epigenetikoak eragiten dituztenez, eragina izan dezakete geneen adierazpenean, geneen
adierazpena piztuz edo isilaraziz (Jaenisch & Bird, 2003). Transkripzioan ematen diren
aldaketak kanpo faktoreen ondorioz eman daitezke, eta zenbait kasuetan denboran zehar
mantendu daitezkeen kromatinaren aldaketa egonkorren bidez gauzatzen dira. Kanpo
faktore horien artean, elikadura mota (Dunn & Bale, 2011; Kaati et al., 2002; Ng et al.,
2010; Whitelaw & Whitelaw, 2006), estresa (Morgan & Bale, 2011), egoera fisikoa eta
toxiko ezberdinekiko kontaktua edota kontsumoa daude. Tabakoa eta dependentzia
sortzen dituzten drogak azken horren adibideak dira (Vassoler et al., 2014; Yohn et al.,
2015). Norbanako bakoitzaren bizimoduak patroi epigenetiko espezifikoa garatzea
ekartzen du, eta denboran zehar mantentzen badira norbanakoaren fenotipoa modu
egonkorrean aldatua daiteke, une horretan bertan edota aurrerago ezaugarri
fenotipokoen agerpena emanez (Skinner, 2014; Heard & Martienssen, 2014; Skinner,
2014; Cortessis et al., 2012; Guerrero-Bosagna & Skinner, 2012; Skinner et al., 2010).

Patroi epigenetikoan sortutako aldaketa horien herentzia emateko mekanismo
ezberdinak behar dira denboran zehar iraun (nahiz eta faktore eragileak presente ez
egon), eta bidean zehar topatuko dituzten oztopo ezberdinak gainditzeko (Sharma &
Rando, 2017). Zelula batetik bestera pasatzeko, marka horiek zatiketa zelular mitotikoa
gainditu behar dituzte (Campos et al., 2014), eta belaunaldi batetik bestera iragateko
(ugaztunetan behintzat), berriz, meiosi prozesua, gametoen bidezko transmisioa, eta
birprogramazio epigenetikoa. Aipatutako oztopoak gaindituz gero, ondorengo
belaunaldiek patroi epigenetikoa aldatua izateko aukerak handiak dira. Horren
ebidentziak badaude ere, prozesua bideratzen dituzten azpi-mekanismoen inguruko
ezagutzarik ez dago. Hortaz, oraindik asko dago aztertzeko (Bohacek & Mansuy, 2013;
Dolinoy et al., 2007; Moosavi & Motevalizadeh Arkani, 2016).

Gizakiotan, kanpo faktoreek belaunaldi arteko memorian duten inpaktuaren inguruan
maila molekularreko ebidentzia gutxi baieztatu ahal izan badira ere, historian eman diren
zenbait gertaera bereizgarriren ikerketa epidemiologikoek marka horien herentzia posible
direlairadokitzen dute. Populazio edo norbanako bat muturreko bizi egoeretara bultzatua
denean, bizimodu gogor horren eraginak agerikoak izatera iritsi daitezke, eta zenbait
kasutan ondorengo belaunaldietara iragan daitezke (Bell & Spector, 2011). Horren adibide

izan diren gertaerak existitu dira: 40. hamarkadan Herbehereetan gertatu zen goseteak
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osasun arazo ugariren emendioa ekarri zuen ondorengo belaunaldietan, obesitatea,
glukosarekiko intolerantzia eta bihotzeko gaixotasunak, esaterako (Lumey et al., 2011;
Painter et al., 2008; Veenendaal et al., 2003); Suediako Overkalix kohortean elikadura-
baliabideen eskuragarritasunak agerian utzi zituen elikadurak izan ditzakeen ondorioak,
bizi-itxaropenean edota diabetesean eraginez hurrengo belaunaldian (Kaati et al., 2002;
Bygren et al.,, 2001); Il. Mundu Gerran, Holokaustotik bizirik irten ziren pertsonen
ondorengoek estres eta portaera arazoak heredatu zituzten (Vaage et al.,, 2011;
Kellermann, 2013).

Edozein kasutan, belaunaldiz belaunaldiko herentziaz hitz egiten dugunean bi kontzeptu
ezberdindu behar ditugu: batetik, herentzia epigenetiko intergenerazionala, eta bestetik,
herentzia epigenetiko transgenerazionala. Belaunaldiz belaunaldiko herentzia emateko,
marka epigenetikoak ondorengo belaunaldietara iragan eta bertan mantendu behar dira,
baina ez da herentzia epigenetiko transgenerazionala izatera iristen aldaketa horiek sortu
dituzten kanpo faktoreekiko kontaktua eten arte (1.13. irudia). Hau da, aldaketa
agerrarazi edo sortarazi duen faktorea FO belaunaldian amaitzen bada, F1 belaunaldia
eratzeko erabiliko dituen hozi zelulak bere baitan ditu, eta, ondorioz, F1 belaunaldia ere
faktore-eragile horrekin kontaktuan egon dela esan dezakegu. Horri, herentzia
epigenetiko intergenerazionala deritzogu, eta herentzia transgenerazionala, F2
belaunalditik aurrera ematen da (1.13. irudia, urdina). Bide hori esposizio parental
moduan ezagutzen da, hala ere, esposizio parental hori ahurdunaldiko esposizioarekin
bereiztu behar da; haurdun dauden emakumeetan ematen denean esposizioa egoera
ezberdina da (1.13. irudia, gorria). Kanpo eragilearekiko esposizioa ahurdun dagoen
indibiduo emean ematen bada, indibiduo emeak hozi zelula garatuak izango dituen
enbrioi bat izangu du barnean, eta, ondorioz, ez da herentzia transgenerazionala

kontsideratzen F3 belaunaldia sortu arte (Bodnar, 2018).
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Esposizio parentala | | Ahurdunaldiko esposizioa

Estresa /Nutrizioa Estresa Nutrizioa

~

(FO) Ama

(F1) Ugal-zelulak (F2) Ugal-zelulak

FO FO
F1 F1
]
F2 F2
F3

1.13. irudia. Belaunaldiz belaunaldiko herentzia epigenetikoa. Irudi honetan herentzia intergenerazionala
eta transgenerazionala bereiztu ditzakegu. FO belaunaldia, kanpo faktorearen eragina edo esposizioa eduki
duten indibiduoek osatzen dute. Herentzia intergenerazionalaz hitz egiten dugunean, F1 belaunaldiaz ari
gara orokorrean, eta transgenerazionalaz hitz egiten dugunean berriz, F2 belaunaldiaz. Hala ere,
emakumeetan kanpo faktorearekiko esposizioa ahurdun daudenean emanez gero, bere lehengo bi
belaunaldiak herentzia intergenerazionalaren parte izango dira eta herentzia transgenerazionala, F3
belaunalditik aurrera (Irudi moldatua; Otterdijk & Michels, 2016).

Aipatu ditugun azterketa epidemiologiko horiek kanpo faktoreek ondorengo
belaunaldietan eragindako ezaugarri fenotipokoak aztertzeko aukera ekarri bazuten ere,
horien bidez ez zen erlazionaturiko ebidentzia molekularrik topatu. Ondorio fenotipoko
heredagarriak bideratzen dituen kanpo faktorearen lehen adibide garbia “vinclozolin”
fungizida izan zen (Anway et al, 2005). Kimiko horrek aldaketa epigenetiko egonkorrak
sortzen ditu, eta marka epigenetiko horiek ondorio fenotipoko jakinekin erlazionatu dira.
Harrezkero, herentzia epigenetiko transgenerazionalean eragina duten kanpo faktore
gehiago deskribatu dira: jaio aurreko alkohola (Govorko et al., 2012), nikotina (Zhu et al.,

2012) edota opioideak (Vassoler et al., 2014), besteak beste. Hala ere, kanpo faktoreek
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eraldaketa epigenetikoengan duten eregin erreala, eta ondorengoetara iragateko duten
aukeraren inguruan, hori baimentzen duten mekanismo molekularrekin batera, asko

geratzen da ikertzeko.

1.3.2.  SISTEMA OPIOIDEA

Sistema opioidea, zelula barneko komunikazio sistema bat da, eta sistema hori hartzaile
opioideez, barne-peptido opioideez (BPO) eta andeakuntza-prozesuetan parte hartzen
duten entzimez osatua dago. Nagusiki minaren eta plazerraren erregulazio prozesuekin
erlazionatzen bada ere, izugarrizko garrantzia du zelulan eta zelula barneko gainerako
prozesu fisiologikoetan (Dickenson et al., 2005; Zollner & Stein, 2007; Fabbri et al., 1989;
Subiran et al.,, 2011; Bodnar, 2018). lzan ere, zelula barneko seinaleztapen bidezidor
ezberdinak pizten ditu, horien artean: adenilato ziklasaren inhibizioa, boltai menpeko
kaltzio kanalen inaktibazioa, potasio kanalen aktibazioa, kaltzio erreserben mobilizazioa
eta MAPK-en transdukzio bideen estimulazioa (Waldhoer et al., 2004).

Hartzaile opioideak, G proteinetara akoplaturiko hartzaileen taldeko kideak dira (GPCR),
eta 7TM egitura dute. Hau da, zelulaz kanpoko N- domeinua, mintz arteko 7 domeinu, eta
zelula barneko C- domeinua. Hartzaile-opioideen artean hiru mota nagusitzen dira: mu
hartzailea (L = mu, ingelesezko u opioid receptor; MOR), delta hartzailea (6 = delta,
ingelesezko 6 opioid receptor; DOR) eta kappa hartzailea (k = kappa, ingelesezko k opioid
receptor; KOR) (Lord et al., 1977). Horiez gain, aurrerago oso antzekoa den beste hartzaile
opioide bat ere deskribatu da: nozizeptina hartzailea (ingelesezko nociceptin opioid
receptor; NOR) (Mollereau et al., 1994; Wick et al., 1994). Lau hartzaileek, %60ko
antzekotasuna dute sekuentziari dagokionez, eta portzentai hori %73-76koa izatera
iristen da mintzeko domeinuak konparatzen baditugu (Minami et al., 1995). BPOen
eraketari dagokionez, nerbio sistema zentralean aurkitzen diren peptido gehienak
(guztiak, karnosina dipeptidoa eta glutation tripeptidoa izan ezik) neuronetako
erribosometan sortzen dira molekula-peptidiko aitzindarien bidez (Siegel et al., 1993).
Molekula aitzindari horiek eratzen dituzten geneak lau dira: 1) proentzefalina (PENK),
nerbio sistema zentralean eta muin adrenalean sintetizatzen da, eta zazpi peptido opioide
sortzen ditu, ezagunena entzefalina izanik (Comb et al., 1982); 2) propiomelanokortina
(POMC), B-endorfina bezalako BPOak sortzeaz gain, hormona adrenikortikotropikoa

(ACTH), a eta B-lipotropinak (LPH), eta a eta B- melanotropinak (MSH) ere sortzen ditu
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(Nakanishi et al., 1979); 3) prodinorfina (PDYN), A eta B dinorfinak, eta B-neo-endorfina
bezalako BPOak sortzen ditu (Kakidani et al., 1982); eta azkenik, 4) pronociceptina (PNOC).

BPOen jarduera, hartzaile opioideekin elkartzeko duten gaitasunari esker ematen da, eta
hori inaktibatua izan daiteke zenbait entzimen bidez. Orain arte, 20 BPO inguru
identifikatu dira, eta ugaztunetan deskribatu izan direnak honako hauek dira: met-
entzefalina, leu-entzefalina, B-endorfina, dinorfina A, dinorfina B, a-neoendorfina,
nozizeptina, eta endomorfina (Florez-Beledo et al.,, 1998). BPOen funtzionamenduari
dagokionez, ikerketa batzuek iradoki dutenez, BPOek bere hartzaileekiko duten afinitatea
ez da esklusiboa izaten (Subiran et al., 2011). Met eta leu-entzefalinek, esaterako, DOR-
ekiko afinitate altua badute ere, MOR-era elkartzeko gai izaten dira ere, nahiz eta
horretarako duen afinitatea txikiagoa izan. B-endorfinen kasuan, berriz, MOR eta DOR-
ekiko duten afinitatea antzekoa da, eta dinorfinak KOR-era batzen dira. Peptido opioide
horien inaktibazioaz arduratzen diren entzimak peptidasak dira, N aminopeptidasa (APN)
eta N 24.11 endopeptidasa neutrala (NEP), zehazki; entzima horiek biologikoki aktiboak

diren peptidoak apurtuz lortzen dute inaktibazioa (Subiran et al., 2011; Iversen, 1987).

G proteinetara loturiko gainerako hartzaileen antzera, hartzaile opioideek zenbait
erantzun zelular eragiten dituzte, eta hori G proteinen inhibitzaileak diren Gai/Gao
azpiunitateen ekintzaren bitartez gauzatzen dute. Hartzailea aktibatua denean, adenilato
ziklasaren (cAMP) inhibizioa gertatzen da neuronetan, eta horrek zelula barneko cAMP
mailaren jaitsiera bat ekartzen du, cAMP-menpeko proteina kinasaren (PKA)
funtzionamendua inhibituz (Koch & Hollt, 2008). Horren bidez, zelula barneko eta
nukleoko proteina askoren fosforilazio-egoera kaltetua edota eraldatua geratzen da,
transkripzio mailan aldaketak emanez. Hortaz, sistema opioidea osatzen duten hartzaile
eta peptido horiek opiazeoekiko tolerantziaren edota abstinentzia sindromearen eragile
nagusiak direla esan daiteke (Loreno et al.,, 1999). Peptidoen Gai azpiunitatearen
aktibazioak, boltai-menpeko kaltzio kanalen inaktibazioa eta potasio kanalen aktibazioa
ekartzen du (Law et al., 2000). Bestalde, opioideek hartzaile opioideen fosforilazioa
burutzen dutenean, MAPK bidezko seinaleztapen bidezidorraren aktibazioa bultzatzen da,
zenbait proteina gakoren aktibazioa gauzatuz: ERK, p38 edota JNK (Law et al., 2000; Al-
Hasani & Bruchas, 2011). NOR-en kasuan, ERK proteinaren aktibazioa C fosfolipasaren
(PLC) aktibazioaren bidez ematen da (Fukuda et al., 1998; Lou et al., 1998). Hartzaileen
erantzun molekularrak nerbio ehunetako aktibitate bioelektrikoaren inhibizioa, eta
neurotransmisoreen askapenaren inhibizioa eragiten du. MOR eta DOR-en aktibazioa
gertatzen denean, aldiz, zelulen mintzaren hiperpolarizazioa eta jarduera bioelektriko
neuronalaren inhibizioa ematen da, eta horrek, potasio kanalak irekitzea eta agonisten

bidezko zelula barneko kaltzioaren askapena bultzatzen du (Williams & Clouet, 1982).
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Azkenik, KOR aktibatzen denean tentsioaren menpeko kaltzio kanalen inaktibazioa
ematen da, eta horrek kaltzioa neurona barrura sartzea eta neurotransmisoreen askapena
ekiditen du (Lorenzo et al., 1999; Surprenant et al., 1990).

Sistema opioidearen funtzio ezagunena minaren ezabapenarekin edo analgesiarekin
erlazionatu badago ere, bestelako funtzio biologiko esentzialekin ere erlazionatu da, eta
funtzio mota hori opioide motaren eta aktibatutako hartzailearen araberakoa izaten da
(Fabbri et al., 1989). Aldi berean, sistema opioideak arazoak ugari sortzen ditu funtzio
fisiologikoen modulazioan: depresioan, gaixotasun mentaletan eta aldarte aldaketetan,
tolerantzian eta mendekotasunean, estresan, oroitzapenean eta ikaskuntza funtzioetan,
elikadura portaeran, drogen eta alkoholaren abusuan, sexu aktibitatean eta prozesu
hormonaletan, haurdunaldian, garapenan eta endokrinologian, gorputz dardaran eta
gaixotasun neurologikoetan, jarduera elektrikoan eta neurofisiologian, aktibitate
orokorrean eta lokomozioan, funtzio gastrointestinaletan, giltzurrun eta gibel funtzioan,
odol presioaren eta erantzun kardiobaskularraren erregulazioan, arnasketan eta erantzun

termoerregulatzaileen modulazioan, eta erantzun immunologikoetan (Bodnar, 2020).

Epigenetikak sistema opioidean duen inplikazioaren inguruan dagoen ezagutza ez da oso
handia. Sistema opioidea osatzen dituzten hartzaile eta peptidoen eginkizun biologikoa
guztiz ezagutzeko azterketa sakonagoak burutu behar dira, eta horretarako testuinguru
fisiologiko eta farmakologiko ezberdinetan ikerketak gauzatzea ezinbestekoa da, interes
berezia jarriz tratamendu eta tratamendu osteko erregulazio transkripzionalaren
azterketan. Edonola ere, orain arte buruturiko ikerketek hartzaile opioideek erregulazio
epigenetikoa badutela berretsi dute: DNAren metilazioari dagokionez, Oprm1, Oprd1 eta
Oprll geneetan erregulazio transkripzionalaren aldaketa ekartzen duen modulazioa
frogatu da; Histonen eraldaketei dagokienez, berriz, lau hartzaileetan behatu da
erregulazio ba; eta azkenik, RNA ez-kodetzaileetan Oprm1 hartzailearen kasuan soilik ikusi
da. Lau hartzaileen gune sustatzaileen artean antzekotasunak badaude ere, horien
erregulazio epigenetikoa desberdina da kasu bakoitzean. Peptido opioideen aitzindariak
ere epigenetikoki erregulatzen dira: DNAren metilazioa eta histonen eraldaketak lau
peptidoetan berretsi dira; eta RNA ez-kodetzailea, berriz, Pomc eta Penc kasuetan, soilik.
Kasu horretan ere, mekanismo ezberdinak erabiltzen dira horien adierazpena
erregulatzeko, eta, ondorioz, adierazpen eredu ezberdinak dituzte. Hori garrantzitsua da
geneen adierazpenaren eta ehunaren espezifikotasuna eskuratzeko. Hortaz, sistema
opioidea osatzen duten gene horien adierazpena ingurumen-faktoreen bidez aldatuak
izan daitezke tenporalki eta espazialki modulatuz, jada korapilatsua den erregulazio

sistema are gehiago konplikatuz (Mufioa et al., 2015).
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1.3.3. KANPO FAKTOREAK: MORFINA

Geneen adierazpenean aldaketak eragiten dituzten kanpo faktoreen artean,
menpekotasuna sortzen dituzten drogak daude. Opioideetatik eratorritako substantziak,
esaterako, droga horien artean topatzen dira, eta frogatu ahal izan denez, opioideen
gehiegizko erabilerak aldaketa epigenetiko nabarmenak sortzen ditu (Zhu et al., 2012;
Byrnes et al., 2011; Byrnes, 2005; He et al., 2006; Novikova et al., 2008; Saab & Mansuy,
2014). Opioide esanguratsuenetariko bat morfina da, eta substantzia hori opioaren
osagarri aktiboenetariko bat da. Morfina, oso erabilia da medikuntzan bere balio
terapeutikoak direla eta, analgesia eta sedazioa bezalako eragin fisiologikoak lortzeko
kasu. Hala ere, hainbat albo-efektu kaltegarri ere badituela deskribatu da (Subiran et al.,
2011). Morfinaren eragin fisiologiko horiek, hein handi batean, MOR hartzaileekin
burutzen dituen elkarrekintzen ondorioz ematen dira. Jada aipatu dugun moduan, MOR
hartzailea Oprm1 genearen bidez eratzen da, eta horrek ondorio esanguratsuak eragiten
ditu analgesian, tolerantziaren garapenean eta mendekotasun fisikoaren sorreran. MOR
da opioide endogenoen, opiazeoen (morfina, metadona eta heroina) eta medikamentu
analgesiko opioideen ekintza jasotzen duen lau hartzaile-opioideetan nagusiena (Kreek et
al., 2002).

Morfinak sortu ditzakeen aldaketa epigenetikoak mota askotarikoak dira, eta horren
inguruan burutu diren ikerketak eta eskuratu diren ebidentziak esanguratsuak dira oso.
DNAren metilazioan eta hidroximetilazioan oinarritutako ikerketa gehienak, gene
partikularrek tratamendua eta gero aurkezten dituzten metilazio mailetan zentratu dira,
eta nagusiki, garunean zentratu izan dira. lzan ere, garuna da morfinaren itu organo
garrantzitsuena. lkerketa gehienak burmuinean eragiten dituen aldaketetan zentratu
badira ere, beste ehun espezifikoetan ere aztertzeko saiakerak egin dira, odolean edota
esperman esaterako (Cecil et al., 2015; Chorbov et al., 2011). Horiek guztiek, argi utzi dute
metilazio-patroian emandako aldaketa-joerak ez direla berdinak kasu guztietan, ehun edo
zelula motaren araberakoak izaten direlarik (Barrow et al., 2017). In vivo kokainarekin
burututako entseguek (Novikova et al., 2008; Tian et al., 2012), eta in vivo morfinarekin
zelula neuronaletan burututako entseguek, genomaren hipometilazio globala eragiten
dutela adierazi zuten (Trivedi et al., 2014); zelula barneko erredox egoera aldatuz metilo
taldearen presentzia baldintzatua geratzen da S-adenosil metioninaren (SAM)
eskuragarritasun maila jaitsiz (metilo taldearen emaile nagusia). Aitzitik, jaitsiera hori ez
da kasu guztietan ikusten. Leukozitoetan, esaterako, morfinak kontrako efektu bat

eragiten du (Doehring et al., 2013). Heroinara lotuta dauden gizakietan ere, DNAren
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hipermetilazioaren berri eman izan da geneen exoi eta gorputz ugaritan (Kozlenkov et al.,
2017). Azkenik, burmuineko hainbat eskualdetan metilazio-patroiaren joera bera

hauteman da (Barrow et al., 2017).

Morfinak metilazioan aldaketak sortzeaz gain, histonetako eraldaketetan eta ncRNAtan
ere aldaketak eragiten ditu, eraldaketa epigenetiko horiek analgesiaren, tolerantziaren
garapenaren eta mendekotasun fisikoaren sorreran parte hartzen dutelarik (Bali & Kuner,
2014; Lutz et al.,2014; Zheng et al.,, 2012; Toyama et al.,, 2017). Adibidez, nukleo
accumbens-etan eta burmuineko beste hainbat eremuetan histonen metilazio aldaketak
topatu dira (Maze et al., 2010; Sun et al., 2012), zenbait geneen adierazpena handituz
(Rice & Allis, 2001). Histonen azetilazioak ere kaltetuta agertu dira arratoietan burututako
morfinaren tratamenduarekin (H3K14 histonaren azetilazioa)(Sheng et al., 2011; Wang et
al., 2014; Wang et al., 2015). ncRNAei dagokionez, ostera, erretrotransposoien familiako
LINE-1 molekulek drogen menpekotasun prozesuan parte hartzen dutela deskribatu da
(Maze et al., 2011; Prak & Kazazian, 2000).

Hortaz, morfinak organismoaren barnean eragiten dituen aldaketa epigenetikoak eta
eragin fisiologikoak nabariak badira ere, aldaketa horiek hurrengo belaunaldietara
heredatu daitezkeen edo ez, argitzeko dago oraindik. Hala ere, azken urteetan buruturiko
zenbait ikerketek morfinak eragindako efektu fenotipokoen herentzia bat badagoela
baieztatu dute, belaunaldiz belaunaldiko herentzia epigenetiko bat egon daitekeela
iradokiz. Ikerketa horiek, morfinak hurrengo belaunaldiek duten analgesiaren tolerantzian
eta portaera aldaketan eragin dezakeela nabarmendu dute (Gapp et al.,2014; Byrnes et
al., 2011; Byrnes, 2005; Hammoud et al., 2009). Arratoietan buruturiko zenbait ikerketek,
esaterako, morfinak portaeran izan ditzakeen ondorioez gain, dopaminaren seinaleztapen
bidezidorrean, plastikotasun sinaptikoan eta egitura neuronaletan eragin ditzakeen
aldaketak deskribatu dituzte (Yohn et al., 2015; Byrnes et al., 2013; Cicero et al., 1991;
Sarkaki et al., 2008; Vyssotski, 2011). Horrez gain, morfinak sexuari loturiko herentzia
diferentzial bat sortzen duela erakutsi dute horren inguruan buruturiko entsegu batzuek,
sortzen dituen aldaketa fenotipokoak ezberdinak direlarik sexuaren arabera. Emeen
belaunaldi berriek, antsietatea jasateko joera handiagoa erakusten dute, eta arren
kasuan, ordea, morfinarekiko analgesiaren garapen bat aurkezten dute. Tratamendu
intentsitatea handitzean, berriz, analgesiarekiko tolerantzia izatera pasatzen dira (Gapp
et al., 2014; Byrnes et al., 2001; Byrnes, 2005; Hammoud et al., 2009).

Morfinak eragiten dituen aldaketa fenotipokoek belaunaldi arteko transmisioa izan
dezaketela baieztatzen duten ebidentziak badaude ere, horren atzean dauden

mekanismo epigenetikoen inguruan oso gutxi ezagutzen da, bereziki ugaztunotan (Mufioa

57



et al.,, 2015). Soilik, belaunaldi bakar bateko herentzia epigenetikoa topatu izan da
ugaztunetan (Gapp et al., 2014; Byrnes et al., 2010; Yohn et al., 2015). Herentzia hori
ahalbidetzen duten bektoreak ugal-organoetako hozi zelulak dira; izan ere, horiek dute
informazio epigenetikoa ondorengo belaunaldietara pasatzeko gaitasuna. Hortaz, bertan
topatzen diren eraldaketa epigenetikoek baldintzatuko dute hurrengo belaunaldiko
indibiduoen patroi epigenetikoa, horren araberako fenotipoa agerraraziz (Heard &
Martienssen, 2014; Jablonka & Raz, 2009). Hori dela eta, eraba interesgarria da hozi zelula
horietan belaunaldi batetik bestera transmititu daitezkeen marka epigenetikoak zein izan
daitezkeen identifikatzea, jokoan sartzen diren mekanismoen inguruan dugun ezagutza

handitzeko helburuarekin.

Laburbilduz, morfinak eragindako aldaketa fenotipokoak ondorengo belaunaldietan
mantendu daitezkeela argi badago ere, hori ahalbidetzen dituzten aldaketa epigenetikoen
eta mekanismoen ezagutza oso txikia da. Ondorioz, garbi dago oraindik lan asko geratzen
dela gai horren inguruan ezagutza orokor bat eskuratzeko. Gainera, gai horrek
medikuntzan duen garrantzia ikaragarri handia da; ernalkuntzaren ondoren modu
naturalean gertatzen diren birprogramazioetako mekanismoak xehetasun handiarekin
ezagutzeak, birprogramazio prozesu horretatik alde egiten dituzten mekanismoak
ezagutzeko aukera eskaintzen du. Modu berean, birprogramazioan ematen diren
mekanismo epigenetikoak ezagutzeak tumoreen formakuntza eta zahartze prozesua
bezalako prozesu patologikoak argitzen edota ulertzen laguntzen dute. Hori dela eta,
enbrioiaren aurre-ezarpen etaparen ikerketa nahitaezkoa bihurtu da biomedikuntzako
zenbait arloetan: ugalkortasunean, ugalketa-bideratuaren aplikazioan, terapia
zelularrean, zelula amen ekoizpenean, ikerkuntzarako animali transgenikoen
ekoizpenean, eta minbizi edota zahartze prozesuan. Horrez gain, kanpo faktore moduan
morfina erabiltzeak, horren bidez lorturiko informazioak bestelako substantzia jakinek
gure osasunean izan ditzaketen ondorioak aztertzeko aurrekari moduan balio dezake;
kanpo faktoreek eraginda aldaketa epigenetikoak pairatzeko aukera gehien dituzten
sekuentziak identifikatzea aurrerapauso handia izan daiteke etorkizunean burutuko diren

azterketetarako.
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Organismo baten garapena, morfologia eta fisiologia haren patroi epigenetikoak
bideratzen du. Garapen hori oso koordinatua dago, eta organismoaren garapen egoki bat
bermatzen du, zelularen edota ehun mota bakoitzaren funtzinamendua zehaztuz. Hala
ere, patroi hori aldatua izan daiteke ingurumen-faktoreen bidez (Jaenisch & Bird, 2003;
Turner, 2011), eta ikusi denez, belaunaldi batetik bestera iragan daiteke (Heard &
Martienssen, 2014). Horrela, kanpo-faktore horiekin kontaktu zuzena izan duten izaki
bizidunek eragin nabarmenak pairatzeaz gain, denbora zehar mantendu daitezke,
memoria zelularra eta belaunaldiz belaunaldiko oroimen egokia ziurtatzen dituzten

mekanismoetatik ihes eginez, eta, ondorioz, gure osasunean eraginez.

Morfinak oinazearen aurrean funtzio terapeutikoak baditu ere (Subiran et al., 2011) albo
efektu ugari ditu, eta mendekotasuna sortzen duten bestelako drogen modura, belaunaldi
arteko herentzia sortu dezake (Gapp et al., 2014; Yohn et al., 2015; Byrnes et al., 2011;
Byrnes, 2005; Hammoud et al., 2009; Byrnes et al., 2013). Ondorioz, opioide horrek gure
gizartean duen onarpena kontuan hartuta horren erabilpenaren arriskuak modu sakonago
batean aztertzeak sekulako interesa du. Beraz, hautagi paregabea da gure ikerketan
kanpo faktore moduan erabili, eta memoria epigenetikoan dituen eragin zehatzak

aztertzeko.

Aipaturiko aurrekariak kontuan hartuta, morfinak eragin ditzakeen eta zelula-
oroimenerako garrantzitsuak izan daitezkeen mekanismo epigenetikoak argitzea da
doktore-tesi honen helburu nagusia. Prozesu-konplexu hori ulertzeko, ezinbestekoa da,
morfinak eragindako aldaketa epigenetikoak, eta horien eragin zelular eta fisiologikoa
ezagutzea. Aldaketa horien ezagutzak, oroimen zelular epigenetikoan nola eragiten duten
ulertzea erraztu dezake, horren atzean dauden mekanismo epigenetikoak aztertzeko

ateak irekiz. Horrenbestez, hauek dira nire tesian aztertuko ditugun helburu nagusiak:

1. Helburua: Morfinaren tratamenduak DNAren metilazioaren patroian sortzen dituen

aldaketak aztertzea, maila zelularrean eta fisiologikoan izan ditzakeen eraginak bereiztuz.

2. Helburua: Morfinaren tratamenduarekiko sentikorrak diren eta DNAren metilazioaren
bidez eraginda dauden gene-dianen identifikazioa, memoria epigenetikoan eragiteko
potententziala duten geneetan zentratuz, belaunaldi batetik bestera iragateko hautagaiak

izanik.
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3.1. Materialak

Atal honetan, nire tesian zehar gauzaturiko esperimentaziorako behar izan ditugun
materialak aipatuko ditugu: laborategian eskuragarri izan genituen gailuak, erreaktibo
komertzialak eta eginiko edo preparaturiko soluzio eta tanpoiak, hurrenez hurren. Azken
atal horretan, soluzio bakoitza prestatzeko beharrezkoa izan genuen informazioa ere
adieraziko dugu. Guzti hori, erabat beharrezkoa izan zen esperimentazioa modu egoki eta

eraginkor batean burutu ahal izateko.

3.1.1. GAILUEN ZERRENDA

Laborategian erabili genituen gailu guztiak ondoren aurkezten dugun 3.1. taula honetan

jaso ditugu.

3.1. taula. Esperimentaziorako erabili diren gailuen zerrenda.

Gailua Etxe Komertziala

Zelulen hazkuntzarako CO2-dun MCO-15AC Sanyo
inkubagailua
Fluxu laminar bertikaleko kanpaia F72600350 Faster Bio 48

Errotore baskulantedun zentrifuga Heraeus MegaFuge 40R Thermo

Mikroskopio alderantzikatua Axioscope EclipseTS100 Nikon

Mikroskopio fase-kontrasteduna NiconEclipse 50i-H550S Nikon

Mikroskopioari atxikitako kamera D07739 Jenoptik

Lupa Mikroskopioa Sz51 Olympus

Neubauer 0640010 Paul Marienfeld

Ur-bainu termostatikoa TBN-06/100 ICT SL

Nitrogeno likidorako tankea GT-40 Air Liquide

Mr Frosty edukiontzi izoztzailea Mr Frosty Thermo Fisher Scientific

Magnetic stirrer ARE Heating Magnetic VELP Sicentifica
Stirrer

Magnetic stirrer MMS-3000 biosan

Timer Clock ordularia LabBox

Balantza AE200 Mettler
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Balantza

AD-J

KERN

Mikrozentrifuga

Heraeus Fresco 21

Thermo Fisher Scientific

Zentrifuga 5424R Eppendorf
Zentrifuga 5702 Eppendorf
Zelula homogenizatzailea (Ultraturrax) D-130170 MICCRA
Homogeneizagailua Heidolph GIRALT Heidolph
Fluorometroa Qubit 4 fluorometer Invitrogen
Fluorometroa FLUOstar OPTIMA BMG Labtech
Elektroforesi eta transferentzia euskarriak Bio-Rad
WB-erako energia hornidura PowerPac Basic Power Bio-Rad
Supply
Inkubagailu lehorra Hotcold S Selecta
Balantzina Duomax 1030 Heidolph
WB kubeta Mini-PROTEAN Tetra BioRad
Vertical Electrophoresis
WB kubeta Criteion Blotter BioRad
Chemidox XRS sistema Chemidoc XRS Bio-Rad

Espektrofotometroa

NanoDrop ND-1000

Thermo Fisher Scientific

Termozikladorea

Mycycler

Life technologies, BioRad

qPCR detekzio sistema

PerkinElmer CFX96 Real

BioRad

Time
Plaka zentrifuga Sorvall RT 7 Sorvall
Bortize nahasgailua 23 VELP Scientifica

Termoblokea

AccuBlock Digital Dry Bath

Labnet international Inc.

Irabiagailu eta berogailua

Thermomixer

Eppendorf

pH metroa

pH meter GLP21

Crison

Sonikatzailea

Soniprep 150

Soniprep&Process Timer
MSE

Ultrasonikatzailea

LE220

Covaris
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3.1.2.  ERABILITAKO ERREAKTIBOEN ZERRENDA

Laborategian erabili genituen erraktibo komertzialak, berriz, hurrengo taula honetan

zerrendatu ditugu (3.2. taula).

3.2. taula. Esperimentaziorako erabili diren erreaktiboen zerrenda.

Erreaktiboak Erreferentzia Etxe komertziala
PBS 10X BE17-517Q Lonza

TrypLE Express Enzyme (1x) 12605028 ThermoFisher
RelLeSR 05872 StemCell Techn. Inc.
Txerriaren azaleko gelatina G189 Sigma-Aldrich
hESC-qualified Matrigel 354277 Corning

Knock Out DMEM hazkuntza medioa 10829-1018 Gibco

mTeSR1 medium 85870 StemCell Techn. Inc.
KSR 10828-028 Gibco
C3H3NaO03 (Sodium pyruvate) S8636 Sigma-Aldrich
Aminoazido ez-esentzialak (NEAA) M7145 Sigma-Aldrich
Penizilina/estreptomizina antibiotikoa P4333 Sigma-Aldrich
L-Glutamina G7513 Sigma-Aldrich
B-Mercaptoetanol-a 146250 Sigma-Aldrich
GKF3 inhibitzailea BX33140 StemCell

MEK % inhibitzailea 04-0006 Stemgent

LIF inhibitzailea ESG1107 Sigma-Aldrich
Morfina hidrokloruroa (98,8%-ko purutasuna) 1/13 Alcaliber S.L
DMSO SU01502500 Scharlau
DMEM/F12 hazkuntza medioa H3BE12-741F Lonza

N2 17502-048 Gibco
Intsulina 16634-50MG Sigma-Aldrich
Apotransferrina T1428 Sigama-Aldrich
Progesterona P0130 Sigma-Aldrich
Putreszina 51799 Sigma-Aldrich
Na2Se03 (Sodium selenite) S5261 Sigma-Aldrich
Neurobasal hazkuntza medioa 21103-049 Invitrogen

B27 17504-044 Gibco

Activin A 120-14E Preprotech
bFGF 13256-029 Invitrogen
Fibronectina FCO10 Millipore
Lipofectamine 3000 erreaktiboa L3000008 Thermo Fisher
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Opti-MEM erreaktiboa 31985062 Thermo Fisher
C22H29N70s - 2HCI (Puromycin dihydrochloride) P7255 Sigma-Aldrich
PMSG hormona G4527 Sigma-Aldrich
hCG hormona C8554 Sigma-Aldrich
Hialuronidasa H1136 Sigma-Aldrich
EmbryoMax KSOM hazkuntza medioa MR-020P-5F Merck-Millipore
Parafinazko olioa 18512-1L Sigma-Aldrich
Hepes H3375 Sigma-Aldrich
KCl P9541 Sigma-Aldrich
EGTA E4378-25 Sigma-Aldrich
EDTA 1084180250 Merck

Sakarosa 131621.1211 Panreac
TritonX-100 X100 Sigma-Aldrich
Glizerola G7757 Sigma-Aldrich
DTT DTT-RO Sigma-Aldrich
Azetona BPA181 Fisher Chemicals
cOmplete, Mini, EDTA-free Protease inhibitor 0469315900 Roche

Cocktail 1

Pierce BCA Protein Assay Kit 23225 Thermo Scientific
Precision Plus Protein Dual Color Standars 1610374 BioRad

30% Acrilamida/Bis Soluzioa 29:1 1610156 BioRad
N,N,N’,N’-Tetrametiletileneadiamina TEMED T9281 Sigma-Aldrich
Amonio persulfatoa (PSA) A3678 Sigma-Aldrich
0.2um PVDF mintzak 10600021 Sigma-Aldrich
Behitik eratorritako serumeko albumina A7906 Sigma-Aldrich
(BSA)

Trizma Base T1503 Sigma-Aldrich
SDS 142363.1209 PanReac
Bromofenol urdinaren sodio gatza B5525 Sigma-Aldrich
Glizina G8898 Sigma-Aldrich
MetOH 141091.1214 PanReac

NacCl 31414 Sigma-Aldrich
Luminola A8511 Sigma-Aldrich
Azido p-kumarikoa C9008 Sigma-Aldrich
H202 H1009 Sigma-Aldrich
NH2C(=NH)NH: - HSCN (Guanidine thiocyanate) G6639 Sigma-Aldrich
NucleoZOL erreaktiboa 740404.200 Macherey-Nagel
CHCI3 (Chloroform) CL01981000 Scharlau
Isopropanola — 2-propanol A3928 Panreac AppliChem
Analisirako etanol absolutua 121086 Panreac AppliChem
DEPC-rekin trataturiko ur ultrapurua 750023 ThermoFisher Scientific
Midori Green MG40 Nippon Genetics Europe
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GmbH
EZ Load 100 PCR Molecular Ruler 170-8353 BioRad
Agarosa 118282B BioRad
Arcturus® PicoPure™ DNA Extraction Kit KITO103 ThermoFisher
iScript cDNA sintetizatzeko Kita 1708891 BioRad
SMARTer Universal Low Input RNA Kit 634940 Takara
iTag Universal SYBR Green Supermix 1725121 BioRad
DNA degradase plus erreaktiboa E2020 Zymo Research
DNA standard set kit D5405 Zymo Research
CsHsO (Phenol) P4557 Sigma-Aldrich
C2H3NAO?2 (Sodium acetate) W302406 Sigma-Aldrich
Azido azetiko glaziala 211008.1211 Panreac
RNAse ENO531 ThermoFisher
Proteinase K 25530049 ThermoFisher

3.1.3.

PRESTATUTAKO SOLUZIOEN ZERRENDA

Azkenik, laborategian prestatu genituen soluzio guztiak ondorengo taula honetan (3.3.

taula) jaso ditugu. Soluzio edo tanpoi bakoitza prestatzeko beharrezkoa den informazioa

bertan dago adierazita, osagai guztiak eta beraien kontzentrazio finalak edota beharrezko

kantitateak zehaztuz.

3.3. taula. Laborategian prestatu diren soluzioen zerrenda.

Soluzioa Osagaiak

250mM Tris-HCl pH 7.5, %40 glizerola, %4 SDS,

Kargatze-tanpoia 4X

%0.025 Bromofenol urdina p/b.

*Lagina preparatzean %5 DTT p/b gehitu.

Tris-HCI 1M pH 8.8

1L: 121.14g Tris-Base, HCI pH 8.8-an kokatzeko.

Tris-HCL 0.5M ph 6.8

1L: 62.07g Tris-Base, HCI pH 6.8-an kokatzeko.

Sodio dodezil sulfatoa (SDS) %10

10g SDS 100 ml H20tan.

Persulfato amonikoa (PSA)

1g persulfato amoniko 10 ml H20tan.

Elektroforesi Indargetzailea
- 10x

250mM Tris-Base pH 8.3, %1 SDS, 2M Glizina.
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Transferentzia Indargetzailea -
10x pH 8.3

250mM Tris-Base, %0.25 SDS, 1.92M Glizina.

*Erabiltzerako garaian %20 metanol gehitu.

Blokeo soluzioa

%5 BSA p/b Blotton.

Garbiketa Indargetzailea-a
(Blotto)

20mM Tris, 150mM NaCl, %0.1 Triton X-100.

Kimioluminiszentzia
areagotzailea (ECL)

1.25mM luminol, 0.2mM azido p-kumarikoa, 0.1M Tris-HCI
pH 8.5.
*Erabiltzerako garaian %0.3 H20: gehitu.

RNA/DNA TAE Elektroforesi
indargetzailea - 10X

1L: 242g Tris-Base, 57.1ml azido azetiko glaziala, 0.5M EDTA.

DNAren lisirako indargetzailea

100mM Tris-HCI, 5mM EDTA, 200mM NacCl.

*Erabiltzerako garaian %0.2 SDS gehitu.

Sodio Azetato 3M pH 7.0

1L: 246g Sodio azetato anhidridoa, azido azetiko glaziala pH
7.0-an kokatzeko.

TE/NaCl Indargetzailea

10mM Tris pH 8, 1ImM EDTA, 50mM NaCl.

TE Indargetzailea

1mM Tris pH 8, 1ImM EDTA.

“A Indargetzailea”

100mM Hepes pH 7.8, 150mM KCl, 10mM EGTA, 10mM
EDTA, 3.2M Sukrosa, %3 Triton X-100, 1 M DTT.

“Gatz gutxiko Indargetzailea”

100mM Hepes pH 7.8, 150mM KCI, 10mM EGTA, 10mM
EDTA, 80% Glizerola, 1M DTT.

“Gatz askoko Indargetzailea”

100mM Hepes pH 7.8, 4M KCI, 10mM EGTA, 10mM

EDTA, %80 Glizerola, 1M DTT.

3.2. Laginak

Atal honetan nire tesiko esperimentazioan erabili ditugun lagin biologikoen inguruan hitz
egingo dugu. Horri dagokionez, bi esperimentazio eredu mota nagusi ezberdindu
ditzakegu. Alde batetik, in vitro prozedura esperimentalak, non gauzatuko ziren
esperimentazioak kultibotan eta kondizio artifizialetan mantentzen diren zelulen bidez
burutu ziren. Eta beste alde batetik, in vivo prozedura esperimentalak, non gauzatuko
ziren prozedura esperimentalak modu autonomoan bizirik egon daitezkeen organismoen
gain burutu ziren. Tesi lanean zehar erabili genituen bi prozedura horiek hurrengo bi azpi-

ataletan azaldu ditugu.
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3.2.1.  Invitro prozedura esperimentalak:
ZELULAK

In vitro prozeduren barruan, kultibotan mantendu genituen zelula lerro ezberdinen
hazkuntza eta mantenuaz aparte, horiengan burutu genuen morfinaren tratamentu
kronikoa gauzatzeko pausuak, eta bestelako zenbait prozedura azalduko ditugu: zelula
amen diferentziazio prozesua, eta zelulen transfekzioa knockout lerroak eratzeko, besteak

beste.

3.2.1.1. Zelula lerroak eta bakoitzaren kultiboa

Erabili genituen zelula lerroak bi dira, hurrengo bi azpiataletan apaituko ditugun moduan.
Hala ere, esperimentazioaren zati handiena lehenengo zelula lerroarekin gauzatu genuen

nagusiki, hots, mESC zelulekin.

3.2.1.1.1. Sagu blastozistoen barne masatik eratorritako
zelula amak (mESC)

Ikerketa proiektu honetan in vitro buruturiko esperimentuetarako sagu-enbrioien barne
masatik eratorritako zelula amen (mESC) lerro zelular komertzial bat erabili genuen,
Mouse Oct4-GFP ES Cells (PCEMMOS, PrimCells LLC.) izenekoa, zehazki. Zelula lerro horrek

GFP proteina fluoreszentea adierazten du OCT4 genearen sustatzailearen menpe.

Zelula horien kultiboa beraien jatorrizko ezaugarriak mantentzea ahalbidetzen duen
medio baten laguntzaz gauzatu zen, Knock Out Serum DMEM hazkuntza medioa. Hala ere,
erabili aurretik osagai ezberdinekin osatzen zen: KSR-a %15eko amaierako
kontzentrazioan (ingelesezko KnockOut Serum Replacement; behi umekiaren sueroaren
(edo FBS-aren) ordez erabiltzen da zelula amen pluripotentzia mantenurako), Na
Pirubatoa %lean (CsHsNaOs), aminoazido ez-esentzialen soluzioa %lean, penizilina-
estreptomizina %1lean, L-Glutamina %lean eta B-Mercaptoetanol %0.07an. Horrez gain,
hainbat bide zidorren inhibitzaileak ere gehitzen ziren medioa erabiltzerako garaian
(azken unean): 10mM PD0325901, 30mM CHIR99021 eta 1000U/ml LIF (ingelesezko
leukaemia inhibitor factor). mESC zelulak hazteko ezinbestekoa da hazkuntza plaketan

oinarri bat edukitzea, eta horretarako gelatina erabili genuen nagusiki: zelulak plakan
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erein baino 20 minutu lehenago gelatina %0,1eko kontzentrazioan gehitzen zen hazkuntza
plakara, eta homogeneoki banatzen zen. Zelulak gehitu aurretik, soberan zegoen gelatina
guztia deuseztu egiten zen. Zelulak hazteko, 372Ctan dagoen eta %5eko CO; emaria duen
inkubagailuan mantentzen ziren, bi egunetik behin medioa aldatuz. Zelulak %80-90eko
konfluentziara heltzean, plakeatu edo altxatu egiten ziren. Zelulak altxatzeko, lehenengo
hazkuntza medioa kendu eta zelulak PBS 1x-arekin garbitzen ziren, ondoren tripsina
gehitu, eta giro tenperaturan edo 379Ctan inkubatzen ziren 2-3 minutu inguru, zelulak
plakatik desitsazteko. Tripsinaren eragina txikitzeko medioa gehitu (erabilitako tripsinaren
bolumen bikoitza) eta zelulak falcon hodi batean biltzen ziren. Ondoren, errotore
baskulantedun zentrifugan spin bat eman zitzaien sedimenta zitezen (5000 r.p.m., 5 min.,
252(C), eta medio guztia eliminatzen zen, tripsinaren arrasto guztiekin batera. Amaitzeko,
aldez aurretik 20 minutuz gelatinarekin trataturiko hazkuntza plaka edo flask berrian

ereiten ziren medio berriarekin, zelulak modu homogeneoan birsuspendituz.

3.2.1.1.2. Giza zelulak (hIPSC)

Ikerketa proiektu honetan in vitro prozeduretako erabili genuen beste zelula lerro bat giza
jatorriko hIPS zelulak izan ziren (ingelesezko human Induced Pluripotent Stem). Zelula
horien kultiboa beraien jatorrizko ezaugarriak mantentzea ahalbidetzen duen medio
baten laguntzaz gauzatu zen fabrikatzaileen jarraibideak jarraituz, mTeSR1 (85870,
StemCell Technologies Inc.) hazkuntza medioa. hIPS zelulak hazteko ezinbestekoa da
hazkuntza plaketan oinarri bat edukitzea, eta horretarako zelula horien hazkuntzarako
sortutako Matrigel (354277, Corning) oinarria erabili genuen hazkuntza plakan
homogeneoki banatuz. Zelulak hazteko, 372Ctara dagoen eta %5eko CO2 emaria duen
inkubagailuan mantentzen ziren, egunero medioa aldatuz. Zelulak %80-90eko
konfluentziara heltzean, plakeatu edo altxatu egiten ziren, 5-7 egunean behin. Zelulak
altxatzeko, lehenengo hazkuntza medioa kendu eta zelulak PBS 1x-arekin garbitzen ziren,
eta ondoren ReleSR erreaktiboa erabiltzen zen (05872, StemCell Technologies Inc) zelulak
plakatik desitsazteko. Behi zelulak altxatzean, erreaktiboa ezabatzeko zelulak falcon hodi
batean biltzen ziren errotore baskulantedun zentrifugan spin bat emanez (5000 r.p.m., 5
min., 252C), zelulak sedimentatu eta gainjalkina baztertzeko helburuarekin. Amaitzeko,
aldez aurretik RelLeSR erreaktiboarekin trataturiko hazkuntza plaka edo flask berrian

ereiten ziren medio berriarekin, eta zelulak modu homogeneoan birsuspendituz.
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3.2.1.2. Zelulen tratamendu kronikoa

Gure sistema-ereduan kanpo estimuluek sortzen dituzten aldaketa epigenetikoak
aztertzeko morfinaren tratamenduak gauzatu genituen. Tratamendu hori gauzatzeko,
zelulak %50eko konfluentzian aurkitzen ziren unean, hazkuntza medioa aldatu, eta
horrekin batera morfina gehitzen zitzaien 10uM-ko kontzentrazioan. Zelulak 24 ordutan
zehar mantentzen ziren morfinarekin, eta 372Ctan eta %5-eko CO, emariarekin. Kontrol
moduan, morfina gehitu beharrean sodio kloruroa gehitzen zen %0.9 (p/v)-ko
kontzentrazioan (serum fisiologikoa) (Yang et al., 2019). Behin 24 orduko tratamendua
amaitzean, morfina edo serum fisiologikoa zuen medioa deseuztatu, eta zelulak jasotzen
ziren ondoren analisi ezberdinak gauzatzeko. Analisi horiek burutu bitartean, zelulak

sedimentaturik gordetzen ziren -202Czko izozgailuetan.

3.2.1.3. mESC zelulen desberdintze-prozesua (EpiLC)

MESC zelulen desberdintze prozesuan morfinaren presentziak eragin dezakeen aldaketak
aztertzeko helburuarekin, morfinarekin tratatutako eta tratatu gabeko mESC-ak
desberdintze prozesu batera bultzatu ziren, epiblasto antzeko zelulak (ingelesezko
Epiblast Like Cells; EpiLC) lortu arte. Horretarako, 2013. urtean Katsuhiko Hayashi eta
Mitinori Saitou-k Nature Protocols (Hayashi & Saitou, 2013) aldizkarian argitaratu zuten
desberdintze protokoloa jarraitu zen. Desberdintze prozesu hori burutzeko, hainbat
hazkuntza faktore gehitzen dira hazkuntza mediora, bFGF (ingelesezko basic fibroblast
grow factor) eta aktibin A, zehazki. mESCatik EpilCLtara desberdintze prozesua burutzeko,
hazkuntza plaken oinarria giza plasmatik eratorritako fibronektinarekin (16,6%-ko
kontzentrazioan PBS-an disolbatua) tratatu zen ordu batez, eta zelulak N2B27 hazkuntza
medioarekin kultibatu ziren, desberdintzapen prozesua modu egoki batean emateko.
Zelulen kopurua oso kritikoa da desberdintze prozesua modu optimoan gertatzeko: 12
putzutako hazkuntza plaka bateko putzu bakoitzean (3,5cm?-ko azalera) 1x10° zelula
inguru erein ziren. N2B27 medioaren prestakuntza, ondoren zehazturiko pausuak
jarraituz burutu zen: N2B27 hazkuntza medioa, 500ml DMEM/F2+N2 eta 500ml
Neurobasal+B27 medioak elkartuz lortu zen, eta ondoren 1,8ml B-mercaeptanol (5mM)
gehitu zen. Bi medio horiek modu bananduan osatu ziren. DMEM/F2+N2 medioaren
500ml egiteko, 494ml DMEM/F12 medio komertzialari, 5ml N2, 0,5ml intsulina
(25mg/ml), 0,5ml apotrasferrina (100mg/ml), 0,33ml BSA (%7,5), 16,5ul progesterona
(0,6mg/ml), 50ul putreszina (160mg/ml) eta 5ul Na2SeO3 (3mM) gehitu zitzaizkion.

Neurobasal+B27 medioa osatzeko, berriz, 480ml Neurobasal medio komertzialari, 10ml
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B27, 5ml penizilina/estreptomizina eta 5ml L-glutamina (200mM) gehitu zitzaizkion.
Aipaturiko bi medioak osatu ondoren, eta hasiera esan bezala elkartu eta gero, medio
horri hainbat osagai gehitu zitzaizkion, soilik erabiltzeko garaian (azken unean): KSR
%lean, eta aurretik aipatu ditugun hazkuntza faktoreak, bFGF (12ng/ml) eta aktibin A
(20ng/ml). Behin mESCak desitsatsita, zelula horiek fibronektinarekin trataturiko
hazkuntza plakara plakeatu ziren aipaturiko medio preparatuarekin batera, eta modu
homogeneoan zabalduz. Zelulak hazteko, 372Ctan eta %5eko CO, emaria zuen
inkubagailuan mantendu ziren, hazkuntza medioa egunero aldatuz. mESCtik EpiLCetara

diferentziazio prozesu horrek 2-3 egun artean iraun zuen.

Desberdintze prozesua egiaztatzeko, zelulek EpilLC zelulen morfologia bereizgarria
eskuratu zuten ala ez behatu zen. Horrez gain, lorturiko zelulak jaso eta gero, zeluletatik
ateratako RNA totalarekin zenbait geneen adierazpena neurtu zen, mESC zelulak kontrol
moduan erabiliz. Neurketa hori, aurrerago 3.3.2 atalean azalduko dugun RT-qPCR
teknikaren bidez burutu zen, eta bertan Dnmt3b eta Xist geneak aztertu genituen.
Diferentziazio prozesua modu egokian emanez gero, bi gene horien adierazpenak
asaldatuta egon behar dute: Dnmt3b genearen adierazpena igo egin behar da, eta Xist

genearen adierazpena berriz, jaitsi (Hayashi et al., 2011).

3.2.1.4. in vitro mESC zelulen SmcHD1 KnockOut eraketa
Crispr-Cas9 metodoaren bidez (transfekzioa)

SmcHD1 entzimak mESC zeluletan betetzen duen funtzioa eta garrantzia aztertzeko
helburuarekin proteina horren KnockOut entseguak burutu genituen CRISPR-Cas9
metodoaren bidez. Horretarako, metodo horretan oinarritzen den plasmido baten
transfekzio prozesua gauzatu zen Michal R. Gdula eta lankideek 2019. urtean Nature
Communications aldizkarian argitaratu zuten artikuluan aipatzen den moduan.
Horretarako, SmcHD1 proteinan MommeD1 mutazioa ematen den lekura (23. exoia)
bideraturiko 3 RNA gidari (ingelesezko single guide RNA; sgRNA) diseinatu ziren, eta horiek
pX459 plasmidoan klonatu ziren, GenScript enpresak eskeinitako zerbitzuaren bidez.
pX459 plasmidoa, plasmido komertziala da, eta horrek CRISPR-cas9 metodoaren bidez eta
RNA gidek zehaztuta interesezko genearen knockout-ak eratzeko aukera eskaintzen du.
Kasu horretan, transfekzioa modu egokian eman zela baieztatzeko puromizina bidezko
zelulen hautaketa burutu zen, puromizina mediora gehituz. lzan ere, plasmidoak
puromizinarekiko erresistentzia ematen die zelulei. Hortaz, puromizinaren presentzian

bizirikk mantentzen diren zelulak, plasmidoa dute barnean. Esan bezala, erabilitako
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oligonukleotido edo RNA gidariak hiru izan ziren: caccgTTACAGTGGACGATCAGCTT;
caccgCTGCAATCCACAGTATAGAC; eta caccGGCGATCCAGATCAAACATC. Erabilitako
plasmidoa berriz, eSpCas9-2A- Puro (PX459) V2.0 izan zen (9.2kb).

Mouse Oct4-GFP ES Cells (ES OCT4) lerroaren transfekzioa, Lipofectamine 3000 izeneko
transfekzio erreaktiboa erabiliz gauzatu zen. Transfekzio bakoitza bi aldiz burutu zen,
transfekzio beraren erreplika tekniko bi edukitzeko helburuarekin, eta transfekzio
soluzioa horrela prestatu zen: transfekzio mota bakoitzeko OPTI-MEM medioaren 50 pl
ipini ziren bi hodi independienteetan, lehenengoan 3ul Lipofectamine erreaktiboa ezarri
ziren, eta bigarrengoan, berriz, 2ul Lipofectamine 3000 Reagent erreaktiboa,
plasmidoaren 1pg kantitatearekin batera. Ondoren, bi hodiak elkartu eta 5-10 minututan
zehar inkubatu zen giro-tenperaturan, guztira 100ul izanik transfekzio-soluzio mota
bakoitzeko. Transfekzioa burutzeko, zelulak aurreko egunean prestatu ziren. Horretarako
24 putzutako plakak erabili ziren, eta zelulak %30-20ko koenfluentzian ezarri ziren,
aurretik %0.1eko gelatinarekin trataturiko plaken gainean, eta 500ul ES OCT4 zelulen
hazkuntza medio osatuarekin (3.2.1.1.1. atalean zehaztu dugun medioa: %81 Knock Out
Serum DMEM hazkuntza medioa, %15 KSR, %1 Na Pirubato, %1 aminoazido ez-esentzialen
soluzioa, %1 penizilina/estreptomizina, %1 L-Glutamina, %0.07 B-Mercaeptanol, gehi
azken unean gehituriko 3 inhibitzaile: 10mM PD0325901, 30mM CHIR99021 eta 1000U/ml
LIF). 5-10 minututako inkubazioa bukatu orduko, zelulek aurretik zuten medioa aldatu eta
medio berria gehitu zitzaien, horien gainean transfekziorako soluzio preparatuaren 50ul
gaineratuz tantaz tanta. Plakak 37°Cko inkubagailuan, %5eko CO, emariarekin mantendu

ziren 24-48 ordutan zehar transfekzioa eman ahal izateko.

Transfekzioak egiaztatzeko, puromizina erabili zen selekzio metodo moduan. Puromizina
4ug/ml kontzentrazioan gehitu zen aurreko medio zaharra eliminatu eta gero, medio
garbi/berriarekin batera. Ondoren, zelulak beste 3 bat egunetan zehar mantendu ziren
erresistentziarik gabeko zelula guztiak hil arte. Horren ondoren, zelula erresistenteen
anplifikazioa burutu zen, eta lorturiko zelulei aurrerago azalduko dugun RT-qPCR
teknikaren (3.3.2. atala) bidez SmcHD1 genearen adierazpen-maila neurtu zitzaien, bere

espresioa nabarmenki jaitsi zela konprobatu ahal izateko.
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3.2.2.  Invivo prozedura esperimentalak:
ANIMALIAK

Ikerketa proiektu honetan in vivo ereduak aztertzerako garaian, Swiss Webster (SW)
saguak erabili ziren (mus musculus), Euskal Herriko Unibertsitateko (EHU/UPV) SGIKER
ikerkuntzarako zerbitzu generaleko animaliategiak ekoiztutako saguak. Ikerketa horretan
buruturiko prozedura esperimental guztiak Europar Batasunak ikerketarako eta
animaliekin esperimentuak burutzeko ezarrita dituen arauen arabera gauzatu ziren
(2010/63/EVU). Horrez gain, prozedura horiek guztiak Euskal Herriko Unibertsitateko
(UPV/EHU) animaliekin esperimentazioa egiteko etika batzordeak baimenduak izan ziren
(CEBA) (CEEA/339/2013/SUBIRAN CIUDAD eta M20/2016/142).

Erabilitako sagu guztiak 2 hilabeteko adinarekin jaso ziren, eta Bizkaiko kanpusak duen
animaliategia zerbitzu orokorrean mantendu ziren sexuaren arabera bananduta,
hamarnaka. Saguak, 12 orduko argitasun zikloekin eta ad libitum mantendu ziren; hau da,
janaria eta ura eskuragarri uneoro. Esperimentuetan zehar saguen manipulazioak
beraiengan eragindako estresa minimizatzeko helburuarekin, esperimentuekin hasi baino
astebete lehenago saguekin hartu-eman bat bultzatu zen saguak ikerlariaren ekintzetara
eta usainera ohitzeko. Horretarako, egunean behin 15 minutuko tartez kontaktu fisikoa

landu zen, eta honek euren estres maila nabarmen gutxitu zuen.

3.2.2.1. Sagu emeen hiperestimulazio obarikoa

Sagu emeetan hiperestimulazio obarikoa egitearen arrazoi nagusia, esperimentuan parte
hartuko zuten eme guztien obulazio aldia sinkronizatzea, eta horrela haien egoera
hormonala kontrolatzea izan zen, hormonek ekarri ditzaketen bariazioak minimizatzeko
helburuarekin. Hortaz, morfinazko tratamenduarekin batera burutu zen hiperestimulazio
obarikoa sagu emeetan. Horrez gain, emeek ernaltzen dituzten enbrioien kopurua
handitzeko ere erabilgarria da; saguen enbrioiak aztertu nahi izanez gero, animalia

gutxiago hiltzea dakar.

Kanpo hiperestimulazio obarikoa burutzeko bi hormona injektatu zitzaizkien sagu emeei,
eta hori injekzio intraperitonealaren bidez burutu zen: lehenengoa, umedun behorraren
sueroko gonadotropina edo PMSG (ingelesezko Pregnant Mare Serum Gonadotropin),

hormona folikuloestimulatzaile edo FSH hormonaren analogoa, eta, beraz, hazte
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prozesuan dauden obozito guztiak errekrutatzen dituena; eta bigarrena, giza
gonadotropina korionikoa edo hCG (ingelesezko human Chorionic Gonadotropin),
hormona luteinizantea edo LH hormonaren analogoa, eta, beraz, obulazio prozesuan
eragiten duena (injektatu eta 14-15 ordutara). Saguek hormona bakoitzetik 5IU-ko
injekzioa jaso zuen, batetik bestera 48 ordu iraganez: PMSG-aren injekzioa morfinazko
tratamenduaren hirugarren egunarekin bateratu zen, eta hCG-aren injekzioa morfinazko

tratamenduaren azken egunarekin.

3.2.2.2. in vivo saguen tratamendu kronikoa

Saguetan buruturiko morfinazko tratamendu kronikoa, Crain eta Shen-ek (Crain & Shen,
1995) 1995. urtean deskribatu zuten protokoloa jarraituz gauzatu zen. Tratamentu hori
larruazalpeko injekzioaren bidez gauzatu zen, eta egunean bi aldiz injektatzen zen morfina
hidrokloruroa, 12 orduko denbora-tartearekin (8:00 eta 20:00). Pausu hori, 4 egunetan
zehar gauzatu zen, egunetik egunera dosia emendatuz (20, 30, 40 eta 50mg/kg).
Tratamendua amaitzerakoan, 5. Egunean, saguek injekzio bakarra jaso zuten (10mg/kg)
goizeko 8:00tan. Talde kontrolari dagokionez, aldiz, morfinazko injekzioak eman

beharrean sodio kloruroa (%0.9 (p/v)) injektatu zitzaien; hau da, serum fisiologikoa.

Morfinazko tratamendu-kronikoaren efizientzia behatzeko, Plater beroaren analgesia
test-a (ingelesezko Hot Plate Analgesia Test) gauzatu zen. Horretarako, tratatu eta tratatu
gabeko saguak banan-banan 602C-tan zegoen plaka bero baten gainean ipini ziren, min-
erreflexua neurtzeko helburuarekin. Bertan, saguek salto egin arteko denbora neurtzen
da (Tzschentke et al., 2007; Ripoll et al., 2006). Morfinaren tratamentuak sorturiko
analgesiak beroarekiko erresistentzia handiago bat sortzen du eta. Behin tratamenduaren
efizientzia baieztatu eta gero, dislokazio zerbikalaren bitartez saguak hil ziren, eta
ondoren organo biologiko ezberdinak erauzi ziren: bihotza, giltzurrunak, pankrea, gibela,

obarioak eta testikuluak, besteak beste.

3.2.2.3. Enbrioien erauzketa, kultiboa, eta morfinaren
tratamendu kronikoa

Enbrioien erauzketa burutzeko, lehendabizi saguen gurutzaketa egin zen. Animalien
erabilpena ahalik eta egokiena izateko helburuarekin, sagu emeek hiperestimulazio

obarikoa jaso zuten PMSG eta hCG hormonen tratamenduaren bidez. Hormonaren
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injekzioa eta gero, emeetan Whitten efektua bultzatu zen sagu arren gernuaz bustitako
zerrautsa gehituz emeen kaiolei. Horrek emeen ziklo estralaren eta hormonen
tratamenduaren sinkronizazioa ahalbidetzen du (Whitten, 1956; Whitten, 1957). Ziklo
estralaren errekuperazio eta sinkronizazio hori arren gernuan dagoen feromona baten
bidez lortzen da; izan ere, emeek Lee-Boot efektua dela eta ziklo estralaren desagerpena

jasan dezakete (van Der Lee & Boot, 1956).

Hiperestimulazio obarikoaren injekzioaren bigarren eguna amaitzean bi eme gehitu ziren
ar bakoitzeko kaiola indibidualetan, eta bertan utzi ziren gau osoan zehar sagu emeak
estaliak izateko helburuarekin. Emeak estaliak izan zirela egiaztatzeko, hurrengo egunean
tapoi baginala aztertu zitzaien emeei. Tapoi baginala izateak emearen estalketa egoki bat
ziurtatzen ez badu ere, saguek duten ugalketa-tasa altua kontuan hartuta, egokia izan dela
ondorioztatzen da, oro har. Hortaz, saguak banandu, eta tapoiak izanez gero

prozedurarekin jarraitu zen.

Enbrioien erauzketa gauzatu aurretik, erauzketa eta hazkuntza plakak prestatu ziren 4
ordu lehenago. Denbora hori beharrezkoa da plaketako medioa gasifikatu eta
tenperatzeko. Sagu eme bakoitzeko erauzketa plaka bat prestatu zen, eta bertan 60 pl-
tako hialuronidasa tanta bat, KSOM hazkuntza medioaren 40 pl-tako tanta bat, eta 20 pl-
tako bi tanta prestatu ziren, eta parafinazko olio kapa batekin estali ziren bere horretan
mantentzeko. Bestalde, bi hazkuntza plaka prestatu ziren, morfinazko tratamendua
jasoko zuten eta kontrolak izango ziren enbrioiak ezberdintzeko. Plaka horietan KSOM
hazkuntza medioaren 10 pl-tako 9 tanta gehitu ziren, eta parafinazko olioaz estali ziren
ere. Ondoren, plaka guztiak 372Ctara eta %5eko CO2 emaria duen inkubadorean sartu

ziren, gasifikatuak eta tenperatuak izateko helburuaren.

Enbrioiak zelula bakarreko fasean erauzteko, ezinbestekoa da pausu guztien denbora
kontrola: injekzio, gurutzatze eta erauzketa orduak ondo zenbatu behar dira. Hori dela eta
PMSGaren injekzioa erauzketa baino 76 ordu lehenago, eta hCGaren injekzioa bitartean
48 ordu inguru igarotzea. Emeak lehenago hiltzen badira, baliteke ernalketa oraindik
gertatu ez izana, eta beranduago hiltzen badira, berriz, cumulus oophorus izeneko zelula

folikularren masa sakabanatua aurkitzeko arriskua dago.

Saguak hiltzeko lokadura zerbikala erabili zen, eta jarraian animalien sabela ebaki zen
umetokia eta obarioak bistarazteko helburuarekin. Jarraian, obarioa eta umetokiaren
artean kokatzen den obiduktuaren muturrak moztu, eta erauzketa plakako hialuronidasa
tantanean ezarri zen. Ernalketa egokia izanez gero, obiduktuak anpulu antzeko egitura bat

izaten du enbrioiak aurkitzen diren gunean. Enbrioi zelulak anpulu horren barnean egoten
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direnez, pintzen laguntzarekin anpulua ziztatu, eta enbrioiak dituen kumulua kanporatu
zen kontu handiz. Enbrioi kumulua hialuronidasa tantanean utzi zen giro tenperaturan,
kumuluko zelulak desegin eta enbrioiak garbitu arte. Ondoren, enbrioi guztiak KSOM
medio garbira pasatu ziren plastikozko kapilarren laguntzaz. Bertan, hainbat garbiketa
burutu eta beste bi tantanetara pasatu ziren, zigotoak zirela baieztatu eta haien
morfologia aztertzeko. Azkenik, lortutako enbrioi egoki guztiak hazkuntza plaketako

KSOM tantanetan banatu ziren 4-5 enbrioietako taldeetan.

Enbrioien hazkuntzarako, egunero hazkuntza medioa aldatu zitzaien, eta garapena modu
egoki batean ematen ari zela aztertzeko jarraipen bat burutu zen mikroskopioaren bidez.
Beraz, hazkuntza plakak goizean goiz prestatu ziren egunero, hazkuntza medioa aldatu
aurretik plakak gasifikatu eta tenperatzeko denbora eduki zezaten. Morfinaren
tratamendua gauzatzeko, erauzketa burutu eta 24 ordutara, enbrioiak bi zelulatan
banatuta zeudela egiaztatu zen. Baieztatuz gero, bildutako enbrioien erdiari morfinazko
tratamendua gauzatu zitzaien KSOM hazkuntza medioaren tantanei 10 uM morfina
gehituz, eta horrela mantendu ziren 24 orduz. Gainerako enbrioiei, aldiz, %0.9 (p/v)-ko
sodio kloruroa gehitu zitzaien, 24 orduz. Behi tratamendua amaiturik, enbrioien garapena
4-6 zelulatan zegoela frogatu eta hazkuntza medio garbia zuten plaketara aldatu ziren
plastikozko kapilarren laguntzaz. Enbrioiak 24-48 ordu mantendu ziren blastozisto mailara
iritsi arte. Amaitzeko, enbrioien kopurua zenbatu, morfologia aztertu eta eppendorf hodi

banatan bildu egin ziren, euren mantenurako -202Ctan gordez.

3.3. Metodologiak

Ondorengo atal honetan, esperimentaziorako materialarekin eta eskura eduki genituen
laginekin gauzaturiko analisi motak, eta horretarako erabili genituen metodologiak
azalduko ditugu. Hortaz, proteinen analisia, geneen adierazpenaren analisia eta DNAren
metilazio eraldaketa epigenetikoaren analisiak nola burutu genituen azalduko ditugu

banan-banan.
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3.3.1.  Proteinen analisia (WB)

Western Blotting (WB) edo immunoblotting teknika, edozein proteina nahasketan
proteina jakinen detekzioa du helburu nagusia, eta horretarako interesezko proteina
topatuko duen antigorputz espezifikoa erabiltzen da, beste gauzen artean (Towbin et al.,
1992).

3.3.1.1. Proteinen erauzketa eta kuantifikazioa

Proteinak erauzteko metodo ugari daude, eta laginen arabera horretarako aukeratzen
den metodologia ezberdina izaten da. Horrenbestez, kultibo zeluletatik eratorritako
laginetan proteinen erauzketa burutzeko jarraitu genituen pausuak zelula osoaren
metodoan erabiltzen direnak izan ziren, eta laginen normalizazioa analisirako erabilitako
zelulen kopurua berdinduz burutu zen. Zelulen kopurua kontatuz, lagin guztiak zelula-
kantitate berera doitu ziren. Horretarako, Neubauer ganbarak erabili genituen etxe
komertzialak gomendatzen dituen pausuak jarraituz. Lagin bakoitzaren kontzentrazio
finala 1.25-103 zelula/ul-etara doitu zen, “kargatze-tanpoia 4x”-arekin, eta proteasa eta

fosfatasa inhibitzaileekin batera.

3.3.1.2. Western Blotting-aren (WB) prozedura

Western Blotting teknika gauzatzerako orduan, proteinez osaturiko laginak akrilamidazko
gel batean ezarri eta bertan, tamainaren arabera separatzen dira. Hortaz, lehenengo
pausua elektroforesia burutzeko akrilamidazko gelak prestatzea da. Gel hauek egiteko
behar diren osagai guztiak eta hauen proportziak 3.4. taulan biltzen dira, eta bertan ikusi
dezakegun moduan, gel berdinaren parte izango diren bi gel ezberdin egiten dira: gel
banatzailea eta gel kontzentratzailea. Gel banatzailea, proteinak banatzeko balio duen
zutabea da eta kontzetratzailea berriz, banatzen hasi aurretik lagin guztiak kontzentratu
ahal izateko gela. Amaierako gelak bi fase ditu, gel banatzailea akrilamidazko gelaren
oinarria da eta gel kontzentratzailea aldiz, goiko partea, laginak sartzeko putzuak jartzen
diren lekua. Gelen banatzailearen proportzioa, gure kasuan %10, ikertu nahi diren

proteinen pisu molekularren arabera aukeratzen da.
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3.4. taula. WB teknika burutzeko erabiliko diren gelak preparatzeko behar diren erraktiboak eta

hauen proportzioak.

Gel banatzailea (%10) Gel kontzentratzailea

H20 Bolumena bete arte | H20 Bolumena bete arte
Tris 1M pH=8.8 %25 (bol) Tris 0.5 M pH=6.8 %25 (bol)

Bis Akrilamida %30 %33,3 (bol) Bis Akrilamida %30 %13.3 (bol)

SDS %10 %1 (bol) SDS %10 %1 (bol)

PSA %10 %0.5 (bol) PSA %10 %0.5 (bol)

Temed 5ul Temed 5ul

Laginetako proteinen banaketak elektroforetikoa gauzatzeko, aurretik aipatu dugun
moduan, laginak berotu egiten dira proteinen desnaturalizazioa burutzeko eta jarraian,
gel kontzentratzailean dauden putzuetan sartzen dira banan-banan, pisu molekular
ezaguneko markatzailea ere ipiniz. Hau burutu ahal izateko, aurretik preparatu dugun
gela, eletroforesia burutzeko euskarriaren barruan egon behar du “elektroforesi
indargetzailea”-rekin batera. Markatzailea eta lagin guztiak ezarrita daudenean, 100V-
tako potentzial diferentzia aplikatu zen proteinen banaketa burutzeko eta hau, BioRad
etxe-komertzialeko PowerPac Basic Power Supply gailuaren bidez gauzatu zen, Mini
PROTEAN Tetra elektroforesirako kubetan. Elektroforesi zutabean proteina guztiak
banatu ondoren, laginen azterketarekin jarraitzeko asmoz, gelean dauden proteina
guztiak mintz batera pasatu ziren, 0.22um-ko porodun PVDF mintzera zehazki. Hau
gauzatzeko, transferentzia moduan ezagutzen den teknika gauzatu zen, elektroforesirako
erabili zen kubeta eta gailu berdinaren laguntzaz. Hala ere, honetarako erabiltzen den
indargetzailea eta euskarriak ezberdinak dira. Hau, transferentzia sandwich moduko
muntaia erabiliz burutu zen, kanpoaldetik barrualderako ordenean, kuxinak, 3 whatman
paper geruza, gel-a eta PVDF mintza erabiliz. Transferentzia indargetzailea eta 100V-ko

korrontea aplikatuz tenperatura hotzean, proteinak mintzera iragatea lortu zen.

Geleko proteinen transferentzia prozesua burutu eta gero, PVDF mintzaren blokeoa
burutu zen eta horretarako BSA bidezko blokeoa burutu zen, honen %10-eko
kontzentrazioa duen soluzioarekin. Blokeoa ordu betez gauzatu zen giro tenperaturan,
ondoren burutuko zen proteinen detekzioa modu espezifikoan eman zedin. Hau bukatu

eta gero, antigorputz primarioa gehitu zitzaion mintzari eta hau, gau guztian zehar
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inkubatu zen 49C-tan. Erabili ziren antigorputz primarioak, interesezko proteina
identifikatzeko balio duten antigorputz espezifikoak izan ziren, eta hauetako bakoitzak
WB-erako duen diluzio eta inkubazio denbora optimoa aldakorra da. Erabilitako
antigorputz ezberdinak, hauen diluzioak eta inkubazio denborak, 3.5. taulan zehaztu
ditugu. Hurrengo egunean, antigorputz primarioa kendu eta 3 garbiketa burutu ziren,
blotto bidezko garbiketak. Beranduago, antigorputz primario bakoitzari zegokion eta HRP-
dun (ingelesezko Horseradish peroxidase) antigorputz sekundarioarekin inkubatu zen
mintzarekin batera ordu batez giro tenperaturan. Ondoren, antigorputz sekundarioa

kendu eta beste 3 garbiketa burutu ziren blotto garbiketa indargetzailearekin.

Hurrengo pausua, interesezko proteinara elkarturiko antigorputzen detekzioa izan zen eta
hau, antigorputz sekundariora konjokaturiko HRP-aren bidez lortzen da mintza
errebelatuz. Mintza errebelatzeko, HRP-arekin erreakzionatuko duen ECL substratu
kimioluminiszentea gehitu zen eta BioRad etxeko ChemiDoc XRS+ sistema eta Quantity
One softwarea erabilita, HRP-aren aktibitatea neurtu zen, interesezko proteina mintzan
kokatuz eta bere presentzia maila neurtuz; ECL substratuak, antigorputz sekundarioei
atxikitako HRP entzimarekin erreakzionatzen du argia emitituz. Interesezko proteinaren
kantitate erlatiboa kuantifikatzeko Image J softwarea erabiliz burutu zen; lagin ezberdinen
banden tamaina eta intentsitatea kontutan hartuta, hauen ratioa kalkulatu zen, eta
jarraian, kontrol eta morfinarekin trataturiko taldeen arteko ratio erlatiboa kalkulatu zen.
Normalizatzaile (ingelesezko housekeeping) moduan erabili genuen proteina B-aktina izan

zen.

3.5. taula. Tesi honetan erabili diren antigorputz primario eta sekundarioen zerrenda. WB:

Western Blot; O/N: over night; RT: Giro tenperatura.

Antigorputz Erreferentzia Etxe Ostalaria Diluzio Inkubazio

primarioak komertziala a denbora
Anti-H2AK119ub D27C4 Cell Signaling Untxia 1:1000 (WB) 49C-tan, O/N
Anti-H3K27me3 A2363 AbClonal Untxia 1:1000 (WB) 4°C-tan, O/N
Anti- B-Actin- A3854 Sigma-Aldrich Sagua 1:25000 RT, 1 ordu
Peroxidase (monoklonala) (wWB)

Antigorputz Erreferentzia Etxe Ostalaria Diluzio Inkubazio

sekundarioak komertziala a denbora

292 Anti-untxia Sc-2004 SantaCruz Ahuntza 1:1000 RT, 1 ordu
HRP Biotech
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3.3.2. Geneen adierazpenaren analisia (QRT-PCR)

Bai zeluletan eta bai saguen organoetan, morfinaren eraginez gene adierazpenean
emandako aldaketak neurtzeko polimerasaren kate-erreakzio kuantitatiboa edo RT-qPCR-
a (ingelesezko Real Time Polymerase Chain Reaction) erabili zen. RT-qPCRa, DNAaren
anplifikazio esponentziala eta kuantifikazio erlatiboa bateratzen dituen metodoa da.
Polimerasa entzimaren laguntzaz interesezko oligonukleotidoen anplifikazioa burutzen
da.

3.3.2.1. RNAren erauzketa

Laginetako RNA osoaren erauzketa Nucleozol erreaktiboaren bitartez burutu zen. Hala
ere, laginen homogeneizatuak prestatzeko jarraitu zen prozedura ezberdina izan zen

laginen arabera; prozedura ezberdina da zelulen edo ehun moten arabera.

Zelulen lagin homogeneizatua prestatzeko prozedura hurrengoa izan zen. Aztertu
beharreko zelulak petri plaketatik jaso ziren. Horretarako, plakan zegoen hazkuntza
medioa deseuztatu zen, zelulak PBS-arekin garbitu ziren, tripsina gehitu zen eta giro
tenperaturan 5 minutuz inkubatu eta gero, zelulak desitsatsiak geratu ziren. Tripsinaren
efektua gutxitzeko helburuarekin, tripsinaren bolumenaren medio bikoitza gehitu zen eta
plakako zelula guztiak 15ml-tako falcon hodian jaso ziren. Nahasketako tripsina guztia
eliminatzeko, zelulak 800 g-tara zentrifugatu ziren 3 minutuz. Zelulak hodiaren beheko
aldean prezipitatzen direnez, ondoren gainjalkina deuseztatu zen eta zelulen pelleta bi
aldiz garbitu zen PBS-aren laguntzaz, garbiketa bakoitzean lagina 800 g-tara zentrifugatu
zen 3 minutuz. Azken garbiketaren zentrifugazioa egin baino lehenago, zelulak 1.5ml-tako
eppendorf hodietara pasatu ziren eta bertan zentrigugatu ziren. Lorturiko zelulen pelletari
Nucleozol erreaktiboaren 500ul gehitu zitzaion, pipetaren laguntzaz guztiz

homogeneizatuz. Laginak 5 minutuz inkubatu ziren giro tenperaturan.

Saguen organoen lagin homogeneizatua prestatzeko, berriz, organo bakoitzaren 50mg
hartu eta hau, bisturi baten laguntzaz zatikatu zen. Organo bakoitzaren zati guztiak 1.5ml-
ko eppendorf hodietan ezarri ziren, Nucleozol erreaktiboaren 500ul gehitu zitzaien eta
homogeneizagailuaren edo ultraturrax-aren bitartez homogeneizatu ziren banan-banan.

Ondoren, lorturiko nahasketa homogeneizatua 5 minutuz inkubatu zen giro tenperaturan.
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Behin zelulen nahasketa homogeneizatua 5 minutuz inkubatu eta gero, bi lagin-moten
kasuetan RNA totalaren erauzketarako jarraitu ziren pausuak berdinak izan ziren. Lehenik,
nahasketa bakoitzari 200ul H.O gehitu zitzaion, 15 segundoz nahastu zen bortizearen
laguntzaz eta 5 minutuz inkubatu zen giro tenperaturan. Jarraian, aurretik 49C-tara
girotutako zentrifugan 12000 g-tara zentrifugatu ziren lagin guztiak 15 minutuz. Hemendik
aurrera buruturiko pausu guztiak izotzetan burutu ziren eta zentrifugazio guztiak 42C-tara
burutu ziren. Honen bidez, bi-fasedun laginak lortu ziren; RNA totala zuen goiko fase urtsu
eta garden homogeneizatua (RNA, gatzak,..), eta beheko fase arrea, gainerako
hondakinekin (Proteinak, DNA, zelularen organuluen arrastoak,...). RNA zuen fase urtsua
beste eppendorf hodi berri batera transferitu zen eta 500l isopropanol-arekin nahastu
zen, 10 minututako inkubazioarekin batera. Ondoren, RNAdun nahasketa hau 12000 g-
tara zentrifugatu zen 10 minutuz. Gainjalkina deuseztatu eta hodiaren oinarrian zegoen
RNA-ren pelleta bi aldiz garbitu zen, %75eko purutasuneko etanolarekin eta 5 minutuz
buruturiko 7500 g-tako zentrifugazioren bidez. Amaitzeko, etanolaren arrasto guztia
deseuztatu eta RNA garbia lehortzen utzi zen, jarraian nukleasarik gabeko uretan

disolbatuz.

Azkenik, saguen enbrioietatik RNAren erauzketa burutzeko, zelula kopuru txikiekin lan
egiteko gomendatzen den Arcturus® PicoPure™ DNA Extraction Kit-a erabili zen,

hornitzailearen argibideak jarraituz.

3.3.2.2. RNAren kontzentrazioa eta purutasunaren
neurketa

Erauzitako RNAren kuantifikazioa eta purutasunaren neurketa NanoDrop izeneko
espektrofotometroaren bidez gauzatu zen. Laginen purutasuna, laginen absorbantzia
neurtuz kalkulatzen du gailu horrek, uhin-luzera jakinen absorbantziaren arteko ratioa
kalkulatuz. RNA laginen purutasuna egokia izateko, NanoDrop-ak kalkulaturiko A260/280
eta A260/230 ratioen balioak 2 zenbaki ingurura gerturatu behar dira eta absorbantziaren

kurbak garbia izan behar du.

3.3.2.3. Alderantzizko transkripzioa

RNA laginak aztertu ahal izateko, RNA laginen alderantzizko transkripzioa burutu zen,

lagineko RNA totalaren baliokidea izango den errepresentazio egonkorra lortzeko, hau da,
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DNA osagarria (cDNA). cDNAren sintesia burutzeko, iScript cDNA Synthesis Kit komertziala
erabili zen, bertan zehazten diren jarraibideak jarraituz. Hortaz, 15ul-ra doitutako 1ug
RNA, 1ul “iScript alderantzizko traskriptasa” eta 4ul “5XiScript erreakzio nahasketa”-rekin
nahastu zen (guztira 20ul) eta hau, MyCycler termoziklagailuan inkubatu zen hurrengo
programa jarraituz: 5 minutu 25°Ctan, 30 minutu 42°Ctan eta 5 minutu 85°Ctan.

Amaieran, lagin bakoitzeko 50ng/ul cDNA inguru lortuz.

Saguen enbrioietatik eratorritako RNA laginen cDNAren sintesia burutzeko, aldiz, RNA
kopuru txikietan oinarritutako SMARTer Universal Low Input RNA Kit-a erabili zen,
hornitzailearen argibideak jarraituz. Teknika hori Sevillako 11Q-CSIC ikerketa zentroan
gauzatu zen, eta bertan, saguen enbrioietatik eratorritako RNA laginetatik cDNA
sintesizatzeaz gain, lagin horien anplifikazioa ere burutu zen bertako lankideekin

burututako lankidetza baten bitartez, eta horrela eskura genuen cDNA aberastu zen.

3.3.2.4. Hasle espezifikoen diseinua

Gene jakinen hasle espezifikoak diseinatzeko, software eta online dauden erreminta
ezberdinak erabili genituen. Jarraituriko pausuak honako hauek dira: Lehendabizi,
interesezko geneen mMRNA sekuentzia bilatu zen, NCBI-ren (ingelesezko National Center
for Biotechnology Information) orrialdeko Nucleotide sailaren bidez, espeziea eta
intereseko genea zehaztuz. Ondoren, lorturiko sekuentzia osorako hasle espezifiko
ezberdinak topatu ziren Primer3 (v 0.4.0) (Koressar & Remm, 2007) software-aren
laguntzaz (Untergasser et al., 2012). Hautaturiko hasleen espezifikotasuna, NCBI-ren
Blast-Basic local alignment search tool erramintaren Nucleotide Blast aukera erabiliz
aztertu zen (Altschul et al., 1990). Amaitzeko, Kaliforniako Santa Cruz unibertsitateak
sorturiko UCSC Genome Browser zerbitzuko In-Silico PCR erramintaren bidez eta
espeziearen genoma-sekuentziaren azken bertsioa erabiliz (Saguen kasuan
GRCm38/mm10 (Dec. 2011) eta gizakien kasuan berriz, GRCh38/hg38 (Dec. 2013)),
aukeraturiko hasle espezifikoak genomako zein lekutan kokatuko diren aztertu zen, hauen
espezifikotasuna berretsiz. Horrez gain, hasle hauek erabiltzen hasterako garaian zenbait
entsaio burutu ziren hasleen efizientzia eta espezifikotasuna praktikan berresteko
asmoarekin. Horretarako, jarraian azalduko dugun esperimentuen bidez lorturiko
emaitzekin kurba patroiak eta disoziazio kurbak gauzatu ziren. Hasle espezifiko ezberdinak

dira espeziearen arabera eta guztien sekuentziak 3.6. taulan jaso dira.
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3.6. taula. Geneen adierazpen analisia burutzeko erabili ziren hasleen sekuentzia. mRNA:

intereseko geneen mRNA-ren detekziorako hasle espezifikoak.

Genea Izen osoa Sekuentzia (5’->3’)
hActb Actin Beta (f) TGGCATCCACGAAACTACCT
(r) ACGGAGTACTTGCGCTCAG
hDnmt1l DNA Methyltransferase 1 (f) CGACTACATCAAAGGCAGCA
(r) TGGACTTGTGGGTGTTCTCA
hHprtl Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 (f) CCTGGCGTCGTGATTAGTGA
(r) CGAGCAAGACGTTCAGTCCT
hSmcHD1  Structural Maintenance Of Chromosomes (f) AGGCAGTGGAGATGTTTTGG
Flexible Hinge Domain Containing 1
(r) GCGTCAGTGGTTAGGGTGA
mActb Actin Beta (f) GGGCTATGCTCTCCCTCAC
(r) CACGCACGATTTCCCTCT
mDnmtl DNA Methyltransferase 1 (f) GCCAGTTGTGTGACTTGGAA
(r) GTCTGCCATTTCTGCTCTCC
mDnmt3A DNA Methyltransferase 3 Alpha (f) AAACTTCGGGGCTTCTCCT
(r) ATGGGCTGCTTGTTGTAGGT
mDnmt3B DNA Methyltransferase 3 Beta (f) ACTTGGTGATTGGTGGAAGC
(r) CCAGAAGAATGGACGGTTGT
mEed Embryonic Ectoderm Development (f) CCACAAATACGCCAAATGC
(r) CAAACACCAGAGGGTCTCCT
mEzh2 Enhancer Of Zeste 2 Polycomb Repressive (f) AGAATGTGGAGTGGAGTGGTG
Complex 2 Subunit
(r) CAGTGGGAACAGGTGCTATG
mGadph Glyceraldehyde 3-phosphate (f) TATGACTCCACTCACGGCAAATT
dehydrogenase (r) TCGCTCCTGGAAGATGGTGAT
mMbd1 Methyl-CpG Binding Domain Protein 1 (f) CACGACCTTCCTGACTTCCT
(r) CCAACCCCTCCTATCTCCTC
mMbd2 Methyl-CpG Binding Domain Protein 2 (f) ACACATCTCAACCCCTCTGC
(r) GTGCCTCCTCCAGTTTCTTG
mMbd3 Methyl-CpG Binding Domain Protein 3 (f) TTGAGTGCCTTTGACATTGC
(r) AGGGTGCTGGTGTGTAGAGC
mMbd4 Methyl-CpG Binding Domain Protein 4 (f) GCAAAAACCATTATCAAGTTCTCA

(r) GATTCTCCCAAAGCCAGTCA
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mPcx Pyruvate Carboxylase (f) CAACACCTACGGCTTCCCTA

(r) CCACAAACAACGCTCCAT

mSmcHD1 Structural Maintenance Of Chromosomes (f) TGGATAGGACAGTAGCCGAGA

Flexible Hinge Domain Containing 1
(r) ATTGCTTCCCCCTTTTTGTT

mTetl Tet Methylcytosine Dioxygenase 1 (f) TGCTCCAAACTACCCCTTACA

(r) CCCTCTTCATTTCCAAGTCG

mTet2 Tet Methylcytosine Dioxygenase 2 (f) TGGCTACTGTCATTGCTCCA

(r) TGTTCTGCTGGTCTCTGTGG

mTet3 Tet Methylcytosine Dioxygenase 3 (f) CGCCGTGATTGTTATCTTGA

(r) TGTTAGGGTCTTTGCCTTGG

mSuzl2 polycomb repressive complex 2 Subunit (f) ACAGAAGCCAGAGACGACCT

(r) GGAGCCATCATAACACTCATTG

mXist X Inactive Specific Transcript (f) GCCTCTGATTTAGCCAGCAC

(r) GCAACCCCAGCAATAGTCAT

Hasleak Integratd DNA Technologies-ek (IDT) eskeinitako zerbitzuaren bidez eskuratu
genituen eta hauek, liofilizatuta jaso ziren. RT-qPCR prozesuan erabili ahal izateko, hasle
hauen hodiei spin bat eman zitzaien eta 100uM-eko kontzentraziora doitu ziren,
nukleasarik gabeko behar beste uretan disolbatuz (stock disoluzioa). Lanerako erabiliko
den diluzioa 10uM-ekoa izan zen. Stock nahiz lanerako diluzioak hozkailuan mantendu

ziren -202Ctara.

3.3.2.5. Polimerasaren kate-erreakzio kuantitatiboa
denbora errealean (RT-gPCR)

Interesezko geneen adierazpena modu semi-kuantitaboan analizatu zen Polimerasaren
Kate-Erreakzio kuantitatiboa Denbora Errealean (ingelesezko Real Time Polimerase Chain
Reaction; RT-gPCR) teknikaren bidez eta adierazpen hau neurtzeko, iTag Universal SYBR
Green Supermix erreaktibo komertziala erabili zen, detekziorako zunda floreszenteak
dituen erreaktiboa. Lagin bakoitzean azterturiko gen bakoitzeko 3 erreplika tekniko
burutu ziren eta P96 plakaren putzu bakoitzean preparatu ziren nahasketek honakoa
zeramaten: 5ul iTag SYBR Green Supermix 2X, 0.15ul Forward haslea, 0.15ul Reverse
haslea, 0.7ul nukleasarik gabeko ura eta 4ul cDNA (5ng/ul). Guztira, 10ul-ko bolumena
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duen nahasketa 20ng cDNArekin. Segidan, P96 plakari zentrifugazio labur bat eman eta
RT-gPCR prozesua burutzen duen gailura eraman zen cDNAren anplifikazio prozesua
hasteko, hau da, BioRad etxe komertzialeko CFX96 Real Time PCR detekzio
termoziklagailura. Tenperatura eta denbora zikloak iTag Universal SYBR Green Supermix
erreaktiboak adierazitako jarraibideen bidez zehaztu ziren: desnaturalizazioa 952Ctan 10
minutuz; hibridazioa 952Ctan 20 segundoz eta luzapena, 592Ctan minutu batez, 39 ziklo
errepikatuz; azkenik, fusio kurba (ingeleseko melting curve) 652Ctan burutu zen 5

segundoz.

Lehenago aipatu dugun moduan, hasle espezifikoen bikote bakoitzaren efizientzia, RT-
gPCR teknikarekin kurba estandarrak burutuz aztertu zen; laginek duten cDNA
kantitatearen diluzio jarraituen bitartez. Baldintza egokietan hasle espezifikoen kurbek -
3.3ko (+/- 0.3) malda izaten dute, %100eko efizientzia adieraziz. Horretaz gain, geneen
adierazpena neurtzeko beharrezkoa da kasu bakoitzerako egokienak diren normalizatzaile
edo housekeeping-ak erabiltzea. Normalizatzaileak, zelula edo ehun mota bakoitzean
modu egonkorrean adierazten diren geneak izaten dira, horregatik, hauek erabakitzeko
housekeeping ohikoenen artean egonkortasun azterketak egin ziren, kontrolak eta
tratamentua jaso zuten laginen artean adierazpen aldaketarik erakutsi ez zuten
housekeeping-ak aukeratu ziren. Gure kasuan, ES OCT4 zelulentzako Gapdh
(Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) eta Pcx (Pyruvate Carboxylase) erabili
genituen eta animalientzat berriz, aukeraturikoak ezberdinak izan ziren organoaren
arabera: Gadph, Pcx, Actb (Actin Beta) eta Ppia (Peptidylprolyl Isomerase A), besteak

beste.

RT-gPCR teknikaren bidez lorturiko Ct balioak interpretatzeko, 2-AACt metodo bidezko
gene adierazpenaren kuantifikazio erlatiboa burutu zen (Livak & Schmittgen, 2001), hau
da, termoziklagailuan lortutako Ct balioak 2-AACt-ra bihurtu ziren kontrol eta
morfinarekin trataturiko taldeen arteko kuantifikazio erlatiboa lortzeko. Hala ere,
lorturiko emaitzak berresteko eta analisi estatistikoa gauzatzeko, gene bakoitzaren
adierazpena hiru/bost esperimentu independentetan neurtu ziren eta errepliken arteko
desbiderapen estandarra 0.2 unitate baino txikiagoa zen kasuetan soilik hartu ziren

kontuan.
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3.3.2.6. Gene adierazpen analisia Fluidigm PCR
nanofluidikoaren sistemarekin

Aldi berean intereseko gene kopuru handien adierazpena neurtzeko Fluidigm PCR
nanofluidikoa erabili genuen. Honek, lagin kantitate txiki batean gene mordoen
adierazpena neurtzeko aukera eskaintzen du, oso teknika erabilgarria delarik. Gene
bakoitza banan-banan RT-gPCR teknikaren bidez aztertzea saihesten duenez, abantaila
nabaria ekartzen du lan karga aldetik. Hortaz, Euskal Herriko Unibertsitateko Genomika
eta Proteomikako zerbitzuak eskaintzen duen Fluidigm-eko Biomark HD Nanofluidic gPCR
sistema, GE 48.48 Array Dinamikoaren sistemarekin batera, erabili zen
(https://www.ehu.eus/es/web/sgiker/gene-adierazpenen-zerbitzuak). Laburki, teknika
hau gauzatzeko egindako pausuak RT-gPCRaren antzekoak izan ziren hasiera batean
(3.3.2.1/2/3 atalak): Laginetako RNAren erauzketa Nucleozol erreaktiboaren bidez
gauzatu zen; kontzentrazioa, purutasuna eta integritatearen neurketa NanoDrop-aren
bidez burutu zen; eta alderantzizko transkripzioa iScript cDNA Synthesis Kit-a erabiliz
burutu zen. Jarraian, cDNAz osaturiko laginak prestatu eta gero, lagin hauetan aztertu
nahi izan ziren geneen adierazpena aztertzeko erabili ziren hasle espezifikoak prestatu
ziren bikoteka, bikoteko bakoitzeko 100uM ipiniz, erdi eta erdi. Detekziorako EvaGreen
zunda fluoreszentea erabili zen. Azkenik, teknika honen bidez lorturiko emaitzen
analisirako, RT-qPCRarekin bezala egin genuen moduan, lortutako Ct balioak 222Ct-ra
bihurtu ziren kontrol eta morfinarekin trataturiko taldeen arteko kuantifikazio erlatiboa

lortzeko.

3.3.3. DNAen metilazio globalaren analisia
(LC-MS/MS)

Bai zeluletan eta bai saguen organoetan, morfinaren bidez DNAren gaineko metilazio
mailetan emandako aldaketak neurtzeko Kromatografia Likidora akoplaturiko Masa
Espektometria (LC-MS/MS) teknika erabili zen. Metodo horrek, genomako zitosina
metilatuen eta hidroximetilatuen portzentai globalak zenbateko diren aztertzeko aukera

eskeintzen du.
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3.3.3.1. DNAren erauzketa

Laginetako DNAren erauzketa Fenol-Kloroformo/Isoamiliko teknika klasikoaren bidez
burutu zen. Hala ere, laginen homogeneizatuak prestatzeko jarraitu zen prozedura
ezberdina izan zen laginen arabera; prozedura ezberdina da segun in vitro hazitako zelulak

izan edo saguen organoetatik eratorritako ehunetako zelulak izan.

In vitro zelulen lagin homogeneizatua prestatzeko prozedura jarraian azalduko da. Aztertu
beharreko zelulak petri plaketatik jaso ziren. Horretarako, plakan zegoen hazkuntza
medioa deseuztatu zen, zelulak PBSarekin garbitu ziren, tripsinaren gehitu zen eta giro
tenperaturan 5 minutuz inkubatu eta gero, zelulak desitsatsi ziren. Tripsinaren efektua
gutxitzeko helburuarekin, tripsinaren bolumenaren medio bikoitza gehitu zen eta plakako
zelula guztiak 15ml-tako falcon hodian jaso ziren. Nahasketako tripsina guztia
eliminatzeko helburuarekin, zelulak 800 g-tara zentrifugatu ziren 3 minutuz. Zelulak
hodiaren beheko aldean prezipitatzen direnez, ondoren gainjalkina deuseztatu zen eta
zelulen pelleta bi aldiz garbitu zen PBS-aren laguntzaz, garbiketa bakoitzan laginak 800 g-
tara zentrifugatu ziren 3 minutuz. Azken garbiketaren zentrifugazioa egin baino lehenago,
zelulak 1.5ml-tako eppendorf hodi berrietara pasatu ziren, bertan zentrigugatuz. Lorturiko
zelulen pellet bakoitzari DNAren lisirako indargetzailearen 500ul gehitu zitzaion (10%”7
zelula), Proteinasa K-ren 5pul-rekin (10mg/ml) batera eta zelulak guztiz homogeneizatu

ziren pipetaren laguntzaz.

Saguen organoen lagin homogeneizatua prestatzeko, berriz, organo bakoitzaren 50mg
hartu eta hau, 1.5 ml-ko eppendorf hodietan jarri ziren, DNAren lisirako indargetzailearen
500ul gehitu zitzaien, Proteinasa K-ren 5pul-rekin (10mg/ml) batera eta
homogeneizagailuaren edo ultraturrax-aren bitartez homogeneizatu ziren banan-banan.
Behin zelulen nahasketa homogeneizatua izanik, bi laginentzat jarraituriko prozedura
berdina izan zen. Lehenik, aurreko pausoaren bidez lorturiko zelulen nahasketa gau
guztian zehar utzi zen Shaker-ean 552Ctara 1100 r.p.m.-ko nahasketa abiadurarekin.
Hurrengo egunean, lagin bakoitzari 5ul RNAsa gehitu zitzaion (10mg/ml) eta lagin guztiak
Shaker-ean mantendu ziren 379Ctara eta 350 r.p.m.-ko nahasketarekin. Ondoren, 400ul
fenol gehitu zitzaien eta 10 minututako inkubazioa gauzatu zen giro tenperaturan.
Inkubazio denbora pasatu eta gero, Kloroformo/lsoamiliko nahasketaren (24:1
proportzioan) 400ul gehitu ziren eta bortize nahasgailuaren laguntzaz biziki nahastu ziren.
Ondoren, lagin guztiak zentrifugatzera eraman ziren, 1600 g-tara eta 5 minutuz.
Zentrifugazio honen bidez sorturiko bi fasetako soluzioko goiko fase urtsua beste

eppendorf hodi berri batera pasatu zen. Ondoren, bananduriko fase urtsu honi
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Kloroformo/Isoamilikoaren nahasketaren beste 400ul gehitu zitzaizkien, berriro ondo
nahastu eta zentrifugatzera eraman ziren kondizio berdinetan. Berriro, laginak bi fasetan
bananduta geratu ziren eta goiko fase urtsuarekin geratu ginen, hau beste hodi berri
batera pasaraziz. Jarraian, hodi berera izotzetan hozturiko %100eko etanolaren 800ul
gehitu zitzaien laginei, 120ul Na Azetatoarekin batera. DNAdun nahasketa hau -202Ctan
gorde zen gau osoan zehar. Hurrengo egunean, lagin guztiak 14000 r.p.m.-tara
zentrifugatu ziren 15 minutuz (42C) eta honen bidez sortutako pelletarekin geratu ginen
gainjalkina deseuztatuz. DNAren pelleta bi aldiz garbitu zen izotzetan hozturiko %75eko
purutasuna zuen etanolarekin, 5 minutuz buruturiko 14000 r.p.m.-tako zentrifugazioren
bidez. Amaitzeko, etanolaren arrasto guztia deseuztatu eta DNA garbia lehortzen utzi zen

5 minutuz, ondoren pelleta TE indargetzailearekin disolbatuz.

3.3.3.2. DNAren kontzentrazioa eta purutasuna

Erauzitako DNAren kuantifikazioa eta purutasuna NanoDrop  izeneko
espektrofotometroaren bidez gauzatu zen. Gailu horrek, laginen purutasuna laginen
absorbantzia neurtuz kalkulatzen du, uhin-luzera jakinen absorbantziaren arteko ratioa
kalkulatuz. DNA laginen purutasuna egokia izateko, NanoDrop-ak kalkulaturiko A260/280
eta A260/230 ratioen balioak 2 zenbaki ingurura gerturatu behar dira eta absorbantziaren

kurba garbia izan behar du.

3.3.3.3. DNAren digestioa

DNAren metilazio eta hidroximetilazioak aztertzeko garaian, zeluletatik eta saguen organo
ezberdinetatik eratorritako laginetako DNA kateak 100bp inguruko nukleotidotako
kateetan zatitzea beharrezkoa da, ondoren lagin hauek LC-MS/MS teknikaren bidez
aztertu ahal izateko. Horregatik, lagin horietako DNA zatiketzeko DNA Degradase Plus

erreaktibo komertziala erabili zen.

3.3.3.4. Kromatografia likidora akoplaturiko masa
espektrometria (LC-MS/MS) teknika

Kromatografia Likidora akoplaturiko Masa Espektometria teknikak lagin bakoitzean

dagoen DNAko zitosina kopurua neurtzeko aukera ematen du, eraldatu gabeko zitosinak,
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zitosinak metilatuak eta zitosina hidroximetilatuak bereiztuz eta identifikatuz. Emaitza
hauek aztertuz, zitosinak jasan ditzaketen eraldaketa hauen portzentaia zenbateko den
jakin daiteke. Laginekin batera, eraldaketa bakoitzaren kopuruak detektatu ahal izateko,
erreferentzia moduan erabiliko den lagin gehigarri batzuk beharrezkoak ditu gailu honek,
kontzentrazio ezaguneko laginak. Honek, aztertuko ditugun laginetan topatuko ditugun
eraldaketen kopurua zenbatekoa den jakitea ahalbidetuko du. Horretarako, DNA standard
set kit komertziala erabili zen. Lagin horiek, UPV/EHUk ikerkuntzarako duen zerbitzu
orokorra den Sgiker-en laguntzaz aztertu ziren, Gasteizko Lascaray lkergunean
(https://www.ehu.eus/es/web/sgiker/arabako-analisirako-zerbitzu-zentrala-

aurkezpena). Azterturiko laginen alikuotak (10ul, 50ng DNA digeritu dutenak)
alderantzizko faseko UPLC zutabe batean prozesatu ziren (Eclipse C18 2,1 x 50 mm, 1,8-
ko partikula tamaina, Agilent), aldez aurretik orekatua eta ur/metanol/azido
formikoarekin (95/5/0,1-ko proportzioan) (100ul/min) garbitua. Zutabeko efluentea
elektropulberizazio ioien iturri bati gehitu zitzaion (Agilent Jet Stream), laukote
hirukoitzeko masa espektrometrora konektatua (Agilent 6460/6400 QQQ). Makinak ioien
erreakzio positibo anizkoitza monitorizatzeko moduan jardun zuen aldez aurretik
optimizatutako baldintzak erabiliz, eta zati espezifikoen ioien trantsizioen intentsitatea
neurtu eta erregistratu zen; MH + - (5mCm/z 242.1 - 126.1, 5hC 258.1 - 142.1 eta dC
m/z 228.1 - 112,1). Lagin esperimental bakoitzean neurtutako 5mC eta 5hmC-ren
ehunekoa kalkulatzeko, lorturiko emaitzen gailurrak edo tontorrak (MRM peak) hartu
ziren oinarritzat eta hauek, zitosina guztien kopuru totalarekin zatitu ziren (5mC + 5hmC

+ C) (guztizko zitosinaren multzoa).

3.3.4. Zitosinaz zitosinako metilazioaren analisia
(WGBS)

Zeluletan morfinaren bidez DNAren gaineko metilazio mailetan emandako aldaketak
neurtzeko Whole Genome Bisulfite Sequencing (WGBS) teknika erabili zen. Metodo horrek
genoma osoko zitosina guztiak aztertzen ditu, zitosina bakoitzaren kokapena eta metilazio
egoera aztertuz (metilatua dagoen ala ez), hau da, metilomaren azterketa baimentzen du.
WGBSren abantaila nagusia, genomako ia CpG dinukleotido guztiek duten metilazio-
egoera hautemateko duen gaitasuna da, CpG dinukleotidoen dentsitate baxuko
eskualdeak barne (Yong et al., 2016).
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3.3.4.1. DNAren erauzketa eta laginen kontzentrazio,
purutasun eta integritatearen neurketa

Helburu horretarako, genomako DNA fenol-kloroformo/isoamiliko teknikaren bidez erauzi
zen, eta eskuratutako DNAren kuantifikazioa eta purutasuna NanoDrop izeneko
espektrofotometroaren bidez gauzatu zen. Gailu horrek, laginen purutasuna laginen
absorbantzia neurtuz kalkulatzen du, uhin-luzera jakinen absorbantziaren arteko ratioa
kalkulatuz. DNA laginen purutasuna egokia izateko, NanoDrop-ak kalkulaturiko A260/280
eta A260/230 ratioen balioak 2 =zenbaki ingurura gerturatu behar dira, eta

absorbantziaren kurbak garbia izan behar du.

3.3.4.2. Whole Genome Bisulfite Sequencing (WGBS)
sekuentziazio metodoa

Nukleotido kateen sekuentziazio prozesu guztiak hartzen edo biltzen dituen azterketa
metodologikoei bigarren belaunaldiko sekuentziazio edo NGS (ingelesezko Next-
Generation Sequencing) moduan ezagutzen ditugu. Hitz horrek, azido nukleikoen

sekuentziazio masiboa burutzeko erabiltzen diren teknologia guztiak biltzen ditu.

Sekuentziazio prozesuarekin hasi baino lehen lagin guztiak prestatu behar dira, eta
horretarako erauzitako DNAren zatikatzea burutu behar da. Zatiketa hori sonikatzailearen
laguntzaz burutu zen, eta horren bidez 150-300 bp bitarteko DNA zatiak lortu genituen
(Covaris LE220 ultrasonikatzailea). Jarraian, laginen anplifikazioa burutu behar da, eta hori
laginen liburutegiak sortzeko helburuarekin gauzatzen da. Liburutegien prestaketa, eta
ondorengo sekuentziazio prozesua, kanpo zerbitzuek eskaintzen dituzten sekuentziazio
plataformen bidez burutu genuen, Bartzelonako CRG zentroan zehazki (Centre of
Genomic Regulation) (http://www.crg.eu/en/core/programmesgroups/genomics-unit).
Liburutegien prestatzeko, KAPA Library Preparation Kit-a erabili zen produktuaren
ekoizleek gomendatutako pausuak jarraituz, eta bi muturretako (ingelesezko paired end)
sekuentziazioa gauzatuz. Egokitzaileak xGenTM Methyl UDI-UMI Adapters-en (Integrated
DNA Technologies) protokoloak jarraituz gehitu ziren. Liburutegien kalitatea behatzeko,
Agilent 2100 Bioanalyzer DNA 7500 assay bidezko kalitate-kontrola burutu zen.

Sekuentziazio prozesua, aldiz, /llumina NovaSeq 6000 S4 plataformaren bidez burutu zen
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30x estaldurarekin lagin bakoitzeko, guztira 4 lagin izanik (kontrola eta morfina, eta

bakoitzeko bi erreplika).

WGBS teknikak bisulfito konbertsioa du oinarri moduan (Feil et al., 1994; Zhou et al.,
2019). DNA desnaturalizatua (hau da, hari bakarreko DNA) sodio bisulfitoarekin tratatuz,
metilatu gabeko zitosina-hondakinak desaminatu egiten dira, eta ondorioz, uraziloak
izatera iragaten dira. Metilatuta dauden zitosinak, aldiz, bai 5mC eta bai 5hmC, bere
horretan geratzen dira inongo aldaketarik jasan gabe. Sorturiko urazilo hondar horiek PCR
erreakzio bidez anplifikatzen direnean timina izatera pasatzen dira, eta 5mC edo 5hmC
hondarrak, berriz, zitosina moduan mantentzen dira; erreferentziazko genoma eta
bisulfitoarekin tratatutako DNAren arteko sekuentzia-informazioak konparatuz gero,

zitosinen metilazio-patroiari buruzko informazioa lortzeko aukera eskaintzen du.

3.3.4.3. WGBSaren analisi bioinformatikoa

Sekuentziazio prozesuaren ondoren, lorturiko emaitzak aztertzeko, laginetako
sekuentzietatik lortutako datuen analisi bioinformatikoa burutu zen. WGBS sekuentziazio
metodoetatik lortutako datu gordinen analisi bioinformatikoa behetik gorako prozesua
da, eta bi pausu orokorretan banatzen da. Lehenengo pausua, sekuentziaturiko DNA zati
motzak (ingelesezko read-ak) genoma osoko sekuentziara mapatzea da, puzzle antzeko
bat osatuz. Hau da, read guztiak dagokien genomako puntu zehatzetan kokatzen dira.
Bigarren pausua, berriz, sekuentziaturiko laginen informazio biologikoaren erauzketa da.
Pausu hori asko aldatu daiteke esperimentu batetik bestera, eta horretarako programa
ugari existitzen dira, eta bakoitzak bere berezitasunak ditu. Analisi bioinformatikoa
gauzatzeko jarraitzen diren argibideak laburbiltzen dituen protokoloari pipeline deritzogu,
eta bertan prozesu horretan burutuko diren pausu guztiak zehazten dira, pausu
bakoitzean erabiliko diren programak zehaztuz. Prozesu hori gauzatzeko software libre
asko daude erabiltzaileen eskuragarri (R, C++, Python, Perl, Java, etab.). Hala ere,
programa bakoitzak erabiltzen duen programazio hizkuntza ezberdina izaten da. Prozesu
horretan jarraitu behar diren pausuak, eta horretarako erabili daitezkeen programak
zeintzuk diren azaltzen dituzten blog, foro eta web orrialdeak asko daude, eta bertan

programa horien erabilpena ere azaltzen da.
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BS-Seq Pipeline

Used softwares and tools File format Statistics

| FastQC - FastQC Quality

Control report

|

Ga;-::.e! - Control report
after timmin,
:
genome
h 4
Build reference Bismark - Alignment
genome (Alignment) summary
r
Bismark - Deduplication
(Deduplication) summary

A

e Bismark -‘ Visualization in UCSC |
refce (Methylation
genome
extractor) -‘ Coverage and CpG report |

-‘ Methylation counts |

- Differentially
methylated analysis

MethylDackel

v

[ methylKit |

!

DOWNSTREAM ANALYSIS
Genes / Gene Ontology

edgeR

3.1. irudia. WGBS teknikaren bidez lorturiko datu gordinen analisi bioinformatikoan jarraitu den pipeline
edo protokoloa. Ezkerretik eskuinera, pausu ezberdin bakoitzerako erabilitako software edo tresna guztien
izenak, programa horiei dagozkien fitxategien formatuak, eta azkenik, pausu bakoitzean erabili diren analisi

estatistikoak.

Gure laginen analisi bioinformatikoa burutzeko, Euskal Herriko Unibertsitateak eskaintzen
duen ARINA plataformaren Katramila zerbitzaria eta bertako kalkulu noduluak erabili
genituen. Bestalde, laginen WGBS azterketa saguen enbrioietako zelula ametan gauzatu
zirenez, analisian zehar erabili zen erreferentziazko genoma saguarena izan zen
(GRCM38/mm10). Analisian jarraitutako pipeline-a 3.1. irudian laburbiltzen da. Bertan,
erabili ditugun software edo tresnen izenak ageri dira, baita horiei dagozkien fitxategien

formatuak, eta pausu bakoitzean gauzatutako analisi estatistikoak ere.
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Horrez gain, Pipeline-ean zehaztu ditugun tresna informatiko bakoitzean erabili behar den
programazio hizkuntza, tresnari eman diogun erabilera praktikoarekin batera, ondoren

aurkezten dugun taulan zerrendatu ditugu (3.7. taula).

3.7. taula. Analisi bioinformatikoa burutzeko erabili diren tresna bioinformatikoen zerrenda.
Prozesu guztian zehar erabili diren programa edo software ezberdinak aipatzen ditugu banan-
banan, bakoitzari dagokion programazio hizkuntzarekin eta bere helburu espezifikoarekin.
Tresna Bertsioa eta Erabilera
informatikoa

Programazio

hizkuntza
cat V.8.22 - GNU Sekuentzien kateatzea
FastQC v.0.11.6 — Java Sekuentzien kalitate kontrola
Trim Galore! v.0.6.2 — Perl Sekuentzien egokitzaileen mozketa
Bismark v.0.22.1 — Perl BS sekuentzien lerrokatzea eta metilazio
mailen neurketa
twoBitToFa v.382 — C++ Lerrokatzeen erreferentziazko genoma
indexatzea
multiqc v.1.9 — Phyton Pausu guztien datu estatistikoak biltzeko
programa
SAMtools v.14.0 — C++ BAM fitxategien manipulazioa
MethylDackel v.0.5.1 - GNU Metilazio ehunekoen zenbaketa
. Metilazio sekuentzion metilazio
Methylkit v.1.16.1 —R . . .
bereizgarridun zitosinen antzematea
Metilazio sekuentzion metilazio
EdgeR v.3.32.1-R . . o
bereizgarridun zitosinen antzematea
Venny v.2.1.0 Emaitzen integrazioa
Gene Ontology L .
) v.16.1.0 Gene taldeen funtzio biologikoen azterketa
Consortium
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3.3.4.3.1. Kalitate kontrola

Laginen sekuentziazioaren datu gordinak jaso genituenean burutu genuen lehenengo
pausua, informazio guztia zuten .fastq fitxategien kalitatezko kontrol orokor bat gauzatzea
izan zen, artxiboen kalitatea ebaluatzeko eta horien bidez eskuratuko genuen
informazioaren fidagarritasun maila ezagutzeko. Horretarako, “FastQC” programa erabili
zen, Babraham Institutuak garatutako eta datu bioinformatikoen kalitate-kontrolak
burutzeko zabalki onartua dagoen software bat
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) (Andrews, 2010). FastQC
erremintak, datu guztien azpimultzo bat aztertzen du, eta bertan eskuraturiko emaitzak
datu multzo osora estrapolatzen dira. Erremintak sortutako txosten horiek, sekuentziazio
prozesuan zehar arazo teknikorik gertatu den ala ez jakiteko balio izaten du. Komando

lerroan FastQC erabiltzeko era honako hau da: sedfile 1... seqfileN, azterturiko fitxategiak.
> fastqc seqfilel seqfile2 ... seqfileN

FastQC analisia hainbat modulutan banatzen da, eta atal bakoitzaren azalpenak link
honetan aurkezten dira:

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/Help/

3.3.4.3.2. Sekuentzien kateatzea

Bigarren pausua, lagin bakoitzari dagokion .fastg fitxategi guztiak kateatzea da.
Sekuentziazio prozesuetan, sekuentzia bera behin baino gehiagotan sekuentziatzen da
emaitza fidagarriagoak lortzeko asmoz, eta ondoren, sekuentzia guztiak kateatu behar
dira bata bestearen atzean erreferentziazko genoma baten laguntzaz, sekuentzia
guztiekin genoma osoa eraikiz. Fitxategiak kateatzeko “cat” programa erabili genuen,
Torbjorn Granlund eta Richard M. Stallman-ek sortutako erreminta, GNU sistema
eragilearen barnean (https://www.gnu.org/manual/manual.html). Tresna hori
erabiltzeko komando lerroa, honako hau da: sedfile 1... seqfileN, azterturiko fitxategi

guztiak; output.segfile, emaitza fitxategia.
> cat seqfilel seqfile 2 ... seqfileN > output.seqfile

Behin lagin bakoitzari zegokion .fastq fitxategi guztiak kateatuta, sortutako fitxategi
berriei FastQC analisia egin zitzaien, aurreko pausuan azaldutako komando lerro berbera

erabiliz.

97


http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)%20(Andrews
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/Help/
https://www.gnu.org/manual/manual.html

3.3.4.3.3. Egokitzaileen mozketa

Hirugarren pausua, sekuentziazio prozesurako erabili ziren egokitzaileen mozketa izan
zen. Sekuentziaturiko zatien fitxategiei FastQC tresnarekin burutu genituen kalitate
analisiek agerian utzi zuten egokitzaileak ezabatzeko beharra, eta hori ezinbestekoa izaten
da sekuentziazio prozesuarekin modu egoki batean jarraitzeko. Egokitzaileak DNAzko
oligonukleotido artifizialak dira, DNA zatietara itsasten dira sekuentziatuak izan daitezen,
eta ezberdinak erabiltzen dira euren artean ezberdintzeko. Egokitzaile horiek 30 base
inguruko zati laburrak izaten dira nagusiki, read-en 5’ eta 3’ muturretan kokatzen dira, eta
horrek QScore balioa txikitzea ekartzen du. Hortaz, arazo hori saihesteko garrantzitsua
izaten da analisi bioinformatikoa burutu aurretik egokitzaileak ezabatzea; arazorik ez

izateko hurrengo urratsetan, eta, bereziki, sekuentzien lerrokatzea hobetzeko.

Egokitzaileak mozteko “Trim Galore!” tresna erabili genuen. Babraham institutuak
garatutako erreminta hori, kalitatea automatizatzeko, egokitzaileak mozteko eta
kalitatezko kontrolak berregiteko erabiltzen da
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore) (Krueger F., 2015).
Beraz, tresna horren laguntzaz liburutegia sortzeko erabili ziren “xGen™ Methyl UDI-UMI
Adapters” (Integrated DNA Technologies) egokitzaileak hauteman, eta horien ezabaketa

gauzatu genuen, ondoren sekuentzia horien analisia (FastQC) berreginez.

Trim_Galore! Tresna erabiltzeko komando lerroa honako hau da: --clip_r1/r2, fitxategi
bakoitzaren 5’ ertzean zenbait bp mozteko aukera bi muturreko sekuentziazioa
burutzean; --fastqc, FastQC analisia berregiteko aukera egokitzaileen mozketa burutu
ondoren; --gzip, sortu ziren fitxategi berriak konprimatzeko aukera; --paired
prozesatutako sekuentziak bi muturrekoak direla zehazteko aukera; filename(s),

azterturiko fitxategiak.

> trim_galore [options] <filename(s)>
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3.3.4.3.4. WGBS sekuentzien lerrokatzea eta irudikapena

Behin egokitzaileen mozketa burutu eta gero, hurrengo pausua lagin bakoitzeko
sekuentzia guztiak erreferentziazko genomari lerrokatzea izan zen. Hori, ezinbesteko
urratsa da, eta bertan read guztiak genomaren posizio espezifiko jakin batera esleitzen
dira, saguaren GRCm38/mm10 erreferentziazko genoma oinarri moduan erabiliz. Bada,
pausu horrek “puzzle” baten antzera funtzionatzen du, pieza guztiak beraien artean

elkartuz.

Lerrokatzea gauzatzeko lanabes ezberdinak erabili daitezke. Horrelako erremintak
sekuentziazio plataformetako elkarteek, edo software libreetako erabiltzaileek sortuak
izaten dira. BS-Seq laginetarako erabiliena, “Bismark” (Krueger & Andrews, 2011)
erraminta da
(https://rawgit.com/FelixKrueger/Bismark/master/Docs/Bismark_User_Guide.htm), eta
horrek bi funtzio nagusi ditu: alde batetik, sekuentzien lerrokatzea, eta bestetik, laginetan
metilatuta dauden zitosinen antzematea. Bismark tresnaren barnean, lerrokatze prozesua
burutzeko erabiltzen den softwareetako bat Bowtie2 da (Langmead & Salzberg, 2012;
Langmead et al., 2019) (http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/manual.shtml).
Software horrek, lerrokatze prozesua era sentikor eta bizkorrago batean gauzatzen du

memoria gutxiago erabiliz.

Lerrokatze-prozesuak burutzeko aukeratu zen erreferentziazko genoma, jada aipatu
dugun moduan, sagu-genomaren azkenetariko bertsio egonkorra izan zen
(GRCm38/mm10): 2011ko abenduko sagu-genomaren muntaia (mm10, Genome
Reference Consortium Mouse Build 38 (GCA_000001635.2)). Muntai hori, Mouse Genome
Sequencing Consortium eta National Center for Biotechnology Information (NCBI)

erakundeen arteko elkarlanaren bidez gauzatu zen.

Lerrokatze prozesua hasi aurretik, aukeratutako erreferentziazko genoma bisulfito
modura itzultzea ezinbesteko pausua da, baita genoma indexatzea ere. Horrek, Bowtie2
erremintak burutuko duen lana errazten du, read guztiak bizkorrago bilduz eta lerrokatuz.
Erreferentziazko sagu-genoma UCSC Genome Browser nabigatzailetik deskargatu genuen
(Kent et al., 2002) (http://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/mm10/bigZips/), .2bit
formatuan dagoen informazioa (mm210.2bit). Hori dela eta, datu horiek erabili ahal izateko
.2bit fitxategi horiek .fasta formatura pasatu genituen “twoBitToFa” tresnaren bidez
(http://hgdownload.cse.ucsc.edu/admin/exe/linux.x86_64/), eta horretarako erabili zen
komando lerroa honako hau da: input.2bit, sagu-genomaren fitxategia; output.fa, emaitza

fitxategia:
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> twoBitToFa input.2bit output.fa

Erreferentziazko genoma indexatzeko, berriz, Bismark softwareko
“Bismark_genome_preparation” aukera espezifikoa erabili genuen, aurreko pausuan
erauzitako genomaren .fa fitxategiarekin, eta erabilitako komandoa honako hau da: --
bowtie2, sortzen den fitxategia bowtie2 programak erabiltzeko erreferentziazko genoma
formatuan sortzeko aukera; --genomic_composition, sekuentzia genomikoaren mono eta
di nukleotidoen konposizioa sortzeko aukera; mm10/, bisulfito motako itzulpena egiteko

erreferentziazko genoma kokatzen den karpetaren zehaztasunak.
> bismark_genome_preparation [options] <arguments>

Horrekin, erreferentziazko genomaren aurkibide antzeko bat sortu genuen, C>T
itzulpena eginda zuten eta .bt2 formatuan zeuden 6 fitxategiz osatua, eta G>A itzulpena
eginda zuten eta .bt2 formatuan zeuden beste 6 fitxategiz osatua. Horiek guztiak
beharrezkoak izan ziren lagin bakoitzaren read-ak erreferentziazko genomarekin

lerrokatzeko.

Ondoren, laginen lerrokatzea burutu genuen, metilazioen antzematearekin batera.
Erabilitako komando lerroa honako hau da, ondorengo aukerekin: --genome,
erreferentziazko genomaren fitxategia; --bowtie2, lerrokatzea bowtie2 programaren
bidez egiteko aukera; --un, lerrokatu ez diren read-ak biltzen dituen fitxategia sortzeko
aukera; --ambig_bam, lerrokatze bat baino gehiago egiten duten read-ak biltzen dituen
fitxategia sortzeko aukera; -nucleotide_coverage, lerrokatzean lortutako datuekin mono
eta di nukleotidoen konposizioaren estimazioa egiteko; --pbat, lerrokatzea era ez
zuzenean egiteko aukera (CTOT eta CTOB); -q, lerrokatu nahi diren fitxategiak .fasta edo
.fq formatuan daudela adierazteko; -1 <mates1>/-2 <mates2>, lerrokatu nahi diren .fq

fitxategi guztiak.
> bismark [options] <genome_folder> {-1 <mates1> -2 <mates2> | <singles>}

Behin prozesu hori guztia amaituta, Bismark softwareak lerrokatze mailaren kalitate maila
adierazten duen txosten bat sortzen du. Bertan, lerrokatzeko erabili diren read kopuruak,
0 aldiz, behin, eta behin baino gehiagotan lerrokatu ziren adierazten da. Horren bidez,
lerrokatze prozesuaren efizientzia orokorra zenbateko den zehaztu daiteke. Lerrokatze
maila orokorra begiratuz gero, WGBS analisiaren bidez aztertu genituen laginen lerrokatze

efizientzia egokia izan zela esan daiteke (3.8. taula).
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3.8 taula. Bismarck bidez gauzatutako lerrokatze edo mapatze prozesuaren inguruko kalitate datuak.

4-Bismark > Alignment karpetan

Read 1 1< 0 aldiz o .
ea appin
Sample K lerrokatutako lerrokatutako lerrokatutako ff.p.p &
opurua efficienc
- read-ak read-ak read-ak .
R1C1 442116105 318515887 29345173 94255045 72,0%
R2C1 396662329 287393634 24690817 84577878 72,5%
R1T1 368762239 274756683 22608047 71397509 74,5%
R2T1 430872653 305845826 28737601 96289226 71.0%

Lerrokatzearen ostean, sekuentzien lerrokatzean ematen diren bikoizketak ekiditeko
pausu bat egiten da sekuentziak aztertzerako garaian. Pausu horren bidez genomako
posizio berean behin baino gehiagotan ematen diren lerrokatzeak ezabatzen dira.
Bikoizketa horiek oso ohikoak izaten dira gehiegizko PCR anplifikazioa ematen denean.
Bikoizketak ekiditeko, Bismark softwareko “deduplicat_bismark” aukera espezifikoa
erabili genuen, eta erabilitako komando lerro honako hau da: --bam, bikoizketarik gabe
sortzen den fitxategia .bam formatuan sortzeko aukera; filename(s), bikoizketak ezabatu

nahi diren .bam fitxategia.

> deduplicate_bismark [options] filename(s)

3.9. taula. Bismarck bidez eta bikoizketa kasuak ezabatuz lorturiko lerrokatze edo mapatze prozesuko

kalitate datuak.

4-Bismark > Deduplication karpetan

sample Lerrokatze Ezabatutako Bikoizketa gabeko
kopurua bikoizketa kopurua lerrokatze kopurua
R1C1 318515724 41720769 (13.10%) 276794955 (86.90%)
R2C1 287393462 35155896 (12.23%) 252237566 (87.77%)
R1T1 274756550 50113237 (18.24%) 224643313 (81.76%)
R2T1 305845640 39525304 (12.92%) 266320336 (87.08%)
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Bikoizketak ezabatzeko pausuak, bikoizketa kopuruak laburbiltzen dituen txosten bat
sortzen du, eta bertan lerrokatze kopurua, ezabatutako bikoizketa kopurua eta bikoizketa

gabeko lerrokatze kopurua zehazten dira lagin bakoitzeko (3.9. taula).

Bismark tresnak ahalbidetzen dituen azpi-tresnekin analisi bioinformatikoak burutzen
jarraitu aurretik, bikoizketak ezabatu ostean lortutako .bam fitxategiak barne hartzen
zituen metilatutako zitosinen posizio-datuak antolatu genituen, kromosomaren arabera
lehenengo, eta posizio koordenatuen arabera bigarrenik. Horretarako, “Samtools”
programa erabili genuen (http://samtools.sourceforge.net/) (Li et al.,, 2009), .bam
fitxategiak manipulatzen dituen erreminta. Tresna horrek .bam fitxategiak manipulatu eta
.sorted.bam fitxategieak sortu zituen, eta horretarako erabili zen komando lerroa honako

hau da: -0, emaitza fitxategia; in.bam, hasiera fitxategia .bam formatuan.
>samtools sort [options...] [in.bam]

WGBS teknikaren bidez eskuratu genituen datuen analisi estatistikoarekin jarraitzeko,
Bismark softwarearen barnean erabili genuen azken tresna
“bismark_methylation_extractor” izan zen. Tresna horren bitartez lerrokatzean lortutako
metilazioaren informazioa erauzi genuen, DNA zatiekin sortutako kate bakoitzaren
metilazio maila espezifikoak identifikatuz. Horrez gain, genoman zehar identifikatutako
metilazio puntu guztien irudikapena sortzeko helburuarekin, .bedGraph fitxategiak sortu
genituen. Horrek, UCSC genoma nabigatzailea erabiliz (Kent et al., 2002) metilatutako
zitosinak genomako gene ezberdinetan nola banatzen diren irudikatzeko aukera ematen
du. Metilazioaren informazioa erauzteko, erabili genuen komando lerroa honako hau da:
--gzip, metilazioaren informazioarekin sortuko diren fitxategiak .gzip formatuan sortzeko
aukera; --bedGraph, metilazioaren informazioa irudikatzeko fitxategia sortzeko aukera; --
cytosine_report, genoma osoko metilazioen laburpen txostena sortzeko aukera; --
genome_folder, erreferentziazko genomaren fitxategia; <filenames>, metilazioaren

informazioa erauziko den fitxategiak .bam formatuan
> bismark_methylation_extractor [options] <filenames>

Bismark-ek, metilazioen informazioaren erauzketaren ostean lortzen dituen metilazio-
ehunekoen kopuruak laburbiltzen dituen txosten bat sortzen du. Bertan, lagin bakoitzean
aztertutako zitosina kopurua, eta CpG dinukleotido guztietatik metilatuta dauden

zitosinen ehuneko balioak zehazten dira (3.10. taula).
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3.10.taula. Bismarck bidez lagineko aztertu diren zitosina guztietatik metilatuta dauden zitosinen ehuneko

balioak biltzen dituen taula.

4-Bismark > Methylation extractor karpetan

Aztertutako C Metilatutako C kopurua
Sample
kopurua CpG-etan
R1C1 9271799982 41.4%
R2C1 8788722432 41.7%
R1T1 7430257497 39.4%
R2T1 8956654402 39.6%
3.3.4.3.5. WGBS adierazpen bereizgarridun zitosinen
antzematea

WGBS esperimentuen helburu orokorra DNAko zitosina metilatuak genomako zein gune
jakinetan topatzen diren ezagutzea da, eta hori lagin ezberdinak alboratuz bien artean
dauden metilazio ezberdintasunak identifikatzeko erabili daiteke. Gure kasuan,
tratamendu jakin baten efektua ikusi nahi izan dugunez, lagin tratatuak eta kontrolak
konparatu ditugu. Horretarako, ezinbestekoa da zitosina bakoitzaren metilazioen
ehunekoak ondo kuantifikatzea, ondoren metilazio mailak laginen artean konparatzeko
inolako akatsik gabe. Norabide horretan burutu diren lan ugari badaude ere, ikerketa
horiek erabili dituzten metodo eta algoritmoak ezberdinak izan dira, eta hori aztertu behar
diren lagin moten araberakoa izaten da; ez da existitzen prozesu hori burutzeko protokolo
zehatzik, ezta prozezesu horretarako egokiena izango den prozedura edo pipeline zehatzik
(Liu et al., 2020; Yu et al., 2016; Klein et al., 2015). Pausu hori gauzatzeko, oro har,
erreminta ezberdinen konbinazioa gomendatzen da, lorturiko emaitzak beraien artean
konparatuz eta metilazio bereizgarridun zitosinak ahalik eta zehaztasun handienarekin
identifikatuz. Hori horrela izanik, bibliografian deskribatzen diren tresna guztien artean
sentikortasun handia erakutsi duten edota faltsu positibo tasa baxuak izan dituzten bi
tresna aukeratu genituen. Horiek, R plataformako Bioconductor softwareak eskaintzen

dituen pakete estatistikoen barnean erabilgarri daude:
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Lehenengoa, methylKit tresna (Akalin et al., 2012) izan zen
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/vignettes/methylKit/inst/doc/
methylKit.html), Fisher-en test zehatzarekin ebatzitako beta banaketa
binomialean oinarritzen den tresna. Lanabes hori oso erabilia da erreplika
biologiko gutxi dituzten sekuentziazio esperimentuetan zitosinen metilazio
bereizgarrien portzentaiak aztertzeko. methylKit-arekin hasi aurretik, Bismark-
ekin egindakoa lerrokatzeko .sorted.bam fitxategietako metilazio zitosinen
ugaritasuna zenbatu genuen MethylDackel “extract” erremintaren laguntzarekin
(https://github.com/dpryan79/MethylDackel). Horretarako erabili genuen
komando lerroa honako hau da: ref.fa, erreferentziazko genoma;

sorted_alignmets.bam, .sorted.bam fitxategiaren izena.

> MethylDackel extract [OPTIONS] <ref.fa> <sorted_alignments.bam>

Modu bereizgarrian metilatutako zitosinak identifikatzeko eta genoman zehar
duten kokapena zehazteko, MethylDackel tresnarekin lortutako metilazioaren
ehuneko balioak methylKit tresnaren bidez aztertu genituen, pakete estatistiko
horretarako zehaztuta dagoen gida jarraituz. Horrenbestez, normalizazioa egiteko
laginen arteko read-en estaldura distribuzioaren metodoa erabili zen. Gainera,
egun ezberdinetan batutako errepliken arteko lotura kontuan izan genuen (kasu
honetan “batch” eran agertzen dena). Ondoren PCA grafikoaren konparaketa
guztietan kontrol eta morfina laginen bereizketa garbia zela baieztatu genuen.
Bukatzeko metilazio bereizgarridun CpG-ak identifikatu eta zegozkien geneetan

izendatu ziren.

Bigarrengo tresna, berriz, edge (Robinson et al., 2010) izan zen
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html), eredu lineal
batean oinarrituz metilatutako eta metilatu gabeko read-etatik datozen balioen
egokitzea egiten duen lanabesa, eremu genomiko bakoitza banan-banan aztertuz.
Bertan, erreplika biologikoen metilazio ehunekoen bariazioa dispertsio binomial
negatiboaren parametroarekin moldatzen da, zitosinen metilazio bereizgarria
kalkulatzeko zehazki. Horrenbestez, bismark _methylation_extractor tresnarekin
lortutako metilatutako zitosina kopuruen balioa biltzen duten fitxategian
oinarrituta, edgeR pakete estatistikoaren bisulfito sekuentziaziorako erabilera gida
jarraitu genuen (Chen et al.,, 2018) eta sekuentzien liburutegien tamainan
oinarritutako normalizazioa burutu genuen. Horren ostean, PCA grafikoen

konparaketa egin genuen kontrol eta morfina laginen bereizketa garbia zela
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baieztatzeko eta bukatzeko, metilazio bereizgarridun CpGak identifikatu eta

zegozkien geneetan izendatu ziren.

Bi tresna horien bitartez identifikatu ziren metilazio-bereizgarridun geneen integrazioa
egiteko, hau da, bi tresnekin aztertutako gene amankomunak identifikatzeko, Venny

tresna erabili genuen (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) (Oliveros, 2007).

3.3.4.3.6. Ezaugarri genomikoen izendatzea

WGBS analisiko metilazio bereizgarria duten geneen zerrenda amankomuna identifikatu
ostean, gene taldeen funtzio biologikoak aztertu genituen. Egun funtzio biologikoak
aztertzeko tresna ugari daude eskuragarri, eta gure kasuan “Gene Ontology Consortium”
(GO, http://geneontology.org/) lanabesa aukeratu genuen gure datuak aztertzeko.
Horren bidez, gene zerrenda bakoitzari zegokion funtzio biologikoen informazioa eskuratu
genuen (Ashburner et al., 2000; The Gene Ontology Consortium, 2019). Ontologia
analisiaren bidez eskuraturiko aberastasun balioak Fisher-ren test zehatzarekin ebatzi
ziren, eta FDR-ari dagokionez 0,05 baino P-balio txikiagoak zituzten emaitzak hartu ziren

kontuan.

3.3.5. DATUEN ANALISI ESTATISTIKOA

Teknika ezberdinen bidez lortu ziren datuak aztertzeko erabili genuen analisi estatistikoa
Student T Proba izan zen, eta emaitzak estatistikoki esanguratsuak izan zirela onartu ahal
izateko p balioa hartu genuen kontuan, esanguratsutasun maila hiru mailatan banatuz:
p<0.05 (*), p<0.01 (**) eta p<0.001 (**).
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4.1. Morfinak DNAren metilazioan
eragindako aldaketa epiganatikoak

Egungo literatura aztertuz gero, DNAren metilazioaren inguruan ikerketa ugari burutu
direla ikus dezakegu. Ikerketa horietan frogatu denez, DNAren metilazio-patroia aldatu
egin daiteke zenbait kanpo faktoreen ondorioz. Opioideak, kanpo faktore horien artean
daude, eta esanguratsuenetariko bat morfina da. Morfinaren esposizioak ekartzen dituen
aldaketa epigenetikoak aztertzeko helburuarekin burutu diren ikerketak egon badaude
ere, 0so eremu zabala da eta asko dago horren inguruan ikertzeko. Morfinak sortzen
dituen eraldaketa epigenetikoak mota askotakoak dira, eta gainera, zelula motaren
arabera eraldaketa bakoitzak duen funtzioa edota sortzen duen eragin zelular eta
fisiologikoa erabat ezberdina da. Horrez gain, DNAren metilazioaren presentziarekin
lotuta dagoen DNAren hidroximetilazioaren inguruan existitzen den informazioa oso urria
da. Horrenbestez, DNAren metilazioarekin batera hidroximetilazioak aztertzeak
garrantzia handia izan dezake eraldaketa epigenetiko horrek dituen gora-behera nagusiak

ulertzeko garaian.

4.1.1. Morfinaren tratamendu kronikoak mESC
zeluletan eragindako aldaketa globalak DNAren
metilazioan (eta hidroximetilazioan) in vitro.

Morfinaren presentziaren aurrean zelulek duten erantzun zelular eta transkripzionala
gidatzen duen kandidatu nagusienetariko bat, metilazio patroiaren aldaketa da. Hori dela
eta, gure lehenengo helburu nagusia mESC zeluletan gauzaturiko morfinaren tratamendu
kroniko batek, DNAren metilazio eta hidroximetilazio maila globalean aldaketak sortzen
dituen ala ez behatzea izan zen. Helburu horretarako, Oct4 genearen bidez GFP proteina
adierazten duten mESC zelulak kronikoki tratatu genituen morfinaren bidez (24 orduko
tratamendua, 10uMko kontzentrazioan)(Yang et al., 2019). 4.1. irudian beha dezakegun
moduan, morfina bidez tratatu ziren zelulek ez zuten inongo aldaketa morfologiko

esanguratsurik jasan tratamendu kronikoaren ostean.
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4.1. irudia. mESC zeluletan in vitro buruturiko morfinaren tratamendu kronikoaren irudi eskematikoa,
DNAren metilazio-mailan (aldaketa epigenetikoak) ematen diren aldaketak neurtzeko helburuarekin, euren

argazkiekin. Eskala barra = 100um.

Hortaz, lehendabizi burutu genuen esperimentua tratamendu horrek meSC zeluletan DNA
metilatuari eta hidroximetilatuari dagokionez sortu zituen aldaketa globalak aztertzean
zentratu zen. Bai DNAren metilazio mailak, eta bai hidroximetilazio mailak ere, LC-MS/MS
teknikaren bidez neurtu genituen. Horretarako jarraitu genuen prozedura guztia Material
eta Metodologia atalean (3.3.3. atalean) zehaztu dugu, eta horren emaitzak 4.2. irudian
azter ditzakegu. Behatu genuen gertaerarik esanguratsuena, zalantzarik gabe, metilazio-
maila globalean eman zen jaitsiera izan zen; metilazioaren ehuneko balioak
kontrolarekiko normalizatu eta gero, %5a baino gehiago jaitsi ziren. Aldaketa hori, oro har,
oso handia iruditu ez arren, jaitsiera horrek errealitatean izan ditzakeen inplikazio zelular
eta transkripzionalak handiak izan daitezke. Horretaz gain, hidroximetilazio-maila globalak
ere igoera adierazgarria jasan zuen. 5hmC mailen ehunekoak kontrolarekiko normalizatu
eta gero, hidroximetilazio-mailak %15 igo zirela behatu genuen. Emaitza horietatik
ondorioztatu daitekeenez, mESCtan buruturiko morfinaren tratamendu kronikoak zelulen
metilazio mailen jaitsiera ekartzen du, genomaren egoera hipometilatu orokor bat sortuz.
Gainera, egoera hori bultzatzen duen mekanismo nagusienetariko bat behintzat TET
entzimek gidaturiko demetilazio prozesu aktiboa da, prozesu horretako bitartekaria den

5hmC hondarraren presentzia nabarmenki handitua topatzen delako.
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4.2.irudia. Morfinaren 24 ordutako tratamendu kronikoak DNAren metilazio- eta hidroximetilazio- mailetan
eragindako aldaketa globalak mESCtan (LC-MS/MS teknikaren bidez). Emaitzak ehunekotan adierazi ziren,
eta ondoren kontrolarekiko normalizatu ziren (N=5). Emaitzen analisi estatistikoa Student-en T proba
(ingelesezko Student’s t-test) erremintaren bidez gauzatu zen, emaitzen esanguratsutasun maila hirutan
bereiziz: *p<0.05, **p<0,01 eta ***p<0,001.

4.2.1. Morfinak sagu ar eta emeetan maila sistemikoan
eragindako aldaketa globalak DNAren metilazioa (eta
hidroximetilazioa) in vivo.

mMESC zelulak edozein zelula motatara diferentziatu daitezkeen zelula pluripotenteak
direnez (Brook & Gardner, 1997), gure hurrengo helburu nagusia, saguak bezalako
organismo heldu eta konplexu bateko organo ezberdinetan morfinaren tratamendu

kronikoak maila sistemikoan izan dezakeen inpaktua zenbatekoa den aztertzea izan zen.

Horretarako, 8-10 astetako adina zuten Swiss saguak kronikoki tratatu genituen
morfinaren bidez, aurretik jada adierazi dugun moduan (3.2.2. atala). Jarraituriko
prozedura osoa 4.3.A. irudiko irudi eskematikoan laburbildu genuen. Aipatutako
esperimentuan, independenteki aztertu genituen indibiduo ar eta emeak, 5-4eko N-a
erabiliz; 5 sagu arrek eta 4 sagu emeek jaso zuten morfinaren tratamendua, eta
horrenbeste sagu erabili genituen kontrol moduan, guztira 10 sagu ar eta 8 eme erabiliz.
Morfinaren tratamendu kronikoa gauzatzeko, saguei morfina hidrokloruroaren
larruazalpeko injekzioa burutu zitzaien egunean bi aldiz 12 orduko tartearekin (8:00tan
eta 20:00tan) eta lau egunetan zehar, egun batetik bestera dosiaren emendioa gauzatuz
(20, 30, 40 eta 50 mg/kg). Bosgarren egunean, sagu guztiek morfinaren azken injekzio bat
jaso zuten (10mg/kg), 8:00tan zehazki (Crain & Shen, 1995). Kontrol moduan erabili zen
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sagu taldeak, seruma jaso zuen morfinaren ordez. Sexuen arabera independenteki
aztertzearen arrazoia, bien artean existitzen den ezberdintasun hormonala izan zen.
Horrek, oinarrizko kondizio ezberdinak sortzen ditu talde bakoitzean, eta, ondorioz,
morfinak izan dezakeen eragina ere erabat ezberdina izan daiteke. Sagu emeen kasuan,
modu gehigarri batean, morfinaren tratamendua obarioaren hiperestimulaziorako
tratamendurekin bateratu zen, obulazio aldiak ekartzen dituen hormonen gorabeherak
sinkronizatzeko helburuarekin. Horren bidez, emeetan emaitzak baldintzatu ditzaketen
faktore gehigarriak murriztu nahi izan genituen. Horretarako, sagu emeek hormona
bidezko tratamendu gehigarri bat jaso zuten, 5IU-ko PMSG-aren larruazalpeko
injekzioarekin eta 48 ordutako tartearekin gauzaturiko 51U-tako hCG-aren larruazalpeko

injekzioarekin.

Morfina-tratamenduaren eraginkortasuna baieztatzeko, Plater beroaren analgesia testa
burutu zen, eta bertan saguek beroarekin erlazionaturiko min-erreflexurako duten
tolerantzia maila neurtu nahi izan genuen. Horretarako, animaliak beroaren eroalea den
plaka baten gainean (60 2C inguru) ezarri, eta beroa detektatzeko aurkeztu zuten erreflexu
denbora neurtu genuen (4.3.B. irudia). Sagu taldeen artean diferentzia nabarmenak
topatu genituen: bai arren eta bai emeen kasuan, beroaren aurrean izan zuten erreflexu-
erantzunak atzerapen bat izan zuen animali tratatuetan, eta hori morfinak sortzen duen
analgesia egoeraren adierazlea da. Amaitzeko, saguak dislokazio zerbikalaren bidez
sakrifikatu ziren eta ondoren, intereseko organo ezberdinen erauzketa burutu genuen.
Gure aztergai izan ziren organoen artean hauek zeuden: organo sexualak (testikuluak eta

obarioak), gibela, pankrea, giltzurrunak, bihotza eta birikak, besteak beste.

Erauzi genituen organo horietan aztertu genuen lehendabiziko gauza, aurreko atalean
mESC zelulekin burutu genuen antzera (4.1.1. atala), morfinaren presentziak organismo
bizietako organo ezberdinetan modu orokor batean metilazio eta hidroximetilazio
aldaketak sortu ditzakeen ala ez aztertzea izan zen. Helburu horretarako berriro ere LC-
MS/MS teknika erabili genuen, eta esperimentu horietatik lorturiko emaitzak 4.4. irudian
jaso genituen. Metilazioei eta hidroximetilazioei dagokionez, emaitza oso ezberdinak
eskuratu ziren azterturiko bi sexuetan. Sagu arretan (4.4.A. irudia), lehen eraldaketa
epigenetikoari dagokionez, testikuluetako eta biriketako zelulek metilazio-mailen jaitsiera
adierazgarriak jasan zituzten tratamenduaren ostean, eta gibelak eta bihotzak, berriz,
metilazio-maila globalen igoera. Gainerako organoetan (pankrea eta giltzurruna)
goranzko joerak behatu bagenituen ere, lorturiko emaitzak ez ziren esanguratsuak izan.
Hidroximetilazioaren kasuan, aldiz, indibiduo arretan topatu ziren aldaketa esanguratsu
bakarrak giltzurrunetako eta biriketako metilazio-mailen igoerak izan ziren. Bihotzaren

kasuan ere, hidroximetilazioek goranzko joera bat izan zuten, eta pankrearen kasuan
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alderantziz, beheranzkoa. Edozein kasutan, azken horiek ez ziren aldaketa adierazgarriak
izan. Testikuluan eta gibelean, berriz, ez genuen inongo aldaketa joerarik sumatu.
Indibiduo emeetan berriz, metilazio-mailei dagokionez (4.4.B. irudia), obarioek
eraldaketa horren presentziaren jaitsiera esanguratsu bat jasan zuten morfinaren
tratamenduaren ondorioz, eta giltzurrunetan, aldiz, igoera esanguratsu bat. Kuriosoki,
gainerako organo guztiek metilazio mailen igoera ez adierazgarriak jasan zituzten.
Hidroximetilazio-mailei dagokionez, aldiz, ez zen inongo aldaketa esanguratsurik topatu.
Giltzurrunean eta bihotzean hidroximetilazio mailen igoera ez adierazgarriak behatu ahal

izan genituen, eta obarioan jaitsiera ez adierazgarri bat.
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4.3. irudia. Morfinaren tratamendu kronikoak maila sistemikoan, in vivo, duen eragina neurtzeko erabilitako
prozeduraren irudi eskematikoa. (A) Saguetan in vivo gauzatutako morfinaren tratamendu kronikoaren
eragina aztertzeko jarraitutako prozeduraren irudi eskematikoa. Esperimentua indibiduo ar eta emeak
bereiziz gauzatu zen. Erauzi ziren organoak bihotza, birikak, gibela, pankrea, giltzurrunak eta sexu-organoak
(testikuluak eta obarioak) izan ziren; (B) Trataturiko saguetan buruturiko morfinaren tratamenduaren
eraginkortasuna baieztatzen duen Plater beroaren analgesia test analisiaren emaitzak: n=5 arretan; n=4
emeetan. Emaitzen analisi estatistikoa Student-en T proba (ingelesezko Student’s t-test) erremintaren bidez

gauzatu zen, emaitzen esanguratsutasun maila hirutan bereiziz: *p<0.05, **p<0,01 eta ***p<0,001.
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Horrenbestez, eskuetan ditugun emaitza horiek morfinaren in vivo tratamendu kronikoak
organo eta sistema biologiko ezberdinetan metilazio/hidroximetilazio aldaketa
ezberdinak eragiten dituela baieztatzen dute. Edonola ere, saguen organoetan lorturiko
datu horiek ez datoz bat mESC zeluletan behatu genituen emaitzekin. Aipatu berri dugun
moduan, emaitza horiek ezberdinak dira sexuaren arabera, eta erabat ezberdinak dira
sexu bereko indibiduoen organo ezberdinetan. Ondorioz, morfinak saguetan in vivo duen

eragina sexu-menpekoa eta sistemikoa da, argi eta garbi.
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4.4. irudia. Morfinaren tratamendu kronikoak saguen organoetan, DNAren metilazio eta hidroximetilazio
maila globalei dagokionez, eragindako aldaketa orokorrak. Saguetako organo ezberdinetan LC-MS/MS
teknika bidez neurturiko DNAren metilazio eta hidroximetilazio -maila globaletan topaturiko aldaketa
globalak (n=5 arretan; n=4 emeetan). Emaitzak ehunekotan adierazi ziren. (A) Lehendabizi sagu arretan
behatu zen; (B) ondoren, sagu emeetan. Emaitzen analisi estatistikoa Student-en T proba (ingelesezko

Student’s t-test) erremintaren bidez gauzatu zen, emaitzen esanguratsutasun maila hirutan bereiziz:
*p<0.05, **p<0,01 eta ***p<0,001.
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4.2. Morfinaren tratamendu kronioak
mESCtan eragindako zitosinaz
zitosinako metilazio aldaketak WGBS
teknikaren bidz

DNAren metilazioan emandako aldaketek geneen adierazpenean eragin dezaketenez,
gure hurrengo helburu nagusia morfinarekiko DNAren metilazio bidez sentikorrak diren
itu geneak identifikatzea izan zen. Bide horretan, DNAren metilazioak genoma osoan
zehar duen banaketa modu zorrotzago batean aztertu genuen WGBS (Whole Genome
Bisulfite Sequencing) teknikaren bidez, eta ondoren lorturiko datu-gordinen

errendimendu altuko sekuentziazio analisia burutu genuen.

Teknika horrek genoma osoko zitosina guztiak aztertzen ditu, zitosina bakoitzaren
kokapena eta metilazio egoera aztertuz (metilatua dagoen ala ez), hau da, metilomaren
azterketa baimentzen du. WGBSren abantaila nagusia, genomako ia CpG dinukleotido
guztiek duten metilazio-egoera hautemateko duen gaitasuna da, CpG dinukleotidoen
dentsitate baxuko eskualdeak barne: geneen arteko “basamortu genikoak”, partzialki
metilatutako domeinuak eta elementu erregulatzaile distalak, besteak beste (Yong et al.,
2016).

Helburu horretarako, genomako DNA fenol-kloroformo/isoamiliko teknikaren bidez erauzi
zen, eta segidan, material genetiko horren zatiketa burutu zen sonikatzaile baten
laguntzaz (Covaris LE220 ultrasonikatzailea). Horren bidez, 150-300 bp bitarteko DNA
zatiak lortu ziren. liburutegien prestaketa eta sekuentziazio prozesua, kanpo zerbitzuek
eskaintzen dituzten sekuentziazio plataformen bidez burutu zen, Bartzelonako CRG-en
zehazki (Centre of Genomic Regulation)
(http://www.crg.eu/en/core/programmesgroups/genomics-unit). Liburutegien
prestaketarako, KAPA Library Preparation Kit-a erabili zen, produktuak gomendatutako
pausuak jarraiturik, eta bi muturretako (ingelesezko paired end) sekuentziazioa gauzatuz.
Egokitzaileak xGenTM Methyl UDI-UMI Adapters-en (Integrated DNA Technologies)
protokoloak jarraituz gehitu ziren. Liburutegien kalitatea behatzeko, Agilent 2100
Bioanalyzer DNA 7500 assay bidezko kalitate-kontrola burutu zen. Sekuentziazio
prozesua, aldiz, /llumina NovaSeq 6000 S4 plataformaren bidez burutu zen 30x

estaldurarekin lagin bakoitzeko, guztira 4 lagin izanik (kontrola eta morfina, eta

117



bakoitzeko bi erreplika). Sekuentzien kalitatea ebaluatzeko (eranskinak), errendimendu
altuko sekuentziaziorako FastQC analisiak burutu ziren, eta bertan lagin guztiek 30 baino
kalitate handiagoko puntuazioa eskuratu zuten, sekuentziazio prozesuaren efizientzia

%99,9 baino handiagoa izanik.

Diferentzialki Metilatutako Zitosinen (DMZ) identifikazioa

Lehenik eta behin morfinaren tratamendua jaso zuten mESC zelulek DNAren metilazioari
dagokionez pairatutako aldaketen karakterizazio orokorra gauzatu genuen, lagin-kontrola
eta lagin-tratatuaren artean metilazioari dagokionez zeuden aldaketa guztiak aztertzeko
helburuarekin. Horretarako, eskuetan genituen datu-gordinen kalitate analisia gauzatu
genuen. Spearman-en korrelazio analisiaren bidez lagin mota bakoitzaren

erreproduzigarritasuna egiaztatu genuen (4.5.A. irudia).

Hurrengo pausu nagusia diferentzialki metilaturiko zitosina-k (DMZ) identifikatzea izan
zen. Hori burutzeko erreminta ugari badaude ere, zenbait kasutan ez da garbi egoten lagin
mota bakoitzerako zein den egokiena, izan ere, bakoitzak formula matematiko eta
estatistiko ezberdinak erabiltzen ditu. Horregatik, prozesu hori burutzeko onartuta
dauden bi erreminta estatistiko ezberdin aukeratu genituen, lorturiko emaitzak konparatu
eta bien artean amankomunak ziren datuak aztertu ahal izateko. Konparazio horrek,
identifikaturiko aldaketen fidagarritasun maila askoz altuagoa izatea ekartzen du (Liu et
al., 2020). Oinarritu ginen bi erreminta bioinformatikoak, edgeR (Chen, Visvader & Smyth,
2017) (https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html) eta methylkit
pakete estatistikoak (Akalin, Korkmasson, Li et al., 2012)
(http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/methylKit.html) izan ziren. Tresna
horietako bakoitzean osagai nagusien analisia-ren grafikoak (PCA; ingelesezko principal
component analysis), laginen antzekotasuna aztertu zuen eta bi kasuetan errepliken
arteko antzekotasuna eta laginen arteko (morfina vs. kontrola) desberdintasunak berretsi
genituen (4.5.B irudia). Bestalde datu horiek normalizazio egokia erakutsi zuten (TMM
normalizazioa, liburutegiaren tamaina kontabilizatuz) (4.5.D. irudia). Aipagarria da, bi
lanabes horiek metilazio aldaketak modu ezberdinean aurkezten dituztela: lehenengoak
fold change (FC) baliotan, eta bigarrengoak, berriz, ehuneko baliotan. Volcano plot

analisiek bi erreminten bidez aztertutako DMZ horien ezberdintasunak berretsi zituen.
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4.5. irudia. WGBS teknikaren bidez buruturiko metilomaren azterketa morfinaren tratamendua jasotako

mESCtan. (A) Spearman-en korrelazioanalisia lagin moten (kontrola eta morfina) erreprodugarritasuna

aztertzeko. (B) Osagai nagusien analisia (PCA) laginen arteko antzekotasunak eta desberdintasunak

aztertzeko. (D) PCA analisian erabilitako datuen normalizazioa. (E) edgeR eta Methylkit bidez lortutako

DMZen Volcano plot analisi independenteak: punto gorriak DMZ hipometilazioak eta punto berdeak

hipermetilazioak (p<0.05), eta grisean baztertutako DMZ guztiak.
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Hortaz, bi erreminta horiekin independenteki eskuratu genuen informazioa 4.6. irudian
azter dezakegu. edgeR bidez identifikatu genituen DMZen kopurua 203.337 zitosinetakoa
izan zen, eta methylkit erremintaren bidez, berriz, 223.280 zitosinetakoa (0.05>p-balioa
eta 0.9>g-balioa, bi kasuetan). Aipatu dugun moduan, datuen ziurtasun-maila handiagoa
izateko, edgeR eta methylkit erreminten bidez lorturiko datu amankomunak ere
identifikatu genituen, bedtools lanabesaren (https://bedtools.readthedocs.io/en/latest/)
eta Arina plataformen laguntzaz. Horrela, 4.6.A. irudian azter ditzakegun moduan, edgeR
erremintaren bidez identifikaturiko 203.337 zitosinetatik, eta methylkit-aren bidez
identifikaturiko 223.280 zitosinetatik, bi lanabesek amankomunak zituzten zitosinen
kopurua 153.241 zitosinetakoa izan zen (datu guztien %56,06a). Bestetik, ondorengo
pausuetarako baztertu genituen datuak, edgeR erreminta bidez identifikaturiko 50.096
DMZ izan ziren (datu guztien %18,32), eta methylkit erreminta bidez identifikatutako
70.039 DMZ (datu guztien %25,62).

Bestalde, lortutako DMZ horietan metilazio aldaketa nabarienak identifikatzeko
helburuarekin, bi atalase-muga (ingelesezko threshold) ezartzea erabaki genuen
independenteki lanabes mota bakoitzean eskuraturiko emaitzei: bai zitosina
hipometilatuetan eta bai hipermetilatuetan, 2ko fold change balioa ezarri genuen edgeR-
etik lorturiko datuetan, eta %25eko portzentai balioa methylkit-etik lorturiko datuetan.
Lorturiko datuen kopurua 4.6.B. irudian azter dezakegu: hasierako 153.241 DMZetatik,
63.438 DMZ izatera pasatu ginen.

Ondoren, emaitza horiek modu sakonago batean aztertzen jarraitzeko helburuarekin,
DMZen aldaketa joerak identifikatu genituen, DMZ hipermetilatuak eta hipometilatuak
bereiziz (4.6.D. irudia). DMZ hipometilatuak hipermetilatuekin konparatzen baditugu, ia 3
aldiz zitosina hipometilatu gehiago topatu genituen genoma osoan zehar (2,71 aldiz
gehiago zehazki; 46.822 zitosina hipometilatu (%73,1), 17.255 zitosina hipermetilaturen
alboan (%26.9)). Horretaz gain, DMZ horien balioak kromosoma bakoitzeko ere aztertu
genituen eta 4.6.E. irudian ikusi dezakegun moduan kromosoma bakoitzean topatu
genituen DMZen kopurua oso ezberdina izan zen. DMZ gehienak, 8. eta 11.
kromosometan topatu genituen nabarmenki. Alderantziz, 2., 3., 4., 7., 12., 13., 18, 19.
kromosometan eta sexu-kromosometan (X eta Y) topaturiko DMZen kopuruak oso baxuak
izan ziren, baina beti ere zitosina hipometilatuen kopurua hipermetilatuena baino
handiagoa izan zen. Emaitza horiek guztiz bat datoz LC-MS/MS teknikarekin behatu
genituen emaitzekin. Hortaz, morfinaren tratamendu kronikoak metilazio hondarraren

jaitsiera sortzen duela esan dezakegu, egoera hipometilatu orokor bat sortuz.
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4.6. irudia. Diferentzialki metilatutako zitosinen (DMZ) informazio orokorra meESCen genoman. (A) edgeR
eta methylkit bidez identifikatutako DMZekin burututako integrazioa prozesua Venn diagram analisiaren
laguntzaz; (B) Emaitzen esangarritasun-maila handitzeko ezarritako atalase-mugaren aplikazioa: 2ko fold
change-a edgeR lanabesean, eta %25eko metilazio portzentaia methylkit lanabesean; (D) Atalase-mugadun

DMZ hipermetilatuen eta hipometilatuen kopuru globalak; (E) DMZen banaketa mESCen genomako

kromosometan.
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Hurrengo pausua DMZ horiek geneen zein gune zehatzetan topatzen diren identifikatzea
izan zen, horiek izan dezaketen eragin zelular edo transkripzionala aztertzeko. Izan ere,
gune sustatzaileak geneen adierazpenaren arautzaile nagusiak diren heinetik (Yang et al.,
2016), gune horietan erortzen diren DMZk aztertzea oso interesgarria da. Kontuan hartu
genituen geneen atalak hauexek izan ziren (4.7.A. irudia): gune sustatzailea, 5’UTR gunea,
3’UTR gunea, 1. exoia, gainerako exoiak, introiak, downstream gunea eta azkenik, gune
intergeniko distala. 4.7.B. irudian ikusi daitekeen bezala, DMZ gehienak introietan eta
gune intergeniko distalean topatu genituen (DMZ guztietatik %70 baino gehiago).
Gainerakoan, DMZen %15a geneen gune sustatzailean eta bere inguruetan topatu
genituen, hau da, gene horien adierazpenean eragin handia duten guneetan. Edozein
kasutan, ehuneko horiek ezberdintasun leunak erakutsi zituzten DMZ hipometilatu eta
hipermetilatuen artean, lehenengoen kopurua altuagoa izanez. Azkenik, aipatzekoa da
geneen gune sustatzaileetara gerturatzen garen heinean, DMZ hipometilatuen
portzentaia txikitzen doala, hipermetilazioen portzentai handiago bat kontzentratzen
delarik (4.7.D. irudia).

Sarreran aipatu dugun moduan, geneen adierazpena erregulatzeko garaian CGl eremuek
oso garrantzi handia dute. Horregatik, 4.8.B. irudian gune horietan eta inguruko
eremuetan metilazioari dagokionez eman ziren aldaketak aztertu genituen,
hipermetilazio eta hipometilazioak bereiziz. Bi kasuetan, DMZ gehienak (%90 baino
gehiago) open sea bezala ezagutzen den gunean topatu genituen, hau da, aldaketa
gehienak CGI guneetatik kanpo ematen direla behatu genuen. Hain zuzen ere, ez ziren
%1lera iritsi aldi berean gune sustatzaileekin eta CGl eremuekin kointziditu zuten DMZen
kasuak. Hipermetilazio eta hipometilazioak bereiziz gero, bi eremu horiek kointziditzean
DMZ hipometilatuek zuten presentzia altuagoa zela ikusi zen (DMZ hipometilatuen %9.8a,
DMZ hipermetilatuen %7.1en alboan). Horrek, gune sustatzaileek CGI eremuekin
kointziditzen dutenean DMZ hipermetilatuak topatzeko dagoen probabilitatea txikiagoa

dela esan nahi du.
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4.7. irudia. Ezaugarri genikoei dagozkionez DMZek aurkeztu zuten banaketaren azterketa. (A) Gene-
egituraren irudi eskematikoa; (B) DMZek geneei dagokionez aurkeztu zuten banaketa, zitosina
hipermetilatuak eta hipometilatuak bereiziz; (D) DMZen ehuneko balioak sustatzailera gerturatu ahala:
genoma guztiko DMZak; sustatzailetik 3kb-tara topatzen diren DMZak; sustatzailetik 1kb-tara topatzen

diren DMZak.

Horrenbestez, DNAren metilazio patroian ematen diren aldaketa gehienak, geneetatik at
topatzen dira, eragin transkripzional berezirik gabe. Edonola ere, geneen gune
sustatzailearen inguruan ere aldaketa ugari topatu genituen (%15), eta horiek funtzio
gakoak bete ditzaketen morfinaren presentzian ematen diren erantzun zelularren
modulazioan. Orokorrean, genoma osoan zehar metilazio mailen jaitsiera globala ikusi
bagenuen ere, gune gako horietan topatu genituen metilazio mailak altuagoak izan ziren;

gune horiek izan dezaketen garrantziaren adierazgarri, segur aski.
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4.8. irudia. DMZek CpG uharteei (CGl) dagokionez aurkeztu zuten banaketaren azterketa. (A) CGI eta
inguruko zonaldeak (shore, shelf eta open sea) aurkezten dituen irudi eskematikoa; (B) DMZak CGl eremuei
dagokionez zein gunetan erori ziren adierazten duten grafikoak, CGl gune horie gune sustatzailean aurkitzen

diren ala ez bereiziz.

Diferentzialki Metilatutako Geneen (DMG) identifikazioa

Diferentzialki metilaturiko zitosinak zeintzuk ziren identifikatu eta gero, hurrengo pausu
nagusia zitosina horiek zein gene jakinetan topatzen ziren aztertzea izan zen, morfinak
sorturiko metilazio eraldaketak, transkripzio mailan duen eragina behatzeko.
Identifikatutako gene horiei erreferentzia egiteko, hemendik aurrera diferentzialki

metilatutako gene-en (DMG) inguruan hitz egingo dugu.

Azterturiko datuen arabera, DMGen kopuruak antzekoak izan ziren bi erreminten artean.
EdgeR erremintaren kasuan, 17.657 gene zeuden eraginda morfinaren tratamendu
kronikoaren ondorioz, eta methylkit erremintaren kasuan, berriz, 17.772 gene. Bien
arteko datu amankomunen zifrak venn diagramaren bidez lortu ziren, eta guztira 16.808
gene identifikatu ziren, gene guztien %90.3a (4.9.A. irudia). Horretaz gain edgeR
erremintak %4.6 gene ezberdin gehiago hauteman zituen (849), eta methylkit erremintak,
aldiz, %5.2 gene ezberdin gehiago (964). Datuen aldaketa maila esanguratsuenak

identifikatzeko, DMGetan ere atalase-muga zorrotzagoak gehitu genituen: 2ko fold

124



EMAITZAK | 4

change balioa edgeR-etik lorturiko datuetan, eta %25eko ehuneko balioa bigarren atalase
moduan methylkit-etik lorturiko datuetan. Hori dela eta, aurretik genituen 16.808

geneetatik, 13.329 gene izatera pasatu ginen (4.9.B. irudia).
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Amnas sistemaren garapena (G0:0060541)
Neurona proiekzioaren orientazioa (GO:0097485)
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Angiogenesia (GO:0001525]
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4.9. irudia. Diferentzialki metilatutako geneen (DMG) informazio orokorra. (A) edgeR eta methylkit bidez
identifikatutako DMGekin burututako integrazioa prozesua Venn diagram analisiaren laguntzaz; (B)
Emaitzen esangarritasun-maila handitzeko ezarritako atalase-mugaren aplikazioa: 2ko fold change-a edgeR
lanabesean, eta %25eko metilazio portzentaia methylkit lanabesean; (D) Atalase-mugadun DMG datuekin

burututako gene ontology azterketa (Fisher’s Exact motako testa; 0,05>p-balioa).

Ondoren, identifikatutako geneen ontologia analisia burutu genuen gene ontology (GO)
lanabesaren laguntzaz. Emaitzetan ikusi genuen moduan (4.9.D. irudia), morfinaren

tratamenduaren bidez DNAren metilazio aldaketak aurkezten dituzten geneen funtzio
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biologiko nagusiak asko dira, hala nola, GTPasa jardueraren erregulazio positiboa,
zitoeskeleto bidezko garraio intrazelularra eta hormona peptidikoen estimuluarekiko
erantzun zelularra. Edonola ere, aztertutako gene kopurua oso altua izan zenez,

emaitzetan lortutako fold enrichment balioa baxua izan zen oro har.

Ondoren, gene hipermetilatuak eta hipometilatuak bereizi genituen (4.9.E. irudia), hauek
inplikazio zeharo ezberdinak dituzte eta zelularen fisiologian. Orokorrean, morfinaren
tratamendu kronikoak geneetan DMZ hipometilatu gehiago egotea eragin zuela ikus
dezakegu (%60,2a). Hala ere, gene berbera hipermetilatuta edo hipometilatuta egon
zitekeela kontuan hartuz, azterketa sakonago bat burutu genuen venny erreminta
informatikoaren bidez, horrela, soilik hipermetilatuta zeuden DMGak, hipermetilatuta eta
hipometilatuta zeuden DMGak, eta soilik hipometilatuta zeuden DMGak bereiziz. Emaitza
horiek 4.10.A. irudian azter ditzakegu: gene guztien artean %11.2 soilik hipermetilatuta
topatu ziren (1.496), geneen %47.4 hipermetilatuta eta hipometilatuta (6.314), eta
geneen %41.4 soilik hipometilatuta (5.519). Hortaz, morfinaren tratamenduak egoera
hipometilatua eragiten du mESC zeluletan, eta horrek, berriro ere, aurretik lorturiko

emaitzak berresten ditu.

Jarraian, DMGen metilazio joeraren 3 patroi ezberdinekin, talde bakoitza osatzen zuen
geneen funtzio biologiko garrantzitsuenak zeintzuk ziren ikusteko ontologia analisia
burutu genuen GO lanabesarekin. Hain zuzen, DNAren metilazioa zelulak egoera jakin bati
erantzun bat emateko pizten den mekanismo gidatua bada, horrek sortutako aldaketak
zein funtzio biologiko bultzatu edo oztopatzen dituen jakin dezakegu. Soilik
hipermetilatuta agertu ziren 1.496 geneetan analisi hori burutu genuenean, ez genuen
inongo funtzio biologiko esanguratsurik topatu, geneen arteko erlazioa oso baxuagatik
edota erabateko funtzio biologiko ezberdinak izateagatik, segur aski. Gainerakoan, beste
bi DMG taldeen funtzio biologiko nagusiak 4.10.B. irudian azter ditzakegu. DMG
hipermetilatu eta hipometilatuak biltzen zituen geneen funtzio biologikoak nagusiak
atxikidura bandaren (ingelesezko adherens junction) antolaketa, baskularizazio
koronarioaren morfogenesia eta zelula mesenkimalen proliferazioaren erregulazio
positiboa izan ziren. Alderantziz, soilik hipometilatuta topatu genituen geneak aztertzean,
horien artean nagusi ziren funtzio biologikoak seinaleen transdukzioaren erregulazio
negatiboa, heriotza zelularraren erregulazio negatiboa eta funtzio molekularraren

erregulazio positiboa izan ziren.
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4.10. irudia. Diferentzialki metilatutako geneen (DMG) azterketa, aldaketa joerak bereiziz. (A) Atalase-

mugadun DMG hipermetilatuen eta hipometilatuen kopuru globalak; (B) hipermetilatutako eta

hipometilatutako DMGen datuekin gauzatutako integrazioa prozesua venn diagram analisiaren laguntzatz;

(D) Aurreko integrazio prozesuan lortutako gene taldeekin burututako Gene Ontology analisiak: Soilik

hipermetilatutako DMGak (estadistikoki ez adierazgarria), hipermetilatutako eta hipometilatutako DMGak,

eta soilik hipometilatutako DMGak; (E) hipermetilatutako eta hipometilatutako gune sustatzailea (GS) duten

DMGen datuekin gauzatutako integrazioa prozesua venn diagram analisiaren laguntzatz; (F) Aurreko

integrazio prozesuan lortutako gene taldeekin burututako Gene Ontology analisiak: Soilik hipermetilatutako
GSdun DMGak, hipermetilatutako eta hipometilatutako GSdun DMGak, eta soilik hipometilatutako GSdun

DMGak; Gene ontology analisi guztiak Fisher’s Exact motako testarekin burutu ziren (0,05>p-balioa).
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DMGak aztertzeko garaian, jada aipatu dugun moduan, gune sustatzailearen (GS)
inguruan aurkitzen diren metilazioek garrantzi berezia izaten dute. lzan ere, horiek izan
ohi dira, geneen adierazpena erregulatzeko hautagai nagusiak. Aurretik azaldutako
emaitzetan, metilazioan ematen diren aldaketen %15 inguru (4.7.B. irudiko gune
sustatzaileko DMZen datuen batura) gune horien inguruan topatzen direla behatu
genuenez, hurrengo pausua, gune sustatzaile horietan zentratzea izan zen, soilik DMZ
hipermetilatuak, DMZ hipermetilatuak eta hipometilatuak, eta soilik DMZ hipometilatuak
dituzten gune sustatzaileak bereiziz. Horretarako, aurretik aipatu bezala venny erreminta
informatikoa erabili genuen, eta horren emaitzak 4.10.D. irudian beha ditzakegu. Gune
sustatzailea diferentzialki metilaturik zuten DMGen artean, %25.1 soilik hipermetilatuta
aurkitu zen (693), %9.3 hipermetilatuta eta hipometilatuta aldi berean (256), eta azkenik,
%65.7 soilik hipometilatuta (1.816). Hori dela eta, gene horien artean soilik
hipometilatutako %25,1ak adierazpenaren beherakada jasango luke morfinaren
tratamendu kronikoaren ondorioz, eta soilik hipermetilatutako %65,7ak, berriz,
adierazpenaren gorakada. Informazio hori, orokorrean gene guztian zehar topatzen diren
DMZekin konparatzen badugu, gune sustatzaileetan ematen den metilazio aldaketa-joera
(gora edo behera) modu selektiboago batean ematen da. Izan ere, aldi berean DMZ
hipermetilatuak eta hipometilatuak izateko maiztasuna, %47.4tik (4.10.A irudia) %9.3ra
(4.10.D. irudia) iragaten da gene osoko datuetatik gune sustatzaileetako datuetara

pasatzean.

Hurrengo pausua, adierazpen aldaketa hori jasan zuten geneen funtzio biologiko
printzipalak zeintzuk ziren aztertzea izan zen, eta horretarako, ontologia analisia gauzatu
genuen (4.10.E. irudia). Gune sustatzailea hipermetilatuta zuten DMGak lokalizazio
funtzioarekin erlazionatu genituen, zeina metilazio joeragatik oztopatua aurkitzeko
probabilitate handia dagoen. Berriz, gune sustatzailea hipometilatuta duten DMGen
funtzioen artean fold enrichment altuena aurkezten duen funtzioa organulu-muntaiaren
erregulazio positiboa da. Horrez gain, DNAren erreplikazioa, kromosomen
organizazioaren erregulazioa, ziklo zelularreko fase trantsizioaren erregulazioa, ziklo
zelular mitotikoa eta DNAren kalte estimuluaren erantzun zelularra ere identifikatu ziren,
zeintzuek metilazio joeragatik areagotuak egongo liratekeen. Azkenik, gune sustatzailea,
aldi berean hipermetilatuta eta hipometilatuta aurkeztu zuten DMGetan morfogenesi
zelularraren erregulazioa, mikrotubuluez eraturiko zitoeskeletoaren organizazioa eta
populazio zelularraren handipena bezalako funtzio biologikoak identifikatu ziren, horien

gaineko eragin zelularra ezezaguna badugu ere.
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4.2.1. mESC zeluletan WGBS teknikaren bidez
eskuraturiko datuen integrazio RNAseq-eko
datuekin.

mESCtan in vitro tekniken bidez buruturiko morfinaren tratamendu kronikoak zelula
horietan DNAren metilazioari dagokionez eragiten dituzten aldaketak modu sakonago
batean aztertzeko, orain arte aipatutako datuak, transkriptomaren analisiarekin bateratu
genituen. lzan ere, gure ikertaldeak morfinaren tratamenduak mESCen genomako
adierazpen globalean duen eragina aztertzeko RNAseq teknika gauzatu zuen aurreko
proiektu batean. Analisi horretatik lortutako datuak, gure ikertaldeko tesi lan batean
aztertu ziren (Mufioa-Hoyos, et al.,, 2020), eta datu horiek edonorentzat eskuragarri
daude. Horrenbestez, gure hurrengo helburua morfinak eragindako DNAren metilazio
aldaketek geneen adierazpena aldatzeko gaitasuna zuten aztertzea izan zen, eta

horretarako aipatutako bi tekniken integrazioa burutu genuen.

RNAseq analisi bidez aztertutako laginek, WGBS analisia gauzatzeko garaian burutu
genuen esperimentazio fase bera izan zuten: in vitro tekniken bidez mESC zelulek
morfinaren tratamendu kroniko bat jasan zuten 24 ordutan zehar (Yang et al., 2019),
ondoren laginak bildu eta RNAseq analisia gauzatzeko prozedurari hasiera eman zitzaion.
Bertan jarraitu zen prozedura osoa Mufioa-Hoyos, I.-ren tesi lanean dago zehaztuta.
Bertatik lortutako Diferentzialki Adierazitako Gene-ak (DAG), aztertu berri genuen DMGen
informazioarekin elkartu genituen, eta ondorioz, bi datu baseetan amankomunak ziren
geneak hauteman genituen. Prozesu hori, Venny erremintaren laguntzaz burutu genuen.
4.11.A. irudian ikus dezakegun moduan, azpiadierazita eta gainadierazita zeuden geneak
elkartuz, guztira 932 DAG genituen, eta, aitzitik, WGBS teknikaren bidez eraginda topatu
genituen DMG guztiak, 13.329 gene izan ziren. Bi zerrenda horiek bateratzean, 559 gene
komun topatu genituen, hau da, morfinaren ondorioz adierazpena asaldatua eta DNAren
metilazioan aldaketaren bat zuten 559 gene. Segidan, gure interesekoak ziren gene horien
funtzio biologikoak aztertu nahi izan genituen, eta horretarako ontologia azterketa bat
burutu genuen (4.11.B. irudia). Oso fold enrichment altuko funtzio biologikoak
(Isopentenil difosfatoaren biosintesi prozesura, lipoproteinen prozesu katabolikora eta
kolesterolaren prozesu biosintetikora bideratutako funtzioak) topatu bagenituen ere,
funtzio interesgarri ugaritan parte hartzen dituzten proteinak ere identifikatzea lortu
genuen: kromatida ahizpa mitotikoen kohesioa, emeen zatiketa nuklear meiotikoa,
DNAren transkripzioaren erregulazio positiboa, DNAren erreplikazioaren erregulazioa eta

ama zelulen mantenua, besteak beste.
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4.11. irudia. RNAseq eta WGBS analisietatik eskuraturiko datuekin buruturiko integrazio prozesua. (A)
RNAseq analisitik lorturiko DAG guztien eta WGBS analisitik lorturiko DMG guztien artean amankomunak
ziren geneak hauteman zituen integrazio prozesua Venn diagram analisiaren laguntzaz . (B) Aurreko

analisian lortutako geneen zerrenda amankomunarekin buruturiko ontologia analisia (Fisher’s Exact

Hurrengo pausua, DNAren metilazioaren eta geneen adierazpenaren artean korrelaziorik
bazegoen aztertzea izan zen. Orain arte buruturiko ikerketa gehienek aipatzen dutenez,
gune sustatzaileetan topatzen diren metilazio aldaketek eragin handia dute gene horren
adierazpen mailan (Walsch & Bestor, 1999; Shen et al., 2007; Hsieh, 1994; Jones & Takai,
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2001; Wolffe & Matzke, 1999; Riggs, 1975; Holliday & Pugh, 1975). Gune sustatzailea
hipometilatua dagoenean genearen adierazpenak gora egiten du, eta alderantziz,
hipermetilatua dagoenean, behera. Hortaz, azpiadierazita eta gainadierazita zeuden
geneak banandu eta eremu sustatzailean hipometilatutako edo hipermetilatutako DMGak
integratu genituen Venny erreminta informatikoaren bidez (4.12.A. irudia). Integrazio
prozesu horren ondoren, gainadierazita zeuden geneen artean 47 hautagai identifikatu

genituen, eta azpiadierazita zeudenen kasuan, aldiz, 16 hautagai.

A RNA-seq WGBS RNA-seq WGBS
Gainadierazitako DAG-ak: GS-an hipometilatutako Azpiadierazitako DAG-ak: GS-an hipermetilatutako
386 DMG-ak: 546 DMG-ak:
- 2072 949
B RNA-seq WGBS RNA-seq WGBS
Gainadierazitako DAG-ak: GS-an hipometilatutako Azpiadierazitako DAG-ak: GS-an hipermetilatutako
385 DMG-ak 546 DMG-ak
- 2072 — 949
A P \
WGBS o WGBS
Gorputza hipermetilatutako Gorputza hipometilatutako
DMG-ak: DMG-ak:
7810 11833

4.12. irudia. RNAseq eta WGBS tekniketako datuekin burututako integrazio prozesua Venn diagram
analisiaren laguntzaz, aldaketa joerak bereiziz. (A) Lehendabizi, soilik sustatzaileko metilazio joerak
dagozkien DAGekin burututako integrazio prozesua. (B) Bigarrenik, aurreko integrazio prozesuari

gorputzetako metilazio joerak gehituta burututako integrazio prozesua.

Horrez gain, morfinaren ondorioz DNAren metilazio aldaketa gehienak, geneen gorputz
osoan zehar identifikatu genituen. Genearen gorputzean zehar topatzen diren metilazio
aldaketa horiek ez dira gune sustatzailean ematen diren aldaketak bezain erabakigarriak
geneen adierazpenean. Zenbait kasutan, esaterako, kontrako efektuarekin erlazionatu
dira (Yang et al., 2015; Wolf et al., 1984), hau da, geneen gorputzak metilatuak topatzen
direnean geneen adierazpena handituta ikusi izan da. Beraz, gune sustatzailean gertatzen

dena aztertzeaz gain, geneen gorputzeko aldaketak ere kontuan hartuz geneen baheketa
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berri bat burutu genuen hurrengo baieztapenak kontuan izanez: gune sustatzailea
hipometilatua eta gorputza hipermetilatua dagoenean genearen adierazpenak gora
egiten du; eta alderantziz, gune sustatzailea hipermetilatua eta gorputza hipometilatua
dagoenean, behera. Horretarako ere, Venny bidez integrazio prozesu bat burutu genuen
hiru baldintzak betetzen dituzten kasu guztiak hautemateko, eta DNAren metilazioren
bidez adierazpena aldatua izan dezaketen gene kandidatu nagusiak identifikatzeko
helburu nagusiarekin. 4.12.B. irudian ikusi daitekeen bezala, gainadierazita zeuden 23
gene, eta azpiadierazita zeuden 15 gene identifikatu genituen, eta horiek jarraian zehaztu
genituen 4.1. taulan. Gune sustatzailea hipometilatuta eta gorputza hipermetilatuta zuten
geneetatik, adierazpena emendatuta ikusi zuten kasuak, honako hauek izan ziren:
Abhd16a, Acly, Agfg2, Aldoc, Aspscrl, C77080, Dnmt3l, Ggtl, Hmces, Ltbr, Myom2, Nrdal,
Ppard, Rablifip3, Rapgef3, Rnf145, Stard3, Tecr, Tmc6, Tmubl, Trmtl eta Vill.
Alderantziz, gune sustatzailea hipermetilatuta eta gorputza hipometilatuta zuten
geneetatik, adierazpena gutxitua ikusi zuten kasuak, honako hauek izan ziren: Akap9,
Brca2, Cpeb4, Eril, GImn, Kdm5a, Kmt2c, Nbeall, Ppplicb, Taccl, Ubn2, Zfp326, Zfp445
eta Zfp638.

4.1. taula. mESC zeluletan morfinaren tratamendu kronikoaren ondoren buruturiko RNAseq eta WGBS

analisietan lorturiko datuen integrazio prozesutik lortutako geneen zerrenda.

Gainadierazitako geneak Azpiadierazitako geneak
Abhd16a Abhydrolase Domain Containing 16A, Phospholipase AkapB A-Kinase Anchoring Protein 9
Ady ATP Citrate Lyase Brca2 BRCA2 DNA Repair Associated
Agfg2 ArfGAP With FG Repeats 2 Cpeb4 Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding
Protein 4
Aldoc Aldolase, Fructose-Bisphosphate C Eril Exoribonuclease 1
Aspscrl  ASPSCR1 Tether For SLC2A4, UBX Domain Containing Glmn Glomulin, FKBP Assaciated Protein
C77080 KIAA1522 Kdmb5a Lysine Demethylase 5A
Dnmt3l DNA Methyltransferase 3 Like Kmt2c Lysine Methyltransferase 2C
Ggtl Gamma-Glutamyltransferase 1 Lnpep Leucyl And Cystinyl Aminopeptidase
Grb7 Growth Factor Receptor Bound Protein 7 Nbeall MNeurobeachin Like 1
Hmces 5-Hydroxymethylcytosine Binding, ES Cell Specific Ppplch Protein Phosphatase 1 Beta
Ltbr Lymphotoxin Beta Receptor Taccl Transforming Acidic Coiled-Coil Containing Protein 1
Myom2 Myomesin2 Ubn2 Ubinuclein 2
Nrdal Nuclear Receptor Subfamily 4 Group A Member 1 Zfp326 Zinc Finger Protein 326
Ppard Peroxisome Proliferator Activated Receptor Delta Zfpa4s Zinc Finger Protein 445
Rab]_]_fip3 RAB11 Family Interacting Protein 3 pr533 Zinc Finger Protein 638

Rapgef3 Rap Guanine Nucleotide Exchange Factor 3
Rnfl145 RingFinger Protein 145
Stard3 StAR Related Lipid Transfer Domain Containing 3
Tecr Trans-2,3-Enoyl-CoA Reductase
Tmcé Transmembrane Channel Like 6
Tmubl Transmembrane And Ubiquitin Like Domain Containing 1
Trmtl TRNA Methyltransferase 1
Vill Villin Like
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4.2.2. mESC zeluletan WGBS teknikaren bidez
eskuraturiko datuen integrazio prozesua, RNAseq
eta ChIPseq analisiekin.

RNAseq eta WGBS analisietatik lortutako datuen integrazio prozesua burutu ondoren,
gaian are gehiago sakondu ahal izateko, gure esku ditugun bestelako datu baseekin ere
konparatzea erabaki genuen. Kasu horretan, H3K27me3 eraldaketa (H3 histonaren 27.
lisina hondarreko trimetilazioa) epigenetikoarekin buruturiko ChIPseq sekuentziazio-
teknikaren bidez lortutako datuekin konparatu genituen aurretik lortutako emaitzak.
Bertan erabilitako laginek esperimentazio fase bera izan zuten; in vitro tekniken bidez
mMESC zelulek morfinaren tratamendu kroniko bat jasan zuten 24 ordutan zehar (Yang et
al., 2019). Morfinaren tratamendua eta gero, laginak analisi mota hori egitera bidali ziren,
eta bertan lorturiko emaitzak edo datuak eskuragarri ditugu (Munoa-Hoyos et al. 2020).
Teknika horren bidez, H3K27me3 eraldaketa epigenetikoak genoman izandako
banaketaren aldaketa aztertzeko aukera eskaini zigun. Ugaztunotan, H3K27me3
eraldaketa, geneen errepresioarekin erlazionatzen da, eta hein handi batean, horren
banaketa geneen gune sustatzailera murrizten da (Peterson & Laniel, 2004). Aipatu dugun
moduan, funtzio errepresiogilea du, eta morfinaren ondorioz zelulak burutzen duen

erantzun fisiologikoan parte hartzen du.

Horrenbestez, hurrengo atalean hiru teknika horien integrazioa gauzatu genuen, hiru
tekniken bidez lortu genituen datuen artean korrelaziorik zegoen ala ez aztertzeko.
Lehenengo, adierazpena eraldatua izan zuten DAG guztiak (RNAseq), DNAren metilazioari
dagokionez patroia eraldatua zuten gene guztiak (WGBS), eta H3K27me3 eraldaketari
dagokionez aldaketa adierazgarriak zituzten gene guztiak integratu genituen gene
amankomunak identifikatu ahal izateko helburuarekin, eta Venny erremintaren laguntzaz.
4.13.A. irudian ikus dezakegun moduan, azpiadierazita eta gainadierazita zeuden geneak
elkartuz, guztira 932 DAG identifikatu genituen, WGBS teknikaren bidez eraginda topatu
genituen DMG guztiak 13.329 izan ziren, eta azkenik, genoma osoan zehar H3K27me3
eraldaketaren presentzia aldaketa adierazgarriak jasan zituzten geneak, 1.028 izan ziren.
Zerrenda horiek bateratu eta gero, hiru kasuetan aldaketak izan zituzten geneak 47 izan
ziren guztira. Ondoren, gene talde horrek funtzio biologikoa jakinik bazuen aztertu nahi
izan genuen, eta horretarako ontologia azterketa bat burutu genuen. 47 gene horietatik
17-k, garapen prozesuaren erregulazioan parte hartzen zutela behatu genuen, ia 3,5ko
fold enrichment balioarekin (4.13.B. irudia).
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4.13. irudia. mESC zeluletan buruturiko RNAseq, WGBS eta ChlPseq (H3K27me3) analisietatik
eskuraturiko datuekin buruturiko integrazio prozesua. (A) DAG (RNASeq), DMG (WGBS) eta ChiIPseq
(H3K27me3) analisitik lortutako DMHG (H3K27me3 ChlPseq) guztien artean amankomunak ziren kasuak
hauteman zituen integrazio prozesua Venn diagram analisiaren laguntzaz ; (B) Aurreko analisian lortutako
geneen zerrenda amankomunarekin burututako ontologia analisia (Fisher’s Exact motako testa; 0,05>p-
balioa); (D) Aurreko -(A) ataleko- integrazio prozesu bera, baina oraingoan aldaketa joerak bereiziz, eta
korrelazio zuzena erakusten duten aldaketa joerak elkartuz burututako integrazio prozesu independenteak,

Venn diagram analisiaren laguntzaz.
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Aipatu berri dugun integrazio prozesu horretan ez genituen aldaketa joera motak kontuan
hartu, ezta joera horien artean korrelaziorik bazegoen ala ez. Izan ere, gai horren inguruan
dagoen bibliografia aztertzen badugu, gune sustatzailean zitosina metilatuaren eta
H3K27me3 eraldaketaren presentziak eta genearen gorputzean zitosina metilatuaren
absentziak, gene horren adierazpenaren errepresioa dakarrela ikus dezakegu, eta
alderantziz, aurkako egoera epigenetikoak adierazpenaren emendioa dakarrela (Li et
al.,2020; Cai et al., 2021; Yang et al., 2015; Wolf et al., 1984). Horrenbestez, bigarrengo
integrazio analisi bat burutu genuen Venny erremintaren bidez, azpiadierazita eta
gainadierazita zeuden geneak bereiziz (4.13.D. irudia). Azpiadierazita zeuden geneen
artean 11 gene topatu genituen (1/gune sustatzailean H3K27me3 eraldaketaren
presentzia nabarmenki emendatua, 2/ genearen gorputzak nagusiki hipometilatua, eta 3/
genearen adierazpena nabarmenki gutxitua). Alderantziz, gainadierazita zeuden geneen
artean, 2 gene topatu genituen (1/ gune sustatzailean H3K27me3 eraldaketaren
presentzia nabarmenki gutxitua, 2/ genearen gorputzak nagusiki hipermetilatua, eta 3/
genearen adierazpena nabarmenki handitua). Identifikaturiko gene horiek 4.2. taulan
zerrendatu genituen. Gainadierazita topatu genituen geneak Kifla eta Nefm izan ziren.
Alderantziz, azpiadierazita topatu genituen geneak honako hauek izan ziren: Atad5,
Cnoté6l, Lpgatl, Man2al, Pgapl, Pikfyve, Platr10, Psmed, Smchdl, Suzl2 eta Teadl.
Hortaz, gene horiek izan zuten adierazpen diferentziala bi eraldaketa mota horien lan
kooperatibo baten bidez eman zela pentsa dezakegu. Edonola ere, kasu bakoitza banaka

aztertzea beharrezkoa da.

4.2. taula. mESC zeluletan morfinaren tratamendu kronikoaren ondoren buruturiko RNAseq, WGBS eta

ChlPseq (H3K27me3) analisietan lorturiko datuen integrazio prozesutik lortutako geneen zerrenda.

Gainadierazitako geneak Azpiadierazitako geneak
Kifla Kinesin Family Member 1A Atads ATPase Family AAA Domain Containing 5
Nefm Neurofilament Medium Chain Cnotél CCRA-NOT Transcription Complex Subunit 6 Like

Lpgatl Lysophosphatidylglycerol Acyltransferase 1
Man2al Mannosidase Alpha Class 2A Member 1
Pgap1 Post-GPI Attachment To Proteins Inositol Deacylase 1

Pikfyve Phosphoinositide Kinase, FYVE-Type Zinc Finger
Containing
Platr10 Pluripotency associated transcript 10

Psmed Proteasome Activator Subunit4

Smchd1 Structural Maintenance Of Chromosomes Flexible
Hinge Domain Containing 1
Suzl?2 SUZ12 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit

Teadl TEA Domain Transcription Factor 1
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4.3. Morfinak DNAren metilazioaz
arduratzen den konplexu proteikoan
eragiten duen autoerregulazioa

DNAren metilazioak genoman sorturiko aldaketa globalen deskribapen orokor bat burutu
eta gero, jarraian eraldaketa epigenetiko horren presentzian eragiten duen makineria
proteikoaren inguruan ikerketa sakonago bat burutzea erabaki genuen. Atal honen
helburu nagusia, mESCtan buruturiko morfinaren tratamendu kronikoak DNAren
metilazio mailetan sorturiko aldaketak azalduko dituen makineria proteikoak
autoerregulazio mekanismorik baduen ala ez aztertzea izan zen. Horretarako, metilasen
eta demetilasen geneetan DNAren metilazio mailak aztertu genituen Whole genome
bisulfite sequencing bitartez (WGBS). Aldi berean, morfinak gene horietan eragindako
adierazpen aldaketak, eta beste marka epigenetiko baten (H3K27me3) aldaketak ere
aztertu genituen, RNAseq eta ChlPseq tekniken bidez, hurrenez hurren. Hiru datu-baseen
irudikatzea UCSC Genome Browser erreminta informatikoaren bidez burutu genuen, eta
horren bidez hiru informazio iturrietatik eskuraturiko geneen paisaiak (ingelesezko
landscape) aztertu ahal izan genituen. DNAren metilazioa gauzatzen duten DNMT
proteina katalitiko nagusiak aztertzeaz gain (metilasak), horien presentzia erabat
baldintzatzen dituzten MBD (metilo taldearen mantentzea ahalbidetzen duten proteina

familia) eta TET (demetilasak) gene-familietako kideak ere aztertu genituen.

4.3.1. DNAren metilasak diren DNMT proteinak:

DNMT proteina familian aztertu genituen entzima katalitikoak nagusiak hauexek izan
ziren: DNMT1, DNMT3A eta DNMT3B. Gene horiei dagokienez azterturiko informazioaren
paisaiak biltzen dituzten irudikapenak 4.14.A, B eta D. irudian azter ditzakegu.

Lehenengo pausua, entzima katalitiko horien geneetan WGBS teknikaren bidez lorturiko
metilazio mailak aztertzea izan zen. Dnmtl eta Dnmt3a geneetan metilazio-aldaketa
adierazgarriak topatu genituen, eta Dnmt3b genean, aldiz ez (4.14 irudia). Morfinak,
Dnmt1 genean hipometilazio ugari sortu zituen genearen gorputz osoan zehar, oro har,
baina baita gune sustatzaile nagusiaren inguruan ere (transkripto ezberdinen gune

sustatzaileak kaxa gorrien bidez adierazi ditugu). Gene horrek dituen 4 transkriptoetatik
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hiruk, CGl eremu batean dute gune sustatzailea (S2; GS nagusia), eta geratzen den
transkriptoak, ordea, urgora (S1). S1 gune sustatzailea erabat metilatua topatu genuen,
bai kontrolean eta bai morfinan, inongo aldaketarik gabe. S2 gune sustatzailea, aldiz,
adierazgarriki hipometilatua topatu genuen. Dnmt3a genea, ostera, nagusiki
hipermetilatua ikusi genuen morfinaren presentzian. Dnmt3a geneak lau transkripto
desberdin ditu, bi luze eta bi motz. Bi transkripto luzeen gune sustatzailean ez genuen
DMZrik topatu, eta transkripto motzen gune sustatzailean, berriz, hipermetilazio gako bat
topatu genuen. Aldaketa horren kokapenak, gainera, bat egiten du Dnmt3a genearen CGlI
bakarraren shelf gunearekin. Amaitzeko, Dnmt3b genearen kasuan ez genuen DMZ
esanguratsurik topatu haren gorputz osoan zehar, ezta gune sustatzailean ere. Kasu
guztietan, gune sustatzaile inguruan ikusitako emaitzak kaxa diagrama bidez balioztatuak

izan ziren (4.15.A irudia).

Jarraian, morfinak eragindako metilazio aldaketek adierazpen genikoan izan ditzaketen
eraginak identifikatu nahian, gene bakoitzaren RNAseqg-eko datuak aztertu genituen.
Aipagarria da hiru gene horiek mESCtan duten berezko adierazpen-mailen diferentzia
handiak: Dnmt1 geneak erakutsi zituen berezko mailak (CPM balioak; ingelesezko counts
per million) aintzat hartuz, Dnmt3a genearen mailak erdira murrizten dira, eta Dnmt3b
genearen kasuan, berriz, are gehiago (4.14 irudia). Dnmt1 geneak jaitsiera adierazgarri bat
jasan zuen morfinaren presentzian. Dnmt3a geneari dagokionez, transkripto luzeenek ez
zuten inongo adierazpenik izan, ez kontrolean eta ez lagin tratatuetan. Bi transkripto
motzek, ostera, adierazpen handiagoa erakutsi zuten morfinaren tratamendu ostean.
Hala ere, RNAseq datuak aztertzean ez genuen inongo aldaketa adierazgarririk topatu bi
laginen artean; hortaz, morfinak gune sustatzailean eragindako DMZ hipermetilatuak ez
zuen transkripto horien adierazpena murrizteko behar besteko gaitasunik izan. Azkenik,
Dnmt3b geneari dagokionez, ez genuen inongo aldaketarik sumatu RNAseq-eko datuak
aztertzerako garaian. Adierazpen aldaketa horiek CPM balioak normalizatuz berretsi
genituen (4.15.B irudia).
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4.14. irudia. DNAren metilazioaz arduratzen diren Dnmt gene familiako kide katalitiko nagusien
erregulazio epigenetikoa. Morfinak mESCtan eragindako erregulazio epigenetikoa (A) Dnmt1, (B) Dnmt3a
eta (D) Dnmt3b geneetan. UCSC genome browser plataforma bidez irudikatuak. Goitik behera: WGBS,
ChiPseq (H3K27me3) eta RNAseq. DMZ, WGBS datuen paisaiaren gainean agertzen da (berdeak
hipermetilazioak, eta gorriak hipometilazioak). Kaxa gorriek, transkripto ezberdinen gune sustatzaileak
zehazten dituzte. CpG feature lerroak CGl eremuak adierazten ditu berdez, jarraian shore guneak urdin

turkesaz eta Shelf guneak urdin ilunez, bere bi alboetan.

Amaitzeko, aztertutako geneek izandako adierazpen aldaketak DNAren metilazioarekin
erlazionatu ezean, geneen adierazpena isilarazten duen marka epigenetiko batek
morfinaren ondorioz jasan zituen aldaketak aztertu genituen ChiPseq bidez; H3K27me3
eraldaketarenak zehazki (4.14 irudia). Dnmtl genearen paisaian ikusten den moduan,
genearen gune sustatzailean H3K27me3 eraldaketaren tontor bat behatu genuen
morfinaren presentzian, oso igoera handia ez izan arren. Aitzitik, eraldaketa hori izan
daiteke morfinaren presentzian gene horrek izandako adierazpen aldaketaren eragile
nagusia. Bestalde, Dnmt3a genearen kasuan ez genuen inongo aldaketarik sumatu, eta
Dnmt3b genean, ordea, H3K27me3 eraldaketaren tontor handiago bat behatu genuen,
nahiz eta ez eduki inongo eraginik haren adierazpen mailan. Datu horiek balioztatuak izan
ziren (4.15.D. irudia).
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Horrenbestez, DNMT entzima familia horretako kide katalitikoak aztertzerakoan Dnmt1
genea morfinarekiko sentikorra zela ikusi bagenuen ere, ez genuen autoerregulazio
mekanismorik topatu. Morfinaren tratamendu kronikoak haren adierazpena murriztu
zuen, H3K27me3 eraldaketak gune sustatzailean zuen estatus epigenetikoa modulatuz,

eta hori bat dator MS/MS bidez behatu genuen metilazio maila globalen jaitsierarekin.
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4.15. irudia. DNAren metilazioaz arduratzen diren Dnmt gene familiako kide katalitiko nagusien inguruan
lortutako datuen balioztatzeak. (A) WGBS datuen balioztatzea metilazioen ehunekoen boxplot-en bidez.
(B) ChIPseq (H3K27me3) eta (D) RNAseq datuen balioztatzea CPM balio normalizatuen boxplot-en bidez.

WGBS teknika bidez eskuraturiko datuak, eta RNAseqg-eko datuak integratzean, familia
proteiko horretako beste kidea bat ere identifikatu genuen, Dnmt3/ genea hain zuzen ere.
Sarreran aipatu dugun moduan, DNMT3L proteina DNMT3A eta DNMT3B entzimen de
novo metilazio funtzioa bideratzen duen proteina laguntzailea da. Katalitikoki aktiboa ez
den arren (ez du metiltransferasa aktibitaterik), funtsezkoa da bere familiako beste bi kide

horien aktibitate katalitikoa emendatzeko eta bideratzeko (Hata et al., 2002).
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4.16. irudia. DNAren de novo metilazioa bideratzen duen Dnmt3/ gene gakoaren erregulazio epigenetikoa.
Morfinak mESCtan eragindako erregulazio epigenetikoa (A) Dnmt3/ genean. UCSC genome browser
plataforma bidez irudikatuak. Goitik behera: WGBS, ChlPseq (H3K27me3) eta RNAseq. DMZ, WGBS datuen
paisaiaren gainean agertzen da (berdeak hipermetilazioak, eta gorriak hipometilazioak). Kaxa gorriek,
transkripto ezberdinen gune sustatzaileak zehazten dituzte. CpG feature lerroak CGl eremuak adierazten
ditu berdez, jarraian shore guneak urdin turkesaz eta Shelf guneak urdin ilunez, bere bi alboetan. (B) WGBS
datuen balioztatzea metilazioen ehunekoen boxplot-en bidez. (D) ChiPseq (H3K27me3) eta (E) RNAseq

datuen balioztatzea CPM balio normalizatuen boxplot-en bidez.

Dnmt3l geneak 6 transkripto ditu guztira (4.16.A irudia), eta bakoitzak duen gune
sustatzailea ezberdina da (S1, S2, S3). DNAren metilazioari dagokionez, 3 gune
sustatzaileetatik bakarrak izan zituen morfinak eragindako aldaketa adierazgarriak, S3
guneak zehazki; bertan hipometilazioak aurkitu genituen batez ere, DMZ ataleko markek
adierazten duten moduan. RNAseq datuak aztertzerako garaian, transkripto luzeenaren

kasuan ez genuen inongo adierazpenik behatu mESCtan (Slari dagokion transkriptoa).

142



EMAITZAK | 4

Tarteko transkriptoen kasuan, ordea, adierazpena erakutsi zuten baina inongo aldaketa
adierazgarririk gabe (S2ari dagokion transkriptoak). Azkenik, trankripto laburrenen
kasuan, RNAseq datuek morfinaren tratamendu kronikoak horien adierazpena handitzea
ekarri zuela adierazi zuten, eta igoera hori erabat nabarmena izan zen azkeneko exoietan
(S3ari dagokien transkriptoak), erabat bat datorrena S3 gunean emandako metilazio
aldaketekin. H3K27me3 eraldaketaren ChiPseq datuek, ostera, identifikatu zuten aldaketa
bakarra, S2 gunean morfinaren presentzian topaturiko eraldaketaren tontor bat izan zen,
baina ez zen adierazgarria. Horrenbestez, transkripto ertainen adierazpena modulatzen
duen eraldaketa epigenetikoa histonako H3K27me3 eraldaketa dela esan dezakegu, eta
transkripto laburrenena, ordea, DNAren metilazioa. Morfinak eragindako aldaketa guzti

horiek jarraian baliozkotuak izan ziren 4.16.B, D eta E irudietan beha dezakegun moduan.

Beraz, Dnmt3l genea, bere familia kide katalitikoen modura, morfinarekiko sentikorra da,
eta hori bere gune sustatzaile ezberdinetako patroi epigenetikoa, euren adierazpenarekin
batera aldatzen delako dakigu. Eskuetan genituen datuek erakutsi zigutenez, bere
adierazpena erregulatzeko dituen mekanismo epigenetikoak ezberdinak dira,
transkriptoen gune sustatzailearen arabera. RNAseq datuetan gene horren adierazpen
igoera bat hauteman genuenez, morfinarekiko erantzun transkripzionalean garrantzi
gehien duten transkriptoak, transkripto laburrak dira, eta horrenbestez, erantzun hori

bultzatzen duen mekanismo epigenetiko nagusia DNAren metilazioa da.

4.3.2. Metilazioaren mantentzea gauzatzen duten
MBD proteinak:

Zitosina metilatuen mantentzean funtzio gakoa betetzen duten MBD entzimak
aztertzerako garaian aukeratu genituen hautagai nagusiak Mbd1, Mbd2 eta Mbd3 geneak
izan ziren. Gene horiei dagokionez azterturiko informazioaren paisaiak biltzen dituzten

irudikapenak 4.17.A, B, D. irudian azter ditzakegu.
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4.17. irudia. DNA metilatuaren mantentzeaz arduratzen diren Mbd gene familiako kide katalitiko
nagusien erregulazio epigenetikoa. Morfinak mESCtan eragindako erregulazio epigenetikoa (A) Mbd1, (B)
Mbd?2 eta (D) Mbd3 geneetan. UCSC genome browser plataforma bidez irudikatuak. Goitik behera: WGBS,
ChiPseq (H3K27me3) eta RNAseq. DMZ, WGBS datuen paisaiaren gainean agertzen da (berdeak
hipermetilazioak, eta gorriak hipometilazioak). Kaxa gorriek, transkripto ezberdinen gune sustatzaileak
zehazten dituzte. CpG feature lerroak CGl eremuak adierazten ditu berdez, jarraian shore guneak urdin

turkesaz eta Shelf guneak urdin ilunez, bere bi alboetan.

DNAren metilazioa aztertzerako garaian, Mbd1 genearen kasuan, ez zen inongo DMZrik
topatu haren transkripto guztien gorputz osoan zehar. Mbd2 genean berriz, aldaketa
adierazgarrienak, gorputzean sakabanaturik topatu ziren kasu bakan batzuk izan ziren,
hipometilazioak nagusiki. Azkenik, Mbd3 genea aztertzerakoan, morfinak eragindako
DMZ hipometilatu bakarra ere, gorputzean topatu genuen. Bestalde, ez genuen morfinak
sortutako aldaketa adierazgarririk sumatu gene familia horretako kideen sustatzaileetan,

horien balioztapenek adierazten duten bezala (4.18.A irudia).

Ondoren, RNAseq datuak aztertzera iragan ginen. Mbd1 eta Mbd2 geneei dagokionez, ez
genuen inongo aldaketarik topatu. Mdb3 genearen kasuan, aldiz, adierazpenaren igoera
adierazgarri bat identifikatu genuen. Edozein kasutan, aurreko atalean jada aipatu dudan
moduan, ez genuen azken gene horren adierazpen aldaketa eragin dezakeen metilazio-
mailaren aldaketarik aurkitu haren gune sustatzailean. Gene horien adierazpenak CPM

balioak normalizatuz berretsi genituen (4.18.B irudia).
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4.18. irudia. DNAren metilazioaz arduratzen diren Mbd gene familiako kide katalitiko nagusien inguruan
lortutako datuen balioztatzeak. (A) WGBS datuen balioztatzea metilazioen ehunekoen boxplot-en bidez.

(B) ChIPseq (H3K27me3) eta (D) RNAseq datuen balioztatzea CPM balio normalizatuen boxplot-en bidez.

Azkenik, geneen adierazpen aldaketa horiei azalpen bat aurkitzeko saiakeran, H3K27me3
eraldaketari dagokionez morfinak eragindako aldaketak aztertzera igaro ginen. Mbd1,
Mbd2 eta Mbd3 geneen kasuan ez genuen aldaketa esanguratsurik topatu. Hori bat dator
lehenengo bi kasuetan aurreko emaitzekin, baina ez Mbd3ren kasuan. Hortaz, H3K27me3
eradaketari dagokionez ez genuen inongo korrelaziorik aurkitu morfinak sortutako
adierazpen aldaketekin. Datu horiek, jarraian ikusi dezakegun moduan, balioztatuak izan
ziren (4.18.D. irudia).

Hiru gene horien artean morfinarekiko sentikortasuna agertu zuen gene bakarra Mbd3
genea izan zen, edonola ere, gure datuen arabera DNAren metilazioak eta H3K27me3
eraldaketak ez dute aldaketa horrekin inongo zerikusirik, hiru kasuetan eraldaketa

epigenetiko horiek izandako aldaketak minimoak izan zirelako.
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4.3.3. DNAren demetilasak diren TET proteinak:

Proteina familia horretan aztertu nahi izan genituen entzimak TET1, TET2 eta TET3
entzima katalitikoak izan ziren, zitosina metilatuen demetilazio prozesu aktiboa gauzatzen
duten entzimak. Gene horiei dagokionez azterturiko informazioaren pasaiak biltzen

dituzten irudikapenak 4.19.A, B, D. irudian azter ditzakegu.

DNAren metilazioari dagokionez, familia horretako geneak oso sentikorrak dira
morfinarekiko, hori dela eta, aldaketa ugari pairatu zituzten tratamenduaren ondorioz.
Aldaketa handienak, Tet1 eta Tet3 geneetan eman ziren. Tet1 genearen kasuan, morfinak
hipometilazio eta hipermetilazio ugari sortarazi zituen gorputz osoan zehar, baita gune
sustatzailean ere. Tet1 geneak bi transkripto ditu, eta bakoitzak bere gune sustatzailea du
(S1 eta S2). Morfinak bi gune sustatzaile horietan hipometilazio gakoak induzitu zituen.
Tet2 genea aztertzerako garaian, aldiz, ia ez zen inongo metilazio aldaketarik sortu
morfinaren tratamendu ostean, eta sorturiko guztiak gorputzean zehar identifikatu
genituen. Azkenik, Tet3 genea guztiz metilatua aurkitu genuen, haren bi familia kideen
metilazio mailekin konparatzen badugu, askoz metilazio maila altuagoa hauteman
genuen, bai kontrolean eta bai morfinan. DMZei dagokionez, aldaketa asko identifikatu
ziren batez ere gune sustatzaileetan, non hipometilazio gakoak topatu ziren eta bi kaxa
gorrien barnean irudikatu diren. Gune sustatzaile horietako metilazio estatusean
emandako aldaketak, bertako metilazio datuak normalizatuz baliozkotu genituen (4.20.A

irudia).

Aurreko geneekin bezala, jarraian demetilasa horien adierazpen mailak neurtzera iragan
ginen, eta horretarako RNAseq-eko datuak aztertu genituen. Tet1 genearen kasuan, gene
horrek dituen luzera ezberdineko bi transkriptoak funtzionalak ziren, eta horien
adierazpen handiago bat behatu ahal izan genuen morfinaren presentzian. Emaitza
horrek, korrelazio zuzena erakusten du WGBS datuetan identifikatutako gune
sustatzaileetako DMZ hipometilatuekin. Tet2 genearen kasuan, aldiz, ez genuen aldaketa
bereizgarrik behatu kontrola eta morfinaren artean. Amaitzeko, Tet3 genea ez zen ia
adierazi bi lagin ezberdinetan. Adierazpen hori hain zen txikia, bertan aldaketak
hautemateak ez duelarik inongo balio esanguratsurik, eta hori bat dator aurretik
behaturiko metilazio-estatusarekin. Tetl genearen adierazpen jaitsiera (beste bi geneen
adierazpen neurketekin batera) CPM balioak normalizatuz balioztatu genuen (4.20.B

irudia).
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4.19. irudia. DNAren demetilazioaz arduratzen diren Tet gene familiako kide katalitiko nagusien
erregulazio epigenetikoa. Morfinak mESCtan eragindako erregulazio epigenetikoa (A) Tet1, (B) Tet2 eta (D)
Tet3 geneetan. UCSC genome browser plataforma bidez irudikatuak. Goitik behera: WGBS, ChiPseq
(H3K27me3) eta RNAseq. DMZ, WGBS datuen paisaiaren gainean agertzen da (berdeak hipermetilazioak,
eta gorriak hipometilazioak). Kaxa gorriek, transkripto ezberdinen gune sustatzaileak zehazten dituzte. CpG
feature lerroak CGl eremuak adierazten ditu berdez, jarraian shore guneak urdin turkesaz eta Shelf guneak

urdin ilunez, bere bi alboetan.

Azkenik, H3K27me3 eraldaketak TET entzimen geneetan izan zuen eragina aztertu nahi
izan genuen. Behatutakoaren arabera, Tet3 genearen kasuan salbu, ez genuen erlaziorik
topatu eraldaketa horrek zuen presentziaren eta geneen adierazpenaren artean. Tetl
genearen transkripto motzenaren eta Tet2 genearen gune sustatzailean morfinak
eragindako eraldaketa horren agerpen handiago bat behatu genuen. Tet3 genean, aldiz,
histona errepresiogileak genearen zabalera osoan zuen presentzia bereziki altua izan zen,
bai kontrolean eta bai morfinan. Hori, harrigarriki, DNAren metilazioarekin ikusi genuen
gauza bera izan zen. Beraz, mESCtan topatu genuen H3K27me3 presentzia altua, gene
horrek mESC zeluletan zuen berezko adierazpen baxuarekin erlazionatua egon daiteke.
Datu guzti horiek ChlIPseq bidez eskuraturiko CPM balioak normalizatuz balioztatu
genituen (4.20.D. irudia).
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4.20. irudia. DNAren metilazioaz arduratzen diren Tet gene familiako kide katalitiko nagusien inguruan
lortutako datuen balioztatzeak. (A) WGBS datuen balioztatzea metilazioen ehunekoen boxplot-en bidez.

(B) ChIPseq (H3K27me3) eta (D) RNAseq datuen balioztatzea CPM balio normalizatuen boxplot-en bidez.

Horrenbestez, TET1 entzima katalitikoaren adierazpena emendatu egin zenez
morfinarekiko sentikorra dela frogatu ahal izan genuen. Gainera, aipatzekoa da Tetl
geneak erakutsi zuen autoerregulazio mekanismoa, bere gune sustatzaileko metilazio
patroia modulatuz adierazpen igoera bideratzen duelako. Emaitza horiek MS/MS bidez
ikusi genuen genomako metilazio maila globalen jaitsierarekin, eta hidroximetilazioen

igoerarekin guztiz bat datoz.

Aurreko atal horietan behatu dugunez, mESCtan morfinaren tratamendu kroniko baten
ondorioz sentikorrak diren kasuak, entzima katalitikoei dagokionez, DNMT1 metilasa eta
TET1 demetilasak dira. Gainera, horiek jasan zuten adierazpenaren erregulazioa erabat
bat dator genomako metilazio maila-globalen jaitsierarekin, baita hidroximetilazioen
igoerarekin ere. Tetl genearen adierazpen erregulazio modulatzen duen mekanismo
epigenetiko nagusia, Dnmtl genearen kasuan gertatzen ez den moduan, DNAren
metilazioa da; haren sustatzailean metilazio estatusaren modulazioaren bidez zehazki.
Dnmtl genearen kasuan, ostera, horren adierazpena jaitsiarazten duen mekanismo

epigenetikoa H3K27me3 eraldaketa izan daitekeela deritzogu. Beraz, entzima horrek
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morfinaren presentzian bere transkripzioa arautzeko autoerregulazio mekanismo
epigenetiko bat duela esan dezakegu, eta morfinaren tratamenduan mESCtan eragindako
zitosina hidroximetilatuen igoera ikusita, opioide horren aurrean burutzen den erantzun

zelularra bideratzen duen entzima gakoa dela deritzogu.

4.4. Morfinak DNAren metilazioaren
bidez eragindako pluripotentziaren
emendioa mESCtan

mESCtan buruturiko morfinaren tratamendu kronikoak zelula horien pluripotentzia maila
handitu egiten dela pentsaraztea eraman zigun. lzan ere, genoma osoan emandako
metilazio mailen jaitsiera globala izan zen horren inguruan ikusi genuen lehenengo
zantzua. Burutu genituen integrazio prozesu horietan morfinaren bidez adierazpena
aldatuak zituzten geneak, eta aldi berean DNAren metilazioari dagokionez, eta H3K27me3
eraldaketari dagokionez, aldaketa adierazgarriren bat izan zuten gene guztiak identifikatu
genituen. Behin gene horien zerrendak gure eskura genituela, lista horretan barrentzeko
helburuarekin ontologia azterketak burutu genituen, eta hor pluripotentziarekin
erlazionatuak dauden funtzio zelular garrantzitsu bana identifikatu genituen: zelula amen
mantenua (GO0:0019827)(4.11.B. irudia) eta garapen prozesuaren erregulazioa
(G0:0050793)(4.13.B. irudia).

Bi funtzio horietan parte hartzen duten geneak 4.3. taulan jaso genituen. Gene horien
artean mESC zelulen pluripotentzia maila mantentzeko funtzio gakoa betetzen duten gene
edota transkripzio faktore ugari daude. Hori dela eta, jarraian gene zerrenda horretako

hautagai gakoak aztertzera iragan ginen.
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4.3. taula. mESC zeluletan morfinaren tratamendu kronikoaren ondoren WGBS, RNAseq eta ChiPseq
(H3K27me3) analisiekin burututako integrazio prozesua. Ontologia analisietan identifikaturiko, eta

pluripotentziarekin erlazionaturiko bi funtzio biologiko jakinetan parte hartzen duten geneen zerrendak.

Funtzio Biologikoa Genea Genearen izen osoa

|
Transcription Factor 3
m B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase
Pericentriolar Material 1
Assembly Factor For Spindle Microtubules
Tet Methylcytosine Dioxygenase 1
POU Class 5 Homeobox 1
RE1 Silencing Transcription Factor
CREB Binding Protein
NIPBL Cohesin Loading Factor
m DEAD-Box Helicase &
Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 1A
Dicer 1, Ribonuclease 111
Insulin Like Growth Factor 2 MRNA Binding Protein 1
e
Bone Morphogenetic Protein 4
Heat Shock Protein Family B (Small) Member 1
Kinesin Family Member 1A
Kruppel Like Factor 2
MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor
m Neurofilament Medium Chain

Pou5f1 POU Class 5 Homeobox 1
Spectrin Beta, Non-Erythrocytic 4
SLCOA3 Regulator 1
TNF Receptor Superfamily Member 1B
A-Kinase Anchoring Protein 11
ATPase Family AAA Domain Containing 5
Ephrin A5
Mannosidase Alpha Class 2A Member 1

Pcm1 Pericentriolar Material 1

5UZ12 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit
TEA Domain Transcription Factor 1

stem cell population
maintenance

(G0:0019827)

Regulation of
developmental
process

(G0:0050793)

4.4.1. Yamanaka transkripzio faktoreak

Integrazio prozesuan Yamanaka transkripzio-faktore moduan ezagutzen ditugun POU
Class 5 Homeobox 1 (Pou5f1), Oct4 bezala ere ezaguna; MYC Proto-Oncogene BHLH
Transcription Factor (Myc) eta Kruppel-Like Factor 2 (KIf2) geneak topatu genituen.
Yamanaka faktoreak, 2006. urtean Takahashi eta Yamanaka-k, sagu enbrioietako
fibroblasto helduetatik iPSC-ak (ingelesezko induced pluripotent stem cells) eratzeko
gakoak diren transkripzio faktoreak identifikatzeko saiakera batean aurkitu zituzten
geneak dira: Pou5f1 edo Oct3/4, SRY-Box Transcription Factor 2 (Sox2), Kruppel Like Factor
4 (Klf4), eta c-Myc edo Myc. Gene horiek oso adieraziak daude ama zelula enbrionikoetan
(ESC), eta horien gainadierazpenak zelula horien pluripotentzia bultzatu dezakete, bai
saguan eta bai gizakian (Takahashi & Yamanaka, 2006). Aipatu beharra dago, integrazio
analisian identifikatutako KIf2 genea, errealitatean ez dela Yamanaka faktore bat, baina
Klf4-en familia kide garrantzitsua da. Beraz, segidan Yamanaka transkripzio faktore horiek

ikertzera iragan ginen.
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Pou5f1 (Oct4) eta Myc faktoreek adierazpenaren emendio adierazgarriak jasan zituzten
morfinaren presentzian, eta hori 4.21.A. eta B. irudietako RNAseq paisaietan ikus
dezakegu, hurrenez hurren. DNAren metilazioa aztertzerakoan bi geneen gune
sustatzaileetan morfinak eragindako DMZ hipometilatuak topatu genituen, eta ondorioz
metilazio estatus baxuagoa aurkeztu zuten, eta horrek erabat kointziditzen du behaturiko
adierazpen aldaketarekin. Azkenik, H3K27me3 eraldaketari dagokionez, bi geneen gune
sustatzaile-inguruetan eraldaketa epigenetiko horren igoera adierazgarriak identifikatu

genituen morfinaren presentzian, aurreko emaitzekin talka eginez.

Sox2 eta Klf4 transkripzio faktorearen kasuan, ostera, ez genuen morfinak sortutako
aldaketa adierazgarririk topatu adierazpen mailak aztertzeko garaian (RNAseq
datuak)(4.21.D. eta E. irudiak). Morfinak metilazio-mailetan eraginik izan zuen
aztertzerakoan ere, ez genuen aldaketa adierazgarri bakar bat ere sumatu bi gene
horiengan. Azkenik, H3K27me3 eraldaketaren ChIPseq datuak aztertzerako garaian, aldiz,
Sox2 eta KIf4 geneen gune sustatzailean marka epigenetiko horren igoera adierazgarri

bana topatu genuen.

Amaitzeko, KIf2 genea aztertzera iragan ginen, integrazio prozesuan aurkitu genuen beste
geneetariko bat. Yamanaka faktorea ez bada ere, KLF4 faktorearen familiakide
gertukoena da, eta euren artean konparatzen baditugu, biek amankomuna duten lotze
eremuek (ingelesezko zinc finger DNA binding domain) %90eko antzekotasuna dutela
frogatu izan da, bi faktoreek duten lotze itu-sekuentziak antzekoak izan daitezkeela
iradokiz (Shields & Yang, 1997). Gene horrek morfinaren eraginez izandako adierazpena
aztertzean, morfinak haren transkripzio mailak handitu zituela behatu genuen (4.21.F.
irudia). Metilazioari inguruko aldaketak aztertzerakoan (WGBS datuak) DMZ ugari
identifikatu genituen, eta horiek morfinaren ondorioz gune sustatzailean agertu ziren
hipometilazioak izan ziren. Emaitza hori bat dator hasieran aipatutako genearen
adierazpen-aldaketa joerarekin. H3K27me3 eraldaketan oinarrituriko ChlPseq datuek,
beste behin, morfinaren presentzian gune sustatzaileetan eraldaketa horren presentzia
igoera bat eman zela adierazi zuten, eta hori ez dator bat adierazpenaren igoerarekin.
Aipatu ditugun aldaketa horiek guztiak balioztatuak izan ziren (4.22 irudia) CPM balioen

(RNAseq eta ChiPseq) eta sustatzaileko metilazio balioen (WGBS) normalizazioaren bidez.
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4.21. irudia. Yamanaka transkripzio faktoreen erregulazio epigenetikoa. Morfinak mESCtan eragindako
erregulazio epigenetikoa (A) Pou5f1, (B) Myc, (D) Sox2, (E) KIf4 eta (F) KIf2 geneetan. UCSC genome browser
plataforma bidez irudikatuak. Goitik behera: WGBS, ChlPseq (H3K27me3) eta RNAseq. DMZ, WGBS datuen
paisaiaren gainean agertzen da (berdeak hipermetilazioak, eta gorriak hipometilazioak). Kaxa gorriek,
transkripto ezberdinen gune sustatzaileak zehazten dituzte. CpG feature lerroak CGl eremuak adierazten

ditu berdez, jarraian shore guneak urdin turkesaz eta Shelf guneak urdin ilunez, bere bi alboetan.

Horrenbestez, Pou5f1 eta Myc Yamanaka transkripzio faktoreak, KIf2 faktorearekin
batera, morfinarekiko sentikorrak direla frogatu ahal izan genuen, eta zehazki,
pluripotentziarako funtsezkoak diren gene horien adierazpena handitu egiten da
morfinaren presentzian. Adierazpenaren igoera horren eragilea DNAren metilazioa izan
zen, eta hori geneen gune sustatzailearen metilazio patroia modulatuz gauzatu zela
behatu genuen. H3K27me3 eraldaketak, ordea, ez zuen inongo eraginik izan, azterturiko
transkripzio faktore guztietan aurkako joera hauteman genuelako, eta horiek erakutsi
zuten adierazpen mailan ez zen horren efekturik islatu. Sox2 eta KIf4 geneek, aldiz, ez

zuten sentikortasunik erakutsi morfinaren aurrean.
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4.22. irudia. Yamanaka transkripzio faktoreen emaitzen balioztatzea. (A) RNAseq eta (D) ChiIPseq
(H3K27me3) datuen balioztatzea CPM balio normalizatuen boxplot-en bidez. (B) WGBS datuen balioztatzea

metilazioen ehunekoen boxplot-en bidez.

4.4.2. PRC2 konplexua

Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) konplexu epigenetikoa Polycomb konplexuetariko
bat da, eta horrek funtsezkoa funtzioa betetzen du mESC zelulen pluripotentziaren
mantenuan; genee adierazpen koordinatua bultzatzen du H3 histonako 27. lisinaren
trimetilazioaren bidez (Loh et al., 2021). Integrazio prozesuan identifikatu genuen gene
garrantzitsuenetariko bat SUZ12 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit (SUZ12) izan
zen, H3K27me3 eraldaketa hori katalizatzen duen PRC2 konplexuaren entzima gakoa. Hori
dela eta, konplexu horretako geneetan morfinaren presentziarekin zer gertatzen den
aztertzera iragan ginen. Suz12 entzimaz gain, aztertu genituen gainerako kideak honako
hauek izan ziren: Enhancer Of Zeste 2 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit (Ezh2),
Embryonic Ectoderm Development (Eed), RB Binding Protein 4, Chromatin Remodeling
Factor (Rbbp4), eta RB Binding Protein 7, Chromatin Remodeling Factor (Rbbp7) geneak.

Integrazio prozesuan identifikatutako Suzi2 geneak, morfinaren presentzia
adierazpenaren jaitsiera adierazgarri bat izan zuen (4.23.A. irudia). WGBS datuak erakutsi

zuten moduan, genearen gorputz guztia erabat hipometilaturik topatu genuen, baino
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bere gune sustatzailean ez genuen adierazpen jaitsiera hori eragingo zuen DMZ

hipermetilatu gakorik topatu.

Histona metilatuari dagozkion datuek, aldiz, gune

sustatzailean H3K27me3 eraldaketa epigenetikoaren presentzia igoera adierazgarri bat

baieztatu zuten.
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4.23. irudia. PRC2 Polycomb konplexuaren erregulazio epigenetikoa. Morfinak mESCtan eragindako
erregulazio epigenetikoa (A) Suzi12, (B) Ezh2, (D) Eed, (E) Rbbp4 eta (F) Rbbp7 geneetan. UCSC genome
browser plataforma bidez irudikatuak. Goitik behera: WGBS, ChIPseq (H3K27me3) eta RNAseq. DMZ, WGBS
datuen paisaiaren gainean agertzen da (berdeak hipermetilazioak, eta gorriak hipometilazioak). Kaxa
gorriek, transkripto ezberdinen gune sustatzaileak zehazten dituzte. CpG feature lerroak CGl eremuak

adierazten ditu berdez, jarraian shore guneak urdin turkesaz eta Shelf guneak urdin ilunez, bere bi alboetan.

PRC2 konplexuaren kide katalitikoa den Ezh2 genea aztertzerako garaian, RNAseq datuek
morfinak gene horren adierazpena jaistea ekarri zuela adierazi ziguten (4.23.B. irudia).
DNA metilatuaren inguruko datuek, informazio interesgarria azaleratu zuten, izan ere
genearen gorputza DMZ ezberdinez beteta topatu bagenuen ere, lau transkripto totaletik
hiruren gune sustatzailean (S1), transkripto horien adierazpen jaitsiera ekar dezakeen
DMZ hipermetilatu gako bat behatu genuen. Beste gune sustatzailea (S2), ordea,
hipometilaturik topatu genuen. Azkenik, H3K27me3 eraldaketaren presentzia handiago
bat behatu genuen morfinarekin batera, eta horrek, geneak izandako adierazpen

aldaketarekin erabat kointziditzen du.

Eed, aurreko beste bien antzera, PRC2 konplexuko entzima gakoa da, eta morfinak bere
adierazpena jaitsi egiten duela adierazi ziguten RNAseq datuek (4.23.D. irudia). WGBS
datuak aztertzerako garaian, ostera, ez genuen DMZ adierazgarririk topatu genearen
sustatzailean eta DMZ hipometilatu solte bat soilik genearen gorputzean zehar.

H3K27me3 eraldaketaren ChlIPseq datuek, histonaren igoera identifikatu zuten
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sustatzailean morfinaren tratamenduaren ostean, zeinak Eed genearen adierazpena jaitsi

dezakeen.

Azkenik, Rbbp4 eta Rbbp7 geneak aztertzera iragan ginen. Hauek antzeko egitura duten
proteina homologoak eratzen dituzten geneak dira (4.23.E. eta F irudiak). Aurreko kasu
guztietan gertatu zen modu berean, bi gene horien adierazpena txikitu egin zen
morfinaren presentzian. WGBS datuak aztertzerako garaian, ez genuen inolako DMZ
adierazgarririk topatu, eta, aitzitik, ChIPseq datuek euren gune sustatzailean H3K27me3
histonaren presentzia handiago bat topatu genuen morfinarekin tratatuak izan ziren
laginetan, adierazpen aldaketa azaldu dezakeen gertaera. Aipatu ditugun aldaketa horiek
guztiak balioztatuak izan ziren (4.24 irudia) CPM balioen (RNAseq eta ChlPseq) eta

sustatzaileko metilazio balioen (WGBS) normalizazioaren bidez.
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4.24. irudia. PRC2 Polycomb konplexuko geneen emaitzen balioztatzea. (A) RNAseq eta (D) ChiIPseq
(H3K27me3) datuen balioztatzea CPM balio normalizatuen boxplot-en bidez. (B) WGBS datuen balioztatzea

metilazioen ehunekoen boxplot-en bidez.

Horrenbestez, PRC2 konplexuaren kideak diren entzima guzti horiek morfinaren
presentzian adierazpena jaitsi zutenez, konplexu osoa morfinarekiko sentikorra dela
baieztatu genuen. Hala ere, adierazpen aldaketa horiek arautzeaz arduratzen den

mekanismo epigenetiko nagusia H3K27me3 eraldaketa dela behatu genuen, kasu
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guztietan histona metilatu horren igoera bat behatu genuelako gune sustatzailean,
behaturiko adierazpen aldaketak azalduz. Edozein kasutan, nabarmendu beharra dago,
suz12 eta nagusiki Ezh2 geneen adierazpena erregulatzeko garaian, DNAren metilazioak

ere funtzio giltzarria izan dezakeela, bi eraldaketen arteko kooperazio lan bat egonez.

4.5. Morfinak X kromosomaren
inaktibazioan (XCI) duen eragina
mESCtan Smchd1 genearen
erregulazio epienetikoaren bidez

Integrazio analisian hauteman genuen beste erregulatzaile epigenetiko garrantzitsu bat
Structural maintenance of chromosomes hinge domain containingl (Smchd1) genea izan
zen. SMCHD1 entzima, genomaren errepresio epigenetikoarekin erlazionatua dago, eta
funtzio gakoa gauzatzen du indibiduo emeetako X kromosomaren inaktibazio prozesuan
(XCI) (Sakakibara et al., 2018; Wutz et al., 2018), baita gune autosomiko jakinen errepresio
transkripzionalean ere, hala nola inprontadun geneetan eta Hox klusterrean (Jansz et al.,
2013; Chen et al., 2015; Benetti et al.,, 2021). Funtzio horietan jokatzen duen papera
kontuan hartuz, memoria epigenetikoa bultzatzen duten mekanismoekin erlazionatu da,
marka errepresiboen mantentzea gauzatzen duelako, denboran zehar iraunez. Horrez
gain, X kromosomaren aktibitate bikoitza (X kromosoma erabat aktibatuta dagoenean)
pluripotentziarekin erlazionatu izan da. Ikerketa ezberdinek frogatu dutenez, zelula amen
pluripotentzia bultzatzen dituzten TF-ak eta Xa (X kromosoma aktiboa) positiboki
korrelazionatuak daude (Schulz et al., 2014; Chen et al., 2016), eta SMCHD1 entzimak XClI

bultzatzen duenez, horren presentziak negatiboki eragiten du pluripotentzian.

Ugaztunetan gertatzen den X kromosomaren inaktibazio prozesua (XCl), kromatina
isilaren eraketa kontrolatuaren adibide garbia da, eta prozesu horretan indibiduo
emeetako X kromosometako bat inaktibatu egiten da bi sexuen artean dauden dosiak
konpentsatzeko. Inaktibazio prozesu horrek garapen prozesuan zehar arautuak izaten

diren zenbait pausu ditu. Prozesua Xist IncRNAren bidez hasten da eta ondoren Polycomb
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konplexuek gauzaturiko histonen eraldaketek gidaturiko konpartimendu errepresiboen
eraketa gauzatzen da, lehendabizi PRClek katalizaturiko H2A histonaren 119. lisinaren
ubikitinazioren (H2AK119ub) bidez, eta bigarrengoz PRC2k katalizaturiko H3 histonaren
27. lisinaren trimetilazioaren (H3K27me3) bidez. Amaitzeko X kromosomaren
inaktibazioaren errepresio egonkorra ematen da, non SMCHD1 eta DNMT1 entzimek
funtzio gakoa betetzen duten. Berriki egindako lanek erakutsi dutenez, SMCHD1ek Xi (X
kromosoma inaktiboa) berrantolatzen du haren bereizgarri den hiru dimentsioko (3D)
egitura sortu dezan (Wang et al.,, 2018; Wang et al.,, 2019). Horrenbestez, DNMT1
metilasak burutzen duen CpG dinukleotidoen metilazioa, eta SMCHD1 gauzatzen duen Xi-
aren 3D-ko egituraren eraketa, gertaera gakoak dira zelulak zatitzen diren heinean
dagoeneko isilarazia dagoen X kromosomak bere horretan iraun dezan, eta zelulek

memoria epigenetikoa garatu dezaten.

Hori guztia dela eta, mESCtan gauzaturiko morfinaren tratamendu kronikoak XClI
prozesuan nola eragiten duen aztertu nahi izan genuen aurrenekoz, prozesuaren fase
ezberdinetan zentratuz. XCl hasieran, Xist IncRNA-k betetzen duen funtzioa ezinbestekoa
da, horrek erakartzen baitu PRC1 konplexua, eta horren bidez katalizatzen baita
H2AK119Ub eraldaketa. Xist-ek eta funtzio antagonista duen Tsix IncRNAek (bi transkripto
eta bi gune sustatzaile ezberdin dituen genea) tratamenduaren ostean izan zuten
erregulazio epigenetikoa aztertzerakoan ez genuen inongo aldaketa adierazgarririk
sumatu, ez DNAren metilazioan, eta ez histonen metilazioan (4.25.A irudia). RNAseq
datuek, bada, bi gene horien adierazpenak morfinarekiko sentikorrak ez zirela baieztatu
zuten. Emaitza horiek jarraian baliozkotu ziren datuen normalizazioen bidez (4.25.B.

irudia).

Ondoren, PRC2 konplexuko kide guztiak morfinarekiko sentikorrak direla dagoeneko ikusi
dugun arren (atala referenciar), ez genekien ea PRC1 konplexua, eta ondorioz bere
produktua den H2AK119Ub eraldaketa, eraginda zeuden ala ez. Morfinak H2AK119Ub
histonaren maila globalean zer nolako eragina duen aztertzeko WB bat burutu genuen
(4.25.D. irudia). Inmunoblotting analisiak adierazi zuenez, morfinak ez du H2AK119Ub
eraldaketan inongo aldaketa adierazgarririk sortzen, eta H3K27me3 eraldaketan aldiz,
morfinaren presentziak histona mailaren jaitsiera berretsi zuen. Hortaz, jada aipatu dugun
moduan, XClaren hasiera fasea prozesu sekuentziala da, eta bertan parte hartzen duten
partaideak morfinarekiko sentikorrak ez direla frogatu genuen (Xist eta PRC1 konplexuari
dagokionez). XCl prozesuaren hasiera eta ondoren mantentze fasea elkarlotzen dituen
PRC2 konplexua eta berak gidaturiko H3K27me3 eraldaketa epigenetiko errepresiogilea

aldiz, negatiboki eraginda zeudela ikusi genuen.
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4.25. irudia. XCI prozesuaren hasiera fasea. (A) Morfinak mESCtan eragindako erregulazio epigenetikoa
Xist/Tsix IncRNAen geneetan. UCSC genome browser plataforma bidez irudikatuak. Goitik behera: WGBS,
ChiPseq (H3K27me3) eta RNAseq. DMZ, WGBS datuen paisaiaren gainean agertzen da (berdeak
hipermetilazioak, eta gorriak hipometilazioak). Kaxa gorriek, transkripto ezberdinen gune sustatzaileak
zehazten dituzte. CpG feature lerroak CGl eremuak adierazten ditu berdez, jarraian shore guneak urdin
turkesaz eta Shelf guneak urdin ilunez, bere bi alboetan; (B) RNAseq, WGBS eta ChIPseq analisietako datuen
balioztatzea boxplot-en bidez; (D) mESCtan buruturiko morfinaren tratamendu kronikoak PRC1 eta PRC2

koplexuek katalizatzen dituzten H2AK119Ub eta H3K27me3 eraldaketetan, hurrenez hurren, eragindako
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aldaketen azterketa western blotting teknikaren bidez.
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Ondoren, gure hurrengo helburu nagusia XCl prozesuaren mantentze lana gauzatzen
duten eragileak aztertzea izan zen. Lehenengo, PRC2 konplexuak eta H3K27me3
eraldaketak erakutsitako jaitsierak, X kromosomaren mailetan nola eragin zuen ikertzeko,
eraldaketa horren estaldura maila aztertu genuen. 4.X.A irudian ikusi daitekeen bezala,
H3K27me3 entzimaren aberastea gutxitua ageri zen X kromosoman zehar (ingelesezko
coverage plot — 4.26.A. irudia)(Mufioa-Hoyos, I.-ren tesia). Bigarrengoz, DNMT1
entzimaren murrizketak X kromosomaren metilazio mailetan eragin zuen aztertzeko,
berriz, WGBS sekuentziazio datuekin DNA metilatuaren estaldura aztertu genuen
(coverage plot — 4.26.B. irudia). Emaitzek adierazi zutenez, X kromosomak dituen zitosina

metilatu-mailak nabarmenki baxuagoak ziren.

A Kontrola Morfina

H3K27me3 eraldaketaren
estaldura azterketa X kromosomean

i IM_IHII I HLM | _|“l

Chromosome Size (bp) Chromosome Size (bp)

B Kontrola Morfina

DNA metilatuaren estaldura
azterketa X kromosomean

Chromasome Size (bp) Chromosome Size (bp)

4.26. irudia. XCl prozesuaren mantentze fasea. (A) PRC2 konplexuaren adierazpen jaitsierak X kromosoman
izandako eragina aztertzeko H3K27me3-aren estaldura analisia (coverage plot); (B) Dnmtl genearen
adierazpen jaitsierak X kromosoman izandako eragina aztertzeko DNA metilatuaren estaldura analisia

(coverage plot).

(Irudiak hurrengo orrialdean jarraitzen du)
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(D) Morfinak mESCtan eragindako erregulazio epigenetikoa Smchdl genean. UCSC genome browser
plataforma bidez irudikatuak. Goitik behera: WGBS, ChlPseq (H3K27me3) eta RNAseq. DMZ, WGBS datuen
paisaiaren gainean agertzen da (berdeak hipermetilazioak, eta gorriak hipometilazioak). Kaxa gorriek,
transkripto ezberdinen gune sustatzaileak zehazten dituzte. CpG feature lerroak CGl eremuak adierazten
ditu berdez, jarraian shore guneak urdin turkesaz eta Shelf guneak urdin ilunez, bere bi alboetan; (E) Smchd1
genearen adierazpenaren neurketa RTqPCR bidez, erabilitako gene normalizatzaileak Gadph eta Pcx izan
ziren, eta lortutako Ct balioak 2¢°°®) moduan, eta kontrolarekiko normalizatua izan zen (n=3). Emaitzen
analisi estatistikoa Student-en T proba (ingelesezko Student’s t-test) erremintaren bidez gauzatu zen,
emaitzen esanguratsutasun maila hirutan bereiziz: *p<0.05, **p<0,01 eta ***p<0,001; (F) RNAseq eta (G)
ChlPseq (H3K27me3)datuen balioztatzea CPM balio normalizatuen boxplot-en bidez. (H) WGBS datuen

balioztatzea metilazioen ehunekoen boxplot-en bidez.
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Azkenik, Smchdl genea aztertu genuen (4.26.D. irudia), XClI mantentzeko gene
garrantzitsua, eta aurretik aipatu bezala, integrazio prozesuan azaleratu zen proteina
gakoa. RNAseq datuek adierazi zutenez, morfinak Smchd1 genearen adierazpena jaistea
eragin zuen, eta hori, RTqQPCR teknikaren erabiliz balioztatu genuen (4.26.E. irudia).
Morfinak Smchd1l genearen adierazpena arautzeko garaian, horren atzean dauden
mekanismo epigenetikoak zeintzuk diren aztertzeko, estatus epigenetikoa aztertu
genuen. Eraldaketa epigenetikoen paisaiek erakutsi zutenez, gene hori erabat
baldintzaturik topatu genuen morfinaren presentzian. Aurretik buruturiko ikerketetan,
morfinaren ondorioz gune sustatzailean H3K27me3 eraldaketaren presentzia modu
esanguratsuan handitzen dela frogatu genuen. Edonola ere, ezezaguna genuen DNAren
metilazio patroiari dagokionez aldaketa adierazgarririk ematen den. Beraz, WGBS
teknikaren bidez eskuraturiko datuak aztertzera iragan ginen. Metilazioaren estatusa
erabat asaldatua topatu genuen Smchdl genearen gorputz osoan zehar, nagusiki
hipometilatua, eta gune sustatzailetik oso gertu haren adierazpena jaitsi dezakeen
hipermetilazio klabe bat topatu genuen. Sustatzaileko metilazio balioen (WGBS)
normalizazioak konfirmatu zuen morfinak gune sustatzaile horretan induzitutako
hipermetilazioa (4.26.G. irudia), eta hori bat dator geneak izandako adierazpen
jaitsierarekin. Hortaz, haren gune sustatzaileko metilazio-mailen modulazioarekin,
H3K27me3 eraldaketarenarekin batera, genearen adierazpen arautu zen, bien arteko

elkarrekintza baten bidez.

Morfinaren eragina Smchd1 geneak morfinarekiko duen sentikortasuna

egiaztatzeko transfekzio saikerak:

Gure emaitzek Smchd1 genea morfinarekiko sentikorra dela adierazi zuten. Horrenbestez,
gure hipotesia baieztatu ahal izateko isilarazpen esperimentuak gauzatu genituen,
genearen inguruan are gehiago sakontzeko asmoz. CRISPR/Cas9 teknikaren bidez,
plasmidoekin buruturiko transfekzio saiakeran Smchdl entzimaren mESC knockout
partzialak sortu genituen, eta horren bidez genearen absentzia partzialak duen eragina
aztertu nahi izan genuen. lzan ere, erabateko isilarazpenarekin ezingo genukeen
morfinaren efektua zein den aztertu. Transfektatze prozesuak balioztatu ahal izateko
RTgPCR teknikaren bidez Smchdl genearen adierazpena neurtu genuen, eta emaitzek
transfekzioaren arrakasta nabarmendu zuten (4.27.A. irudia). Dnmt1 eta Smchd1 geneen
inguruan informazio gehiago eskuratzeko eta haien inguruko ezagutza handitzeko
helburuarekin, morfinaren tratamendu kronikoa gauzatu, eta RTgPCR analisiek Smchd1

genearen sentikortasuna berretsi zuten. lzan ere, tratatuak izan ziren Smchd1*/- zelulek,

167



jada bazuten genearen adierazpen-murrizketa indartsuagoa adierazi zuten morfinaren
presentzian (4.27.B. irudia), hau da, isilarazia izan ez zen aleloa morfinarekiko sentikorra
zela behatu genuen. Horrez gain, Dnmt1 genearen adierazpena Smchd1*/- mESCen kasuan
murriztua geratu zela ikusi genuen (4.27.B. irudia). Beraz, entzima hori, modu batera edo

bestera, Dnmt1 genearen adierazpena arautzeko gai dela adierazten dute gure emaitzek.
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4.27. irudia. Transfekzioa esperimentua. (A) Transfekzio prozesuaren balioztatzea Smchdl genearen
adierazpen neurketarekin (RT-qPCR); (B) mESC Smchd1*/- knockout zelulekin buruturiko esperimentua, non
morfinaren tratamendu kronikoa burutu zitzaien. Buruturiko RTqPCR analisi guztietan Gadph eta Pcx izan
ziren erabilitako gene normalizatzaileak (housekeeping), eta lortutako Ct balioak 2¢°°®) moduan, eta WT
kontrolarekiko normalizatuak adierazi ziren (n=3). Emaitzen analisi estatistikoa Student-en T proba
(ingelesezko Student’s t-test) erremintaren bidez gauzatu zen, emaitzen esanguratsutasun maila hirutan
bereiziz: ¥*p<0.05, **p<0,01 eta ***p<0,001.
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Morfinaren eragina mESC-EpilLC diferentziazioan gauzatzen den XCI

prozesuan:

Saguetan, X kromosomaren inaktibazio prozesua mESCak diferentziatzen hasten direnean
hasten da (Wutz & Jaenisch, 2000; Penny et al., 1994; Panning & Jaenisch, 1996).
Bitartean, Tsix IncRNAKk Xist genearen adierazpen kontrolatua izaten du, prozesua behar
dena baino lehen hasi ez dadin. Hortaz, gure hurrengo xedea mESC horien diferentziazio
prozesua hasi, eta bi gene horiei dagokionez ematen diren aldaketak aztertzea izan zen,
morfinak prozesu horretan duen eraginarekin batera. Helburu horretarako mESC zelulak
mEpilLC-tara diferentziatu genituen, hau da, zeluletan aleatorioki gertatzen den XCl jada
amaituta duten zelulak. Diferentziazio prozesuaren eraginkortasuna, zelulek jasandako
morfologia aldaketek (mEpilLC bereizgarria den morfologia, bibliografiak dioenaren
arabera), eta prozesu hori berresten dituen geneen adierazpen aldaketek konfirmatu
zuten (RTqPCR teknika bidez balioztatutako Dnmt3b genearen adierazpen igoera eta Xist
genearen adierazpen jaitsiera, Hayashi et al., 2011) (4.28.A. irudia). Emaitzek adierazi
zigutenaren arabera, bai Smchd1 eta bai Dnmt1 geneen kasuan, diferentziazio prozesuan
zehar eurek duten adierazpena jaisten joan zen, eta jaitsiera hori morfinarekiko modu
independentean eman zen (4.28.B. irudia); mESCak morfinarekiko tratatuak izan edo ez,
behin diferentziazio prozesua eman eta gero bi gene horien adierazpen-murrizketa berdin
gertatu zen bi laginen artean. Hortaz, morfinak mESCtan sorturiko aldaketa adierazgarriak
diferentziazio prozesuan emandako aldaketa adierazgarriengatik ezkutatua geratu zen,

EpiLCetara diferentziazio prozesuan jaitsiera hori handiagoa delako.
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4.28. irudia. Diferentziazioa esperimentua. (A) Diferentziazio prozesuaren balioztatzea Dnmt3b eta Xist
geneen adierazpen neurketarekin (RT-qPCR); (B) EpiLC zelulekin buruturiko esperimentua, non morfinaren
tratamendu kronikoa burutu zitzaien. Buruturiko RTQPCR analisi guztietan Gadph eta Pcx izan ziren
erabilitako gene normalizatzaileak (housekeeping), eta lortutako Ct balioak 2¢°°¢) moduan, eta WT
kontrolarekiko normalizatuak adierazi ziren (n=3). Emaitzen analisi estatistikoa Student-en T proba
(ingelesezko Student’s t-test) erremintaren bidez gauzatu zen, emaitzen esanguratsutasun maila hirutan
bereiziz: ¥*p<0.05, **p<0,01 eta ***p<0,001.

Ondoren, orain arte in vitro metodoen bidez mESCtan ikusi genituen emaitza horiek
egiaztatu nahi izan genituen; mESC zelula horiek saguen enbrioietatik eratorriak diren
zelulak direnez (enbrioiaren blastozisto etapako barne zelula masatik eratorritako zelula
amak), enbrioiaren hasierako garapen prozesu hori aztertu nahi izan genuen, morfinak
bertan duen eragina ikertuz. Horretarako, behin zigotoa zatitzen hasi eta bi zeluletako
fasean, morfinaren tratamendu kronikoa burutu zen 24h-z eta blastozisto etaparaino

mantendu zen, ondoren bertako zelulak aztertzera iraganez. Helburu nagusia, Dnmt1 eta

170



EMAITZAK | 4

Smchd1 geneek in vitro izandako adierazpen aldaketak errepikatzen ziren ala ez frogatzea
izan zen, eta RTqPCR analisiek hori baieztatu zuten (4.29.A. irudia). Horrez gain, bi entzima
horiek antzekotasun asko dituzte saguaren eta gizakion arten, bai egitura aldetik eta bai
funtzio aldetik (Blewitt et al. 2008; Nozawa et al. 2013). Beraz, morfinak gizakian ondorio
transkripzional berberak zituen aztertu nahiizan genuen (4.29.B. irudia). hIPS (ingelesezko
human induced pluripotent stem) zeluletan buruturiko morfinaren tratamendu kronikoak
(24 orduko tratamendua, 10uMko kontzentrazioan) aurreko kasuan ikusitako emaitza

berdinak izan zituen. Beraz, bi organismo biologiko ezberdinetan morfinak eragin berbera

zuela adierazi ziguten.
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4.29. irudia. (A) Smchd1 eta (B) Dnmt1 geneen adierazpenari dagokienez morfinaren tratamendu kronikoak
eragindako aldaketen azterketa saguen enbrioietan (SE) eta giza zeluletan (hIPS), RTqPCR teknikaren bidez.
SEtan Gadph eta Pcx erabili ziren gene normalizatzaile moduan (housekeeping), eta hiPStan, berriz, Hprt1
eta Beta-actin. Lortutako Ct balioak 2°°%Y moduan, eta mESC kontrolekiko normalizatuak adierazi ziren
(n=3); Emaitzen analisi estatistikoa Student-en T proba (ingelesezko Student’s t-test) erremintaren bidez

gauzatu zen, emaitzen esanguratsutasun maila hirutan bereiziz: *p<0.05, **p<0,01 eta ***p<0,001.

Beraz, morfinak XCl prozesuaren mantentze fasean parte hartzen duten partaide guztien
gain eragiten du, hasiera-fasearen amaieran ere eraginez (H3K27me3 mailak jaisten ditu).
Lehendabizi PRC2 konplexuan eragiten du, ondoren DNAren metilazioaz arduratzen den
DNMT1 entziman, eta amaitzeko, Xi-aren bereizgarria den egitura kondentsatua
bultzatzen duen SMCHD1 entziman. Kasu guztietan, horien adierazpena adierazgarriki
jaitsi, eta ondorioz, euren funtzioa ere nabarmenki murriztua topatu genuen. Horrez gain,
azken bi entzima horiei dagokienez mESCtan behaturiko adierazpen aldaketak in vivo
berretsi genituen saguen enbrioietan, baita gizaki jatorria dituzten zeluletan ere. Aldiz,

transfekzio esperimentuek Dnmt1 genearen adierazpena Smchd1 genearekiko menpekoa
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edota bere presentziarengatik baldintzatua zegoela adierazi zuten. Azkenik, mESCtatik
EpiLCetara diferentziazio prozesuan, bi gene horien presentzia nabarmenki jaisten da, eta
hori morfinarekiko independente da, jaitsiera hori berdina da morfinaren tratamendu jaso
ala ez. Beraz, bi gene horiek morfinaren aurrean duten sentikortasuna handia bada

mESCtan, diferentziazioa eta gero, aldaketa horiek arintzen edo baretzen doaz.
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Biomedikuntzak egun duen erronka handienetariko bat gure bizimoduak gure osasunean
nola eragiten duen ulertzea da. Aldaketa epigenetikoak garapen arruntaren eta
zahartzearen parte badira ere, ingurumen faktoreek sortu ditzaketen aldaketak ugariak
dira oso, eta, ondorioz, interes handia dago ingurumen-faktore horiek osasun-arazoetan
edo gaixotasunetan nola eragiten duten ulertzean. lzan ere, fenotipoan emandako
aldaketa horiek denboran zehar iraun dezakete, eta gainera, ondorengo belaunaldiak
eraginda egon daitezke aldaketa epigenetiko horien herentzia ahalbidetzen dituzten
mekanismoen bidez (Chen & Dent, 2014; Becker & Weigel, 2012). Asaldura horiek
kanpoko zenbait estimuluen ondorioz agertzen badira ere, garapen prozesuan zehar
estimulu jakinen faltaren ondorioz ere agertu daitezke (Skinner, 2014b; Heard &
Martienssen, 2014; Cortessis et al., 2012; Guerrero-Bosagna et al., 2012; Skinner et al.,
2010).

Dietak (Whitelaw & Whitelaw, 2006), estresak (Skinner, 2014a), disruptore endokrinoek
(Anway et al., 2005) eta mendekotasun-drogek (Skinner, 2014b) bezalako ingurumen-
eragileak dira kanpo-faktore horien adibide nagusienak, eta horiek saguen eta gizakion
fenotipoan eragin dezakete, besteak beste. Aldaketa epigenetiko horiek denboran zehar
mantentzen diren eragin fenotipokoak sortzen badituzte ere, horietariko gehienak ez dute
inpaktu jakinik hurrengo belaunaldietan. Marka epigenetiko gutxi batzuek soilik agertu
dute hurrengo belaunaldietara iragateko gaitasuna; gameto helduen bidez iragaten diren
markak, bidean dauden prozesu biologiko garrantzitsuetatik ihes eginez. Belaunaldien
arteko benetako herentzia erakutsi duten ingurumen-faktore espezifikoak fungizidak
(binklozolina)(Anway et al., 2005), alkohola (Gabgisstty et al., 2020; Govorko et al., 2012),
nikotina (Liu et al., 2020; Zhu te al., 2012) eta morfina (Brynildsen et al., 2020; Ahmadian-
Moghadam et al., 2019; Byrnes et al., 2011; Byrnes, 2005) izan dira.

Morfina opioaren osagai aktiboena da, eta isolatzen lehenengoa izan zen opioidea
(Krishnamurti & Rao, 2016). Opioideek oinazea arintzeko duten balio terapeutikoa aski
ezaguna da gaur egun, eta, ondorioz, medikuntzan morfinak duen erabilera erabat ohikoa
da, nahiz eta albo-efektu ugari izan. Morfina belaunaldi arteko herentzia eragin dezakeen
kanpo faktoreen artean dagoenez, borratze mekanismoetatik ihes egin eta marka
epigenetiko zehatzek duten prebalentzia aztertzeko erreminta paregabea bihurtu da.
Morfinak sor ditzakeen aldaketa fenotipokoen artean nagusienak portaeran, dopamina-
seinaleztapenean, plastikotasun sinaptikoan eta neurona-egituran ematen direnak daude
(Yohn et al., 2015; Byrnes et al., 2013; Munoa et al., 2015). Aldaketa fenotipoko horiek

mantentzeko azpimekanismoen existentzia bat egon badagoela praktikoki onartua
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badago ere, orain arte ez da belaunaldiz belaunaldi ematen den herentzia hori azalduko
duen epigenomaren aldaketa zehatzik identifikatu. Hori dela eta, tesi lan honen helburu
nagusia belaunaldiz belaunaldi mantentzeko aukerak dituzten marka epigenetiko horiek
identifikatzea da, atzean dauden mekanismo epigenetiko nagusiak ikertuz, eta oroimen

zelular epigenetikoaren oinarriak ezagutzeko pausuak emanez.

5.1. Morfinaren tratamendu
kronikoak aldaketa globalak eragiten
ditu DNAren metilazioan

DNAren metilazioa, eta haren presentzia arautzen duen DNMT/TET/MBD makineria
proteikoa funtsezkoa da zelula guztien funtzionamendu egokirako; izan ere, eraldaketa
epigenetiko horrek transkripzioaren erregulazioan jokatzen duen papera ezinbestekoa da.
Ugaztunetan esaterako, garapenean zehar gakoak diren prozesu biologikotan duen parte
hartzea ezinbestekoa da: transposoien isiltzean, X kromosomaren inaktibazio prozesuan
eta inpronta genomikoan, besteak beste (Smith & Meissner, 2013). DNAren metilazio-
patroi aberrantea, edota DNAren metilazioaz arduratzen diren entzimetan emandako
desdoikuntzek arazoak sortzen dituzte zelulen funtzionamendu egokian eta garapen
prozesuan, eta kasu askotan, minbizi ezberdinekin erlazionatu izan dira (Hamidi et al.,
2015; Baylin & Jones, 2016). MS/MS analisiek DNA metilatuaren demetilazio prozesu
globala azalerarazi dute mESC zeluletan buruturiko morfinaren tratamendu kronikoaren
ostean. Behatu dugun metilazioaren jaitsiera hori, aldi berean topatu dugun
hidroximetilazio-mailen igoerarekin bat dator; demetilazio-prozesu aktiboa gauzatzean,
zitosinetako metilo hondarraren (5mC) oxidazio prozesua ematen da, prozesu horretako
lehen produktua hidroximetilazio hondarra (5hmC) delarik. Hondar oso iragankorra
denez, horren presentziaren igoerak genomaren hipometilazio egoera globala ekartzen
duen mekanismo nagusia demetilazio-prozesua aktiboa dela adierazten du. Gure
esperimentuetan ikusi ditugun aldaketa horiek, esaterako, bat datoz bestelako drogekin
buruturiko esperimentuetan behaturiko aldaketekin, hala nola kokainarekin (Tian et al.,
2012; Novikova et al., 2008), kanabinoideekin (Watson et al., 2015), edota bestelako
toxina edo kanpo faktoreekin (Caputi et al., 2021; Suzuki et al., 2013; Yang et al., 2014;
Yoon et al., 2017).
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Morfinak metilazio patroian eragindako aldaketa espezifikoak ikertu badira ere, mu
opioide hartzailearen genean (Oprm1 genea) eragindako aldaketak, adibidez (Sandoval-
Sierra et al., 2020; Xu et al., 2018; Cecil et al., 2015; Doehring et al., 2013), oso lan gutxik
burutu dute metilazio patroiaren mapatze genomiko osoa, metiloma aztertzeko
helburuarekin. Horrek, morfinak eragindako aldaketak modu sakonago batean aztertzea
ahalbidetu badezake, zaila da bertan lorturiko emaitzak sendoak izatea. Tesi lan honetan,
morfinak mESCtan metilazioari dagokionez buruturiko aldaketak modu sakonagoan
aztertzeko Whole Genome Bisulfite Sequencing (WGBS) teknika gauzatu dugu, metiloman
emandako aldaketa guztien ikuspegi orokor bat eman dezakeelarik, orain arte burutu
diren ikerketen lan osagarri garrantzitsua izanik. Morfinak eragindako DMZ
hipometilatuen kopurua, hipermetilatuena baino askoz handiagoak dira, beraz, aurretik
behatu genituen emaitzak berresten ditu. Edonola ere, DMZ horien banaketaren
azterketak garbi adierazi du metilazio patroian emandako aldaketa hori ez dela prozesu
aleatorio bat; kromosoma batzuk askoz ere sentikorragoak dira. Metanfetaminekiko
dependentzia duten pertsonen odol-zelulekin burututako ikerketa batek antzeko
emaitzak adierazi ditu (Liu et al., 2020), kromosoma bakoitzak duen sentikortasuna erabat
desberdina dela nabarmenduz. DMZen banaketa hori, kromosoma-tamainarekiko eta
horiek duten CpG dinukleotidoen presentziarekiko independentea dela ikusi dugunez,
morfinak eragindako aldaketa horiek gune jakinetara bideratuak daudela adierazten dute
emaitzek. Horren inguruko arrazoiak ezagutzen ez baditugu ere, horrek argi uzten du

aldaketa horien espezifikotasun handia.

Kuriosoki, egoera hipometilatu orokor bat behatu badugu ere, sustatzaileko zitosina
hipermetilatuen ehuneko balioak genoma osoan zehar behatu direnak baino zeozer
handiagoak dira, morfinak geneen gune sustatzailean eragindako metilazio igoera kasuak
ugariak dielarik (Liu et al., 2022; Sandoval-Sierra et al.,, 2020; Zhu et al.,, 2016).
Metanfetaminekiko dependentziaren inguruko ikerketan behatu dutenez, dependentzia
handiago duten pazienteek gene hipermetilatuago gehiago aurkezten dituzte
dependentzia baxuagoa dutenek baino, gure emaitzak sendotuz (Liu et al., 2020). CGI
guneak aztertzerakoan, ostera, aldaketa oso gutxi behatu ahal izan ditugu. CGI gune
horiek CpG dinukleotidoetan aberatsak diren guneak badira ere, bertan egoten diren
metilazio mailak bereziki baxuak dira, eta gehienetan gene ezberdinen gune
sustatzaileekin erlazionatzen dira. Gune sustatzaile horiek metilatuak topatzen direnean,
gene horiek modu oso egonkorrean isilaraziak egoten direla nabarmendu izan dute
(Esteller, 2002; Bird, 2002). Hortaz, metilazio patroiari dagokionez gune sustatzaileetan
topatzen diren CGI eremuetan morfinak eragindako aldaketarik topatuz gero estatus

hipometilatuago bat ohikoagoa da. Bestalde, aipagarria da DMZ guztien %15a
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sustatzaileetan eta euren inguruetan ematen direla, horrenbestez, horrek mESCtan eduki

ditzakeen inplikazio transkripzionalak handiak dira.

mESCen ezaugarri karakteristikoena euren izaera pluripotentea denez, zelula horiek ia
edozein zelula-motatan bereizteko ahalmena dute (Huang et al., 2020; Evans & Kaufman,
1981). mESCtan pilatutako marka epigenetikoak mantenduz gero, zelula horietatik
eratorritako zelula mota guztietara heredatzeko aukera dagoela kontuan hartuta,
morfinak ehun somatiko horietan eragiten dituen aldaketa epigenetiko eta
transkripzionalak aztertzea interesgarria da oso. Horrenbestez, mESCtan morfinak dituen
eragina aztertzeaz gain, morfinak DNAren metilazioari dagokionez organo heldu
desberdinetan duen eragina aztertu nahi izan genuen, albo efektu horien atzean dauden
mekanismoak ulertzeko helburuarekin, eta dauden ikerketekiko osagarria izateko
helburuarekin. Orain arte burutu diren ikerketa gehienek morfinak nerbio sisteman eta
portaeran dituen albo efektuekin lotu badituzte ere nagusiki (Stein et al., 2003), albo

efektu ugari sortu ditzake hainbat sistema eta organo ezberdinetan.

Ez dugu morfinaren aurrean metilazio-patroien joera global zehatzik topatu, eredu horiek
aldatu egiten baitira sexuaren eta aztertutako eskualdearen edo ehunaren arabera, eta
hori, ziur aski, organo bakoitzean dauden zelula-motak erabat ezberdinak direlako
gertatzen da. Gure emaitzek hipometilazio globala erakutsi dute testikuluan, obuluetan
eta indibiduo arren biriketan, zelula neuronaletan ikusitako patroi berarekin bat
datozenak (Trivedi et al., 2014). Aitzitik, DNAren hipermetilazio globala ikusi dugu sagu
arren gibel eta bihotzetan, baita sagu emeen giltzurrunetan ere. kanabinoideekin (Watson
et al., 2015) edota adikzio sortzen duten drogekin (Suzuki et al., 2013; Yoon et al., 2017),
heroinarekin kasu, DNAren hipermetilazioa behatu da exoi eta gorputz genetikoetan.
Opioideen bidezko DNAren metilazioaren modulazio hori, kasurako, arratoien garuneko
eskualde askotan identifikatu da, morfinaren eraginpean kronikoki egon ondoren (Barrow
et al.,, 2017).

Hortaz, gure emaitzek morfinak ondorio sistemikoak eragiten dituela frogatzen dute;
morfinaren eraginpean egon ondoren aldaketak ematen dira DNAren metilazio-mailari
dagokionez, eta azterturiko organoaren eta sexuaren arabera aldaketa horiek erabat
ezberdinak dira. Sexuaren araberako aldaketa fenotipokoen herentzia baieztatu izan
duten ikerketak existitzen dira (Back et al., 2011; McHugh et al., 2013), eta horiek aldaketa
fenotipokoak eragiteko gaitasuna duten eta sexuaren menpekoak diren eraldaketa
epigenetikoak egon behar dutela frogatzen du. Sistema opioidearen inguruan egindako
ikerketek, esaterako, morfinaren aurrean sexuaren arabera dagoen egokitzapena

ezberdina dela adierazi dute, eta hori sexuaren arabera eratzen diren mu opioide-
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hartzaileen aldaera ezberdinek eragiten dutela adierazi dute (Chakrabarti et al., 2012;
Verzillo et al.,, 2014). Kasurako, sagu eta arratoi arrek opioideekiko duten eragina
handiagoa dela dioten ikerketak badaude (Kest et al., 2000; Cicero et al., 1996; Islam et
al., 1993; Baamonde et al.,, 1989; Candido et al., 1992), eta horiek, bat datoz gure
emaitzekin; sagu arrek izandako aldaketa handiagoak izan dituzte, eta hori sexuaren
arabera sistema opioidean dauden ezberdintasunek eragiten dute. Gure emaitzek, beraz,
gizonen eta emakumeen arteko desberdintasunak sendotzen dituzte, eta ondorioz,
parekotasun sexualaren beharra azpimarratzen dute etorkizunean morfinaren efektuen

inguruan burutuko diren ikerketetan.

Aipagarria da sexu organoek, bai testikuluak eta bai obarioak, metilazio-maila globalen
aldaketa joera bera agertu dutela, jaitsiera adierazgarriak, zehazki. Gainerako organoetan
ez dugu horrelako kointzidentziarik topatu, eta kuriosoki, ikusitako aldaketa hori mESCtan
behatutako aldaketa-mota bera izan da. Orain arte morfinak arren eta emeen ugal
aparatuetan aldaketa fenotipokoak sortzen dituela adierazi duten lanetan aztertutako
aldaketak DNAren metilazioak jasandako jaitsiera orokorrarekin erlazionatuta egon
daitezke, hala nola: testosterona-maila (Yilmaz et al., 1999), esperma-ekoizpena eta
sertoli-zelulen populazioa (Estomba et al.,, 2016; Mafra et al., 2011), eta antzutasuna
(Estomba et al., 2016; Fraune et al., 2012) arren kasuan, eta emeetan, aldiz, folikuluen
hazkuntza (Lintern-Moore et al., 1979). Metilazioaren eta aldaketa fenotipoko horien
artean loturarik badagoen ez badakigu ere, organo sexualetan behatutako aldaketa joerak
bera dira, eta gainera, organo horietan ematen diren aldaketa epigenetikoak hurrengo
belaunaldietara heredatzeko duten potentzialtasuna ikaragarri handia da (Gapp et
al.,2014; Yohn et al., 2015). Horrenbestez, erabat interesgarria litzake horren inguruko
ikerketa sakonago bat burutzea; morfinak zelula horiengan duen inpaktuaren atzean
dauden mekanismoak mESCtan ematen diren antzekoak diren aztertzeko, adibidez, edota
bertan emandako marka epigenetikoek ondorengoetara modu egonkorrean iragateko
gaitasuna duten ala ez aztertzeko. DNAren metilazioan gertatzen diren aldaketa guztien
mapatze bat burutzea interesgarria izan daiteke; morfinak inprontadun geneetan
eragindako aldaketa epigenetikoak aztertze gakoa izan daiteke ugal zelulek DNAren
metilazio bidez herentzia zelular epigenetikoa gauzatu dezaketela baieztatzen duten
ikerketak berresteko (Popp et al., 2012; Hajkoa et al., 2008; Lane et al., 2003; Hajkova et
al., 2002).
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5.1.1. Morfinaren tratamendu kronikoak
genomako demetilazio aktiboan eragiten du TET
entzimen-bidezko autoerregulazio
mekanismoarekin.

Morfinak mESCen metilazio patroian eragindako aldaketen deskribapen orokor bat egin
badugu ere, gure helburu nagusienetariko bat, DNAren metilazio mailak erregulatzen
dituzten konplexu proteikoei dagokionez zer nolako aldaketak ematen diren aztertzea
izan da. Horrek, ikusitako genomaren metilazio estatusaren aldaketak azal ditzaketen
autoerregulazio mekanismorik existitzen baden ala ez aztertzea ahalbidetuko digu,
besteak beste. Beraz, helburu horrekin metilasa moduan ezagutzen diren DNMTak,
demetilasa moduan ezagutzen diren TETak, eta metilo hondarren mantenurako funtzio
gakoa burutzen duten MBDak aztertu ditugu. Gure emaitzek garbi adierazi dutenez, bi
entzima izan dira gakoak mESCtan morfinaren tratamendu ostean behatutako
metilomaren aldaketak azaltzeko garaian, alde batetik mantentzen metilazioa gauzatzen

duen DNMT1 entzima, eta bestetik, demetilazio aktiboa gauzatzen duen TET1 entzima.

mESCtan burututako morfinaren tratamenduak DNMT1 entzimak bideratutako
demetilazio prozesu pasiboaren bidez burututako metilazio-maila globalen jaitsiera
globalaindartzen duela aditzera eraman gaituzte gure emaitzek. Izan ere, morfinak Dnmt1
genearen adierazpena jaistea ekartzen du, entzimak zelula barruan duen presentzia
jaitsiz, eta, ondorioz, DNA metilatuaren mantentze lanak kolokan jarriz (Wang et al., 2009;
Chen eta Riggs, 2011; He et al., 2017). Oxikodonarekin garunean burututako zenbait
esperimentuek, opioide horren erabilerak DNMT1 entzimaren azpierregulazioak
bultzatutako egoera hipometilatu orokorra sortzen duela nabarmendu dute (Fan et al.,
2021; Fan et al.,, 2020), gure emaitzekin bat datorrena. Hala ere, genomako metilazio
mailak mantentzen dituen entzima gako horren adierazpena morfinarekiko sentikorra
dela ikusi badugu ere, ez dugu haren autoerregulazioa ekarriko duen mekanismo
epigenetikorik aurkitzeko gai izan. Aitzitik, adierazpena jaisten duen mekanismo
epigenetikoa morfinak haren gune sustatzailean induzitutako H3K27me3 eraldaketa dela
deritzogu. Autoerregulazio mekanismo bat ezin izan badugu baieztatu ere, horren

inguruko esperimentu gehiago burutzea beharrezkoa da.

Aldiz, mESCtan burututako morfinaren tratamenduak TET1 entzimaren adierazpena
igotzea ekartzen du, eta igoera horrek, familiako kide guztien bereizgarria den demetilazio
prozesu aktiboa (lyer et al., 2009; Tahiliani et al., 2009; Ito et al., 2010) nabarmenki
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handitzea ahalbidetzen du, genomaren egoera hipometilatu orokor bat sortuz. Aipatu
dugun moduan, MS/MS teknikaren alderdi interesgarrienetariko bat 5hmC hondarrak
identifikatzeko duen gaitasuna da (Le et al., 2011; Zhang et al., 2012), eta horren bidez,
mESCtan zeuden 5mC mailak jaisteaz gain, 5hmC mailak nabarmen igo zirela behatu
genuen, demetilazio prozesu aktibo baten adierazgarria (Pastor, Aravind & Rao, 2013; Wu
& Zhang, 2017). Morfinak eta menpekotasuna sortzen duten bestelako drogek entzima
horien gain duen eragina aztertzeaz arduratu diren ikerketak oso urriak badira ere,
oxikodonarekin buruturiko zenbait esperimentuk opioide horren presentziak garunean
TET entzimen jaitsiera ekartzen duela adierazi dute (Fan et al., 2021; Fan et al., 2020).
Morfinak arratoien garunean duen eragina aztertzeko egindako ikerketa batean, aldiz,
DNAren metilazioak bultzatutako TET3 entzimaren adierazpen emendio bat behatu zuten
(Jiang et al., 2021). mESCtan Tet3 geneak duen adierazpena kontuan hartzen badugu, eta
funtzio analogoa dutela kontuan hartuta, gure emaitzekin guztiz bat dator. Horrez gain,
Tetl geneak morfinaren aurrean autoerregulazio mekanismo bat duela baieztatu dugu
gure emaitzetan; TET1 entzimak haren genearen gune sustatzaileko metilazio patroia

modulatuz, haren adierazpena doitzen du haren eragin zelularra handituz.

Horrenbestez, morfinaren eraginaren ondorioz mESCetan ematen den genomaren egoera
hipometilatu globalaren atzean dagoen mekanismo epigenetiko nagusia DNAren
demetilazio aktiboa dela esan dezakegu, TET1 entzimak bideratua, eta gainera haren
presentzia kontrolatzen duen autoerregulazio mekanismo bat erakutsi du. Hala ere,
DNMT1 entzimaren beheranzko erregulazioak demetilazio prozesu aktibo hori indartuko

duen demetilazio pasiboa ahalbidetzen du, bi prozesuen arteko elkarlan bat gauzatuz.

5.2. Morfinaren tratamendu
kronikoak pluripotentzia mantentzen
du mESCtan

Enbrioiko zelula amak (ESC) ezarri aurretiko enbrioi-barneko zelula-masatik (ingelesezko
inner cell mass; ICM) erauzten dira (Huang et al., 2020; Evans & Kaufman, 1981; Martin,
1981; Thomson et al., 1998), eta definitzen dituzten bi ezaugarri bereizgarriak

autoberritzeko duten gaitasuna, eta organismo helduko zelula-leinu guztiak sortzeko
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duten gaitasuna da; zelula horiek mesodermoko, endodermoko eta ektodermoko zelulak
eratzeko gai dira. Hau da, zelula ama pluripotenteak dira (ingelesezko pluripotent stem
cells; PSC) eta horiek, hiru baldintza nagusi bete behar dituzte. Lehenik, pluripotenzia
bultzatzen dituzten bidezidorrak aktibo eta diferentziazio prozesua inaktibo egotea
arautzen dituzten faktoreak adieraztea. Faktore horien artean ezinbestekotzat hartzen
direnak Oct4 edo Pou5f1, Sox2 eta Nanog dira, eta horrez gain, enbrioiaren ezarpen
aurreko etaparen bereizgarriak diren bestelako transkripzio faktoreak ere garrantzitsuak
dira, hala nola: KIf2, KIf4, KIf5, Stella (Dppa3), Fgf4, Esrrb, Rex1 (zfp42), Tfcp2l1, eta Thx.
Faktore horiek guztiak ezinbestekoak dira zelula amek mugarik gabe euren burua
berritzeko, eta garapen prozesuan zehar edozein zelula-motatan bereizteko gaitasuna
eskura dezaten (Nichols & Smith, 2012; Yeo & Ng, 2012; Dean et al., 2016). Bigarrenik,
zelula horien estatus epigenetikoa praktikoki hutsala izatea. Estatus epigenetikoaren
maila baxuak mESCen ezaugarri karakteristikoa da, bai DNAren metilazioari eta bai
histonen eraldaketei dagokienez. Enbrioiak bi zelula dituenetik, haren ezarpena gauzatzen
duen arte, post-fertilization reprogramming moduan ezagutzen den birprogramazio
epigenetikoa jasaten du, non gametoek zekartzaten patroi epigenetikoa ezabatze orokor
bat pairatzen duten (Oswald et al., 2000; Santos et al., 2002), eta mESC zelula horiek bi
eraldaketa epigenetikoei dagokienez agertzen dituzten mailak, zelula somatikoekin edo
diferentziatuekin konparatzen badugu, oso baxuak izaten dira (Sim et al., 2017; Shanak et
al., 2020). Hirugarrenik eta azkenik, X kromosoma egoera aktibo batean mantentzea.
Ugaztun emeetan, orokorrean, X kromosometako bat isilduta edukitzen dute X
kromosomen dosia bikoitza saihesteko. Hala ere, mESCek aurretik birprogramazio
epigenetikoa gauzatzen duten eta X kromosoma modu aktibo batean egotera pasatzen
da, eta haren aktibitate bikoitza ezinbestekoa izaten da pluripotentziarako (Schulz et al.,
2017).

5.2.1. Morfinak pluripotentziaren mantenua
gauzatzen du Yamanaka faktoreen adierazpena
doituz

Zelula barnean dauden geneen adierazpena arautzea ezinbestekoa da, pluripotentzia
bultzatzen dituzten bide zidorrak aktibatuz. Trankripzio faktoreak esaterako,
ezinbestekoak dira pluripotentzia hori eskuratzeko garaian. Morfinaren tratamendu

kronikoak Poulf5 eta Myc faktoreen adierazpena handitzea eragiten du mESCtan
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sustatzailean eragindako metilazio estatusaren modulazioaren bidez. Alderantziz,
ezinbestekoak diren beste bi faktoreengan morfinak ez du inongo eraginik, Sox2 eta klf4
faktoreak, zehazki. Faktore horiek 2006. urtean Takahashi eta Yamanakak, sagu
enbrioietako fibroblasto helduetatik iPSC-ak eratzeko saiakerak burutu zituztenean
identifikatu zituzten gene gakoak dira eta Yamanaka faktore moduan ezagunak dira; lau
faktore horien konbinazioaren gehikuntza nahikoa da zelula somatikoetatik zelula
pluripotenteak eskuratzeko. Aipatu ditugun gene horiek adierazita daude enbrioietako
ama zelula guztietan (ESC), eta zelula diferentziatuetan gene horien gainadierazpena
bultzatuz gero, zelula horiek pluripotentzia eta autoberritze gaitasuna eskuratzen dute,

bai saguan eta bai gizakian (Takahashi & Yamanaka, 2006).

POU5F1 eta SOX2 faktoreek pluripotentzia sareen transkripzio faktore klabe moduan
funtzionatzen dute, pluripotentziarekin erlazionaturiko geneak aktibatuz (Tokuzawa et al.,
2003; Tomioka et al., 2002; Okumura-Nakanishi et al., 2005). MYC, alderantziz, zelulen
ugalketa eta biziraupen zelularra bultzatzen duen eta aski ezaguna den proto-onkogenea
da, eta horrek zelulek duten ugaltzeko gaitasuna handitzen du (CartWright et al., 2005).
Azkenik, KLF4 faktorea, saguetako ES zeluletan LIF-STAT3 seinaleztapen bidezidorreko
(ingelesezko Signal Transducer And Activator Of Transcription 3; STAT3) itu entzima da,
NANOG (ingelesezko Homeobox Transcription Factor Nanog) transkripzio faktorearen
antzera. Aipagarria da, zelula somatikoen birprogramazioa gauzatu dezaketen lau gene
horien adierazpen-aberrantea minbiziarekin zuzenean erlazionatua dagoela, eta hori lan
ugarik nabarmendu dute (Liu et al., 2013; Dufy et al., 2021; Farrugia et al., 2016).

SOX2, KLF4 eta MYC faktoreak, POUS5SF1 faktorearekin gertatzen ez den bezala,
erredundanteak dira mESCen autoberritzea bultzatzeko garaian, horien funtzioak
bestelako faktoreek ordezkatu ahal dituztelarik (Nakagawa et al., 2008). Morfinak Kif2
genearen adierazpenaren igoera ekartzen dulea ikusi genuenez, entzima hori KLF4
genearen ordez jokatzen ari dela deritzogu. Zenbait ikerketek familia bereko kideen
arteko ordezkapen hori baieztatu dutenez (nakagawa et al., 2008), kasu honetan ere KLF4
faktorearen igoeraren ezaren aurrean, bere papera betetzen duena KLF2 faktorea dela
esan dezakegu. Sox2 genearen kasuan ere ez genuen aldaketarik topatu, gure hipotesia
kolokan geratzen delarik. Hala ere, iPSC zelulen birprogramatze prozesuaren
eraginkortasunean eragiten duen faktore garrantzitsu bat estekiometria egoki bat dela
azpimarratzen duten zenbait ikerketek (Papapetrou et al., 2009; Yamaguchi et al., 2010;
Carey et al., 2011) POU5f1 eta SOX2 entzimen mailak kritikoak direla azpimarratu dute;
POU5F1ren adierazpen altuak eta SOX2 genearen adierazpen baxuak kritikoak dira iPSCak
eskuratzerakoan efizientzia handia eskuratzeko (Papapetrou et al., 2009; Yamaguchi et

al., 2010). Horrek, Sox2 genearen adierazpena ez handitzeak, mESC zelula horien
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pluripotentzia mantentzea oztopatu beharrean, bultzatu egiten duela adierazten du. Hori
guztia kontuan harturik, lau faktore horiek morfinak mESCek duten pluripotentziaren
mantenuan positiboki eragiten dutela baieztatu dezakegu; faktoreen adierazpena modu
zehatz batean doitzen ditu, eta hori ahalbidetzen duen mekanismo nagusia DNAren

metilazioa da.

5.2.2. Morfinak pluripotentziaren mantenua
bultzatzen du estatus-epigenetikoa erregulatuz:
DNA metilazioa eta PRC2 konplexu epigenetikoa

Estatus epigenetikoaren maila baxuak mESCen ezaugarri karakteristikoa da, bai DNAren
metilazioari eta bai histonen eraldaketei dagokienez. Enbrioiak bi zelula dituenetik, haren
ezarpena gauzatzen duen arte, post-fertilization reprogramming moduan ezagutzen den
birprogramazio epigenetikoa jasaten du, eta bertan jatorri parental ezberdinetako patroi
epigenetikoa ezabatu egiten da, DNAren metilazioaren borratze orokor baten bidez
(Oswald et al., 2000; Santos et al., 2002). Histonetako eraldaketei dagokienez, genoma
aitatiarrak aurkezten dituen mailak hutsalak izaten dira, espermatogenesian histonen
gehiengoa protaminengatik ordezkatuak izaten direlako nagusiki. Genoma amatiarrak,
berriz, eraldaketa batzuk kontserbatzen badituzte ere, H3K27me3 eraldaketak mESCtan
aurkezten dituen mailak baxuak izaten dira, oro har (Zhen et al., 2016). Ondorioz, mESC
zelulaek agertzen duten estatus epigenetiko baxua enbrioiko zelula amen bereizgarria da
(Sim et al., 2017; Shanak et al., 2020), eta horrek ahalbidetzen du haien pluripotentzia.
Metilazio patroiaren berreskurapena mESCak diferentziazio prozesua hasten dutenean
ematen da, eta prozesu horretan de novo metilazioa burutzen duten proteinek, DNMT3A
eta DNMT3B metilasak, jokatzen duten papera giltzarria da. Horiek, haien funtzioa
bideratzen duen familia-kidearekin batera, DNMT3I entzimarekin, metilazio patroi berria
ezartzen dute, zelula horien diferentziazio prozesua bideratuko duten aldaketa
epigenetikoak ezarriz. Alderantziz, histonen eraldaketei dagokionez, H3K27me3
eraldaketaren berreskurapena, nahiko geldoa da beste eraldaketa epigenetikoekin
konparatzen badugu. Esaterako, adierazpenari dagokionez funtzio pizgarria duen
H3K4me3 eraldaketaren berreskurapena askoz azkarragoa da, eta mESC zelula horiek
izaten dituzten mailak nahiko altuak izaten dira ordurako. Adierazpenaren erregulazio
positiboa ekartzen duten eraldaketak garrantzitsuak dira pluripotentziarako

ezinbestekoak diren faktoreen adierazpen sustatzeko mESCtan.
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mMESC zelulatan metilazioak duen estatusa baxua bada ere, MS/MS eta WGBS tekniken
bidez eskuratutako datuek morfinak estatus hori are gehiago txikiagotzen duela adierazi
dute, eta hori autoerregulazio mekanismo bat duen Tetl genearen adierazpenaren
igoerak gauzatzen du, Dnmtl genearen adierazpenaren beheranzko erregulazioarekin
batera. Bestalde, morfinak H3K27me3 eraldaketa katalizatzeaz arduratzen den PRC2
polycomb konplexuko EZH2 entziman metilazioak gidatutako adierazpenaren beheranzko
erregulazioa bultzatzen du, eraldaketa epigenetiko horrek jada mESCtan aurkezten dituen
maila baxuak baldintzatuz, eta, ondorioz, zelula amek duten pluripotentziaren mantenua
bermatzen du. H3K27me3 eraldaketaren presentzia gakoa da; izan ere, iPSCak
eskuratzeko protokoloak hobetzen aritu diren lanek genoma metilatutako histona
errepresiboz beteta topatzen dela nabarmendu dute, eta, ondorioz, zelula somatikoek
pluripotentzia eskuratzeko prozesua nabarmenki zailtzen du (Buganim et al., 2012).
Horrek, pluripotentziaren indukzioan parte hartzen duten gene asko isilduta egotea
ekartzen du (Soufi et al.,, 2012). Oztopo hori saihesteko histona desazetilasen
inhibitzaileak proposatzen dira (Huangfu et al., 2008; Liang et al., 2010; Feng et al., 2009),

kromatina irekitzeko eta transkripzioa bultzatzeko duten gaitasunarengatik, oro har.

Harrigarriki, Dnmt3/ genea, Mbd3 genearekin batera, morfinaren itu-gene garrantzitsuak
direla behatu dugu mESCtan, haien adierazpena adierazgarriki handitzen direlarik
morfinaren presentzian. Hasiera batean mESC zelulen metilazio patroiaren
mantenuarekin eta berreskurapenarekin erlazionatu baditugu ere, hurrenez hurren,
horien inguruan burutu diren ikerketa ezberdinek pluripotentziaren berreskurapenean
funtzio gakoak bete ditzaketela adierazi dute. DNMT3L entzima, enbrioi goiztiarrean ES
zelulak epiblastora diferentziatzen hasten direnean ematen den fasearekin erlazionatzen
da, non Dnmt3/ geneak adierazpenaren aktibazio iragankor bat jasaten duen (Takahashi
et al., 2014). Birprogramazioaren inguruko lanetan behatu denez, prozesu horretan ere
Dnmt3/ genearen aktibazioa eman behar da (Cacchiarelli et al., 2015). Horregatik, baliteke
metilazioak gauzatutako adierazpenaren igoera hori, mESC zelulen mantenuarekin
erlazionatua egotea. MBD3 entzimaren kasuan, ordea, adierazpenaren igoera bat behatu
badugu ere, igoera hori ez dago DNAren metilazioarekin eta H3K27me3 eraldaketarekin
erlazionatua. Hala ere, haren presentzia pluripotentziarenarekin positiboki erlazionatua
dagoela nabarmendu duten ikerketa ugari daude (Jaffer et al., 2018; Zhang et al., 2016;
dos Santos et al., 2014; Zhu et al., 2009).
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5.2.3.  Morfinak pluripotentziaren mantenua
gauzatzen du X kromosoma egoera aktiboan
mantenduz

Ugaztunon bizi ziklo osoan zehar, bi birprogramazio epigenetiko ditugu, eta horiek
enbrioiaren garapenean zehar ematen dira: zigotoaren ernalketa ondorengo faseetan
(post-fertiliozation reprogramming), eta migrazio prozesuan dauden PGC zeluletan
(germline reprogramming). Lehenengo kasuan, XCR prozesua enbrioia 2-4 zeluletako
fasean dagoenean hasten da (Okamoto et al., 2005), eta horrekin batera X kromosomaren
berraktibazioa gauzatzen da (XCR; ingelesezko X chromosome reactivation)(Pintacuda &
Cerase, 2015), eta horrela irauten du mESC zelulak diferentziatzen hasten direnean
ematen den XCl prozesu arte. Beraz, mESCek egoera aktiboan izaten dituzte bi X
kromosomak (Okamoto et al., 2005; Mak et al., 2004), eta horrek pluripotentzi izaera
ematen die zelula horiei (Wutz, 2011; Payer et al., 2013; Pasque & Plath, 2015).

XCl prozesua Xist IncRNAren gainadierazpenaren bidez hasten da (Marahrens et al., 1997,
Penny et al., 1996); isilarazi behar den kromosoma RNA kate horrez inguratzen da, cis
moduan, eta estaldura horrek gertaera errepresiboen kate edo ur-jauzi bat pizten du
(Gendrel & Heard, 2014). Xist/tsix geneen paisaiek morfinarekiko ez du inongo aldaketarik
sortzen mESCtan dauden Xist-en mailetan, ez duelarik XClren hasierako faseko pausu
horretan inongo eraginik. Hala eta guztiz ere, RNAseq analisiko datuek mESCtan Xist
genearen adierazpen falta dagoela adierazi dute, beste ikerketa askok diferentziatu
gabeko ESCek adierazpen oso baxua dutela nabarmendu duten modu berean (Chaumeil
et al., 2006; Payer & Lee, 2014; Maclary et al., 2014).

Morfinak Xist/Tsix geneen erregulazioan aldaketarik sortzen ez duela behatu badugu ere,
Tsix IncRNAren adierazpenean ez delako inongo aldaketarik topatu funtsean, RNA horrek
zelulan duen presentziaz gain bestelako mekanismo erregulatzaile garrantzitsuak
badaudela nabarmendu da (Nesterova et al., 2011; Navarro 2008). Six geneak, haren
erregulaziorako gakoa den gune bat dauka 1.go introiean, NOS lotze-elementu moduan
(ingelesezko NOS binding element) ezagutzen dena, eta bertan Nanog, Oct4 (Pou5f1) eta
Sox2 faktoreak elkartzen dira haren adierazpena oztopatuz. Horrenbestez, Tsix RNA eta
NOS lotze-elementua ezinbestekoak dira mESCtan Xist IncRNAren mailak hutsalak izaten
jarraitu ahal izateko, eta horrenbestez, XCl prozesua hasi ez dadin eta mESCen

pluripotentzia bere horretan mantendu dadin.
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5.3. Morfinak XCl oztopatzen du
memoria epigenetikorako gakoak
diren prozesu erregulatzaileen bidez

Errendimendu handiko sekuentziazio teknikekin burututako integrazio prozesuek
SMCHD1 entzima azaleratu dute morfinaren itu-gene moduan; morfinak haren
sustatzaileko patroi epigenetikoa aldatzen du, DNAren metilazioaren eta H3K27me3
eraldaketen elkarrekintza medio, eta, ondorioz, haren adierazpena azpierregulatuta
geratzen da. SMCHD1 entzima Structural Maintenance of Chromosomes (SMC) proteina-
familiako kide ez-kanonikoa da, eta gune autosomiko espezifikoen errepresio
transkripzionala gauzatzen du zenbait inprontadun geneetan, klusterretan bildutako
protokaderinetan (Chen et al., 2015; Gendrel et al., 2013; Leong et al., 2013; Mould et al.,
2013) eta Hox geneetan (Chen et al., 2015), besteak beste. Hala ere, SMCHD1 entzimak
duen eginkizun nagusiena, ugaztunetako indibiduo emeetan ematen den X
kromosomaren inaktibazio (XCl) da (Jansz et al.,, 2018; Gendrel et al., 2012). Prozesu
horren azpi-mekanismo molekularrak guztiz ulertzen ez badira ere, SMCHD1 X
kromosomaren isiltzea eragiten duen faktore errepresibo garrantzitsua da (Gendrel et al.,
2012; Sakakibara et al., 2018; Jansz et al., 2018; Gdula et al., 2019; Kelsey et al., 2015,
nozawa et al., 2013; Wang et al., 2018), eta haren absentziak enbrioi emeen hilkortasuna
handitzen du (Wutz, 2011; Augui et al., 2011; Lin et al., 2007; Senner & Brockdorff, 2009),
eta haren funtzio desegokiak, aldiz, arazo ugari sortzen ditu genoman: irismen luzeko
kromatina elkarrekintzetan aldaketak (Jansz et al., 2018; Wang et al., 2018), geneen
aktibazio transkripzionala, CpG dinukleotidoen hipermetilazioa eta H3K27me3 eraldaketa

epigenetikoaren galera (Sakakibara et al., 2018; Gdula et al., 2019), besteak beste.

Ugaztunetan ematen den XCl prozesu hori, garapen prozesuan zehar sexuen artean X
kromosomaren dosia konpentsatzeko indibiduo emeetan ematen den kromatinaren
isiltze prozesu arautua da (Chow & Heard, 2009; Lyon et al., 1961; Lee et al., 2011), eta
birprogramazio epigenetikoen amaieran ematen da. Hau da, blastozistoaren barne
masako ESCak epiblastora diferentziatzen direnean ematen den prozesu bat XCl da. Behin
prozesu hori amaitu eta gero, X kromosoma isila egonkortu egiten da, eta horrela
mantenduko da aurrerantzean zatiketa mitotiko guztietan zehar, X kromosoma ez-
aktiboaren epe luzeko oroimen bultzatuz. Xi mantenua bermatzen duen mekanismo horri

oroimen epigenetiko deritzogu (Jansz et al., 2018; Gendrel & Heard, 2014; Gendrel et al.,
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2012; Payer et al., 2011). Memoria epigenetiko zelularrarekin lotuta dagoen XCl prozesua,
haren mantentze-fasea, zehazki, morfinak Smchdl genean eragindako beheranzko
erregulazioaren bidez oztopatua dagoela frogatu badugu ere, parte-hartzaile ugari daude
eraginda prozesu osoan zehar; XCl prozesua sekuentziala da, eta pausu ugari ditu.
Orokorrean bi fase nagusi ezberdintzen dira: hasiera fasea, non X kromosoma osoan zehar
geneen isiltzea finkatzen den, eta mantentze fasea, non errepresio egoera hori

egonkortzen den (Wutz, 2011).

XCl prozesua Xist IncRNAren gainadierazpenak hasten du, hala ere, Polycomb konplexuek
gauzaturiko histonen eraldaketek gidaturiko konpartimendu errepresiboen eraketa
ezinbestekoa da hasiera fasea amaitzeko. Lehendabizi, Xist IncRNAk gidatutako eta PRC1
konplexuak katalizatutako H2AK119ub eraldaketa ezartzen da, eta ondoren, PRC2
konplexuak H3K27me3 eraldaketarengatik ordezkatzen du aurrekoa (Zylicz et al., 2019;
Zhao et al., 2008). Jada aipatu dugun moduan, PRC2 konplexuaren EZH2 entzima
katalizatzailearen adierazpena murriztua dago morfinaren bidez, H3K27me3 eraldaketa
mailak ere eraginda daudela iradokiz. Gauzatu ditugun inmunoblotting azterketek
morfinak H3K27me3 eraldaketa—maila globalen jaitsiera ekartzen duela berretsi badute
ere (Munoa-Hoyos et al., 2020), H2AK119ub eraldaketak ez du sentikortasunik morfinaren
aurrean. Horrenbestez, morfina XCl prozesuaren hasiera-fasearen azken pausua
oztopatzeko gai da soilik, eta hori DNAren metilazioaren eta H3K27me3 eraldaketarekin

gauzaturiko elkarrekintza baten bidez ematen da.

XCl hasiera-fasea amaitu eta gero, isilarazitako X kromosomaren mantentze-fasea ematen
da, eta bertan DNAren metilazioa ezinbestekoa da (Nesterova et al., 2008; Wutz et
al.,2011; Lock et al., 1987; Sado et al., 2004). Saguetan buruturiko DNMT1 mutazio
esperimentuek Xi-an ematen diren metilazio akatsek enbrioien hilkortasuna handitzen
dute (Sado et al., 2000), eta hori DNAren metilazioak prozesu horretan duen garrantziaren
adierazlea da. Gure X kromosomeko WGBS emaitzek, morfinaren presentzian baieztatu
dugun Dnmtl genearen azpierregulazioak eta TET1 demetilasaren autoerregulazio
positiboak X kromosoma horrek mESCtan dituen DNAren metilazio mailak are gehiago
jaisten dituela egiaztatu dute. DNA metilatuaren jaitsierak, SMCHD1 entzimak duen
beheranzko erregulazioarekin batera; zelulen oroimen epigenetikoa konprometitzen
dute, eta, ondorioz, mESC zelula horien memoria epigenetiko zelularra nabarmenki

eraginez.

Bestalde, Smchd1 isiltze esperimentuek entzima horren absentziak Dnmtl genearen
adierazpena baldintzatzen duela frogatu dute. Atzean dauden mekanismoak ezagutzen ez

baditugu ere, bi entzimen beheranzko erregulazioak XCl prozesua oztopatzen dute, eta,
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ondorioz, morfinak XCl prozesuaren mantentze-fasearen atzean dituen azpimekanismoak
kaltetuak geratzen dira, mESCek duten oroimen epigenetiko zelularrean ere negatiboki
eraginez. Edozein kasutan, orain arte Dnmt1 genearen adierazpen-erregulazioa morfinak
H3K27me3 eraldaketaren bidez sustatzailean eragindako modulazioaren bidez ematen
dela behatu badugu ere, baliteke erregulazio horren atzean dauden mekanismoak uste
baino konplexuagoak izatea; SMCHD1 entzimak, modu batera edo bestera, Dnmtl
genearen beheranzko erregulazioa eragiteko gai dela adierazten digute emaitzek,
zuzenean edo zeharka. SMCHD1 entzimaren absentziak Dnmtl genean eragindako
adierazpenaren erregulazio hori baieztatu duen ikerketarik ez badago ere, badago TET
entzimen aktibitatearen igoerarekin erlazionatu izan duenik (Huang et al., 2021), antzekoa

ondorio transkripzionala duen gertaera.

Hortaz, morfinak mESCen XCl prozesuan sorturiko aldaketa guztiak norabide berean doaz;
XCl prozesuko mantentze-fasea gauzatzen duten eragile guztiak negatiboki eraginda
geratzen dira, mESCtan Xi mantenurako ezinbestekoak diren oroimen epigenetiko
zelularreko mekanismoak kaltetuz. Aurkikuntza horiek informazioa garrantzitsua ematen
dute memoria epigenetiko zelularraren azpian dauden mekanismo epigenetikoei
inguruan, eta, ondorioz, belaunaldiz belaunaldiko herentzia baimentzen dituzten

mekanismo molekularrak ulertzen hasteko oinarriak ezartzen laguntzen dute.

5.4. Ondorioak eta etorkizunerako
aurreikuspenak:

Aldaketa epigenetikoak mitotikoki edota meiotikoki heredagarriak diren eta geneetan
adierazpen aldaketak eragiten dituzten eraldaketak dira, eta aldaketa horiek kanpo
faktoreen bidez eratuak izan daitezke. Orokorrean, aldaketa epigenetikoak ezabatzeko
mekanismoak existitzen badira ere, zenbait kasutan mekanismo horietatik ihes egin eta
denboran zehar irauteko gaitasuna dute, hurrengo belaunaldietara igarotzeko aukerak
izanik. Hori dela eta, faktore horiek errealitatean duten inpaktua zenbaterainokoa den
ulertzea eta ezagutzea interesgarria da o0so, eta horrek izugarrizko garrantzia dauka
gizarteko arlo ezberdinetan, eta bereziki medikuntzan eta osasunarekin zerikusia duten
sektore guztietan. Dakigunez, morfinak albo efektu ugari ditu, eragin nabarmenak sortuz

portaeran, dopamina-seinaleztapenean, plastikotasun sinaptikoan eta neurona-egituran
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(Yohn et al., 2015). Horren adibideak ugariak dira, eta gainera, horietariko kasu batzuetan
belaunaldi arteko herentzia bat behatu da, ondorio fenotipokoak belaunaldi ezberdinetan
irauten dutelarik (Vassoler et al., 2014). Belaunaldietan zehar fenotipoetan emandako
aldaketa horiek garunean emandako DNAren metilazio eta histonen marken aldaketekin
erlazionatu edo lotu dituzten ikerketak egon badaude ere, bestelako organo eta ehunetan
duen eraginaren inguruko eta aldaketa horiek birprogramazio epigenetikoan duten
eraginari buruzko ebidentziarik ez dago. Aitzitik, gure ikerketak morfinak dituen eragin
sistemikoaren ikuspegi zabalago bat, eta are garrantzitsuagoa dena, birprogramazio
epigenetikoan eta mESC zeluletan garrantzitsuak diren prozesu biologiko ezberdinetan,
pluripotentzia kasu, izan dezakeen eragina aztertzean zentratu gara, gaiaren inguruko

lehen ebidentziak gehituz.
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Morfinaren tratamendu kronikoak DNAren metilazioren jaitsiera eta
hidroximetilazioaren igoera eragiten du mESCtan, zelulako erregulazio funtzio
arruntekin, antolaketarekin, zatiketa mitotiko eta meiotikoarekin, DNAren
erreplikazioarekin, zelula amen mantenuarekin eta garapen prozesuarekin

erlazionatutako geneen erregulazioan eraginez.

Morfinaren tratamendu kronikoak DNAren metilazioaren eta hidroximetilazioaren
desdoikuntza eragiten du saguetan, eragin epigenetikoak ezberdinak izanik ehun
mota edo organo bakoitzean, baita sexuaren arabera ere. Beraz, morfinak in vivo

dituen eragin zelular eta fisiologikoak sexuaren menpekoak eta sistemikoak dira.

Morfinak mESCtan eragindako DNAren metilazioaren jaitsiera eta
hidroximetilazioaren igoera erregulazio konplexuetan morfinaren eraginez
emandako desdoikuntzen ondorioak dira. TET1 demetilasaren adierazpena
handitzea ekartzen duen autoerregulazio positiboak, eta DNMT1 metilasaren

inhibizioak zelula horien genoman demetilazio prozesu globala eragiten du.

Morfinak mESCen pluripotentzia eta autoberritze gaitasunak mantentzen ditu
DNAren metilazioaren bidez, lehenik Yamanaka transkripzio-faktore gakoen
adierazpena doituz, bigarrenik genomako estatus epigenetikoa arautuz, eta

azkenik, X kromosoma biak egoera aktibo batean mantenduz.

Morfinak Yamanaka moduan ezagutzen diren faktoreen adierazpena doitzen du
mESCtan, euren bereizgarria den pluripotentziaren mantenua bultzatuz.
Horretarako, Oct4, Myc, eta Klf4 faktorearen funtzio analogoa duen KIf2 faktoreen

adierazpenaren igoera eragiten du sustatzaileko metilazio estatusa modulatuz.
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6. Morfinak genomak duen estatus epigenetikoa murrizten du mESCtan, euren

pluripotentziarako ezinbestekoa den DNA metilatuaren maila globalak jaitsiz, eta
PRC2 polycomb konplexu epigenetikoan gakoa den EZH2 entzima katalitikoaren

beheranzko erregulazioa bultzatuz.

Morfinak zelula pluripotenteen bereizgarria den X kromosomaren egoera aktiboa
mantentzen du XCl prozesuari hasiera ematen dioten hasierako pausuak
oztopatuz; prozesua hasteko ezinbestekoa den Xist IncRNAren adierazpena

isilduta mantenduz, eta H3K27me3 eraldaketa epigenetikoaren mailak jaitsiz.

Morfinak XCl prozesua saihesten du mESCtan, PRC2 konplexu epigenetikoaren,
DNMT1 metilasaren, eta X kromosoma isilduta mantentzen duen SMCHD1
entzimaren beheranzko erregulazioa modulatuz. Smchdl, zelulen arteko
memoriaren funtsezko arautzailea da, eta gainera, morfinarekiko sentikorra da
saguetan eta gizakiotan, isiltze entseguek berretsi dutena. Horrez gain, sagu
enbrioiaren garapenean zehar eraginda mantentzen da, eta, ondorioz, memoria

epigenetiko zelularrean eragin dezakeela aditzera eramaten gaitu.
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