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Laburpena 
Eritasun Zeliakoa (EZ) genetikoki sentikorrak diren pertsonetan garatzen den gaixotasun autoimmune 
konplexua da. Glutenak erantzun immunea eragiten die eta gaur egun dagoen tratamendu bakarra bizi 
osorako glutenik gabeko dieta zorrotza jarraitzea da. EZari loturiko sentikortasun genetikoa HLA (Human 
Leucocyte Antigen) geneekin eta HLAtik kanpoko hainbat eremu genomikorekin asoziaturik dagoela jakina 
den arren, haien ekarpena gaixotasunean oraindik ez dago guztiz deskribatua. Horrek zaildu egiten du 
beharrezkoak diren dietaz besteko tratamendu berrien garapena. Lan honetan EZrekin asoziaturiko aldaera 
(Single Nucleotide Polymorphism edo SNP) baten deskribapen funtzionala azaltzen da, zeina XPO1 
genearen 5’UTR eremuan dagoen eta EZan ohikoa den hanturan eragiten duen. 

Hitz gakoak: RNA ez kodetzaileak, SNP, m6A, pQTL 

Abstract 
Celiac disease (CD) is a complex autoinmune disorder that develops in genetically susceptible individuals. 
Dietary gluten triggers an immune response for which the only available treatment so far is a strict, lifelong 
gluten free diet. Human leucocyte antigen (HLA) genes and several non-HLA regions have been associated 
with the genetic susceptibility to CD, but their role in the pathogenesis of the disease is still essentially 
unknown, making it complicated to develop much needed non-dietary treatments. Here, we describe the 
functional involvement of a CD-associated single-nucleotide polymorphism (SNP) located in the 5’UTR of 
XPO1 in the inflammatory environment characteristic of the celiac intestinal epithelium. 

Keywords: ncRNAs, SNP, m6A, pQTL. 

1. Sarrera eta motibazioa

Eritasun Zeliakoa (EZ) sentikortasun genetikoa duten pertsonetan glutenak sortzen duen hesteetako 
hanturazko desoreka da. Pertsona horietan glutenak erantzun proinflamatorioa sortzen du eta immunitate-
sistema aktibatzen da (Abadie et al., 2020; Garrote et al., 2008), hala, zelula immune zein epitelialek zitokina 
proinflamatorioak jariatzen dituzte hantura kronikoa sustatuz (Dieli-Crimi et al., 2015; Ricaño-Ponce et al., 
2016). Gaur egun, EZ tratatzeko aukera bakarra bizi osorako glutenik gabeko dieta (GGD) zorrotza 
jarraitzea da. Hala ere, dieta mota hau zuzen jarraitzeko zailtasunek konplikazioak sortzen dituzte gaixoetan, 
hesteetako minbizia kasu, beraz tratamendu berriak beharrezkoa dira.  
EZ garatzeko arrisku genetikoaren ia %30 HLA geneek (Human Leukocyte Antigen) ematen dute. Azken 
urteotako ikerketek heredagarritasunaren %6,5 gehigarria osatzen duten HLAtik kanpoko eremu genomiko 
berriak aurkitu dituzte (Caio et al., 2019). EZ gaixoen %90 inguruk HLA-DQ2 edo DQ8 aleloak dituzten 
arren, aldaera hauek populazio orokorrean ere ohikoak dira. Beraz, EZren patogenesia hobeto ulertzeko 
beharrezkoa da asoziaturiko aldaeren ikerketa funtzionalak egitea. Hala ere, EZrekin asoziaturiko aldaera 
(Single Nucleotide Polymorphism edo SNP) gehienak genomaren eremu ez kodetzailean daude, eta zaila 
izaten da beraien eragina identifikatzea (Kim et al., 2015). 
RNA mezulari (mRNA) eta RNA ez kodetzailetan agertzen den aldaketa kimiko ugariena N6-
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metiladenosina (m6A) da. m6A aldaketak RNA molekulen aspektu desberdinetan eragiten du eta prozesu 
zelular ugaritan paper garrantzitsua jokatzen du. Hori dela eta, m6A aldaketak gene adierazpenaren 
erregulazioan duen garrantzia azaleratzen ari da azken aldian (Geula et al., 2015; Koranda et al., 2018; Wang 
et al., 2014; Wang et al., 2015). Gaur egun, jakina da m6A idazle edo metilasek (METTL3/METTL14 
konplexua) eta m6A ezabatzaile edo demetilasek (ALKBH5 esaterako) m6A mailak kontrolatzen dituztela 
metilazio markak gehituz ala ezabatuz. Ondoren, m6A irakurle deitzen diren proteinek (YTHDF1 kasu) 
metilatuak dauden RNAk ezagutzen dituzte eta haien erregulazioan eragiten dute (1.Irudia). Gainera, 
metilazio prozesua dinamikoa da eta zelulei aukera ematen die autoimmunitate eta hantura eragiten dituzten 
kanpo estimuluei azkar erantzuteko (Shulman et al., 2020; Winkler et al., 2019).  
Azken aldian argitaratu diren ikerketa berriek gaixotasun autoimmune eta inflamatorioekin asoziaturiko 
SNPek m6A metilazio marketan eragina izan dezaketela iradokitzen dute (Lu et al., 2020; Zhang et al., 
2020). Hori horrela, lan honen helburu nagusia EZrekin asoziaturiko aldaerek m6A marketan izan dezaketen 
eragina ikertzea eta horrek glutenaren aurka sortzen den hantura prozesua nola erregulatzen duen aztertzea 
izan da. 

1. irudia. RNAren m6A aldaeran parte hartzen duten proteina idazle, ezabatzaile eta irakurleen funtzioen eskema.
Zelularen nukleoan m6A idazleek (METTL3, METTL14 edota WTAP) RNA molekulen adenosina (A) metilatzen

dute. m6A ezabatzaileak (FTO edo ALKBH5), aldiz, metilazio markak ezabatzeko gai dira. Nukleoan zein 
zitoplasman, m6A irakurle desberdinek metilaturik dauden RNAk identifikatzen dituzte eta maila desberdinetan 

eragiten dute RNA molekuletan (itzulpenean, egonkortasunean zein kokapen zelularrean).    

2. Arloko egoera eta ikerketaren helburuak

Aipatu bezala, EZ eragiten duen kanpo faktore ezagunena glutena da, baina glutenak erantzun immunea 
nola sortzen duen ez da guztiz deskribatu oraindik. Gainera, EZrekin asoziaturiko aldaera asko identifikatu 
diren arren, haien funtzioa gehienetan ez da ezaguna. Hortaz, oraindik bide luzea gelditzen da EZ 
patogenesian kanpo eragileek eta aldaera genetikoek duten funtzioa ulertzeko. 

Bide horretan, EZri asoziaturiko aldaera genomikoek RNAren metilazioan eragina duten eta aldaketa horiek 
gaixotasunaren garapenean eragiten duten ikertu nahi izan genuen, horretarako EZri asoziaturiko eta m6A 
marken inguruan dauden SNPen ikerketa eginez. Horrez gain, glutenak metilazio aldaketak eragiten dituen 
aztertzea ere genuen helburu.  

Hain zuzen ere, exportin 1 (XPO1) genean dagoen EZrekin asoziaturiko rs3087898 SNP ez kodetzailearen 
ikerketa funtzionala aurkezten dugu. XPO1 zenbait RNA eta proteina nukleotik zitoplasmara garraiatzen 
dituen exportina bat da (Fukuda et al., 1997). Alde batetik, XPO1ek NFkB hantura bidezidorra erregulatzen 
duela ikusi da (Khan et al., 2013), zeina EZ gaixoetan aktibatua dagoen (Fernandez-Jimenez et al., 2014). 
Bestalde, XPO1 gainadierazpena edota mutazioak zenbait gaitzekin erlazionatu dira eta minbiziaren 
aurkako itu terapeutiko moduan aztertu da (Gravina et al., 2014; Tan et al., 2014). 
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Lan honetan, XPO1en 5’UTRan dagoen (Untranslated Region edo itzuli gabeko eskualdea) EZrekin 
asoziaturiko SNParen m6A maila desberdinek proteinaren itzulpenean eragiten dutela deskribatu dugu. 
Gainera, orain arte deskribatu gabeko glutenaren eta m6A proteinen arteko lotura berri bat aurkeztu dugu, 
EZren aurkako tratamenduetan ate berriak irekitzen dituena (Olazagoitia-Garmendia et al., 2021). 

3. Ikerketaren muina

3.1. EZrekin asoziaturiko XPO1en aleloak metilazio maila altuagoa du, glutenak m6A makinaria 
aktibatzen du, eta ondorioz, XPO1 mailak eta NFkB hantura-bidezidorra areagotzen dira  

EZrekin asoziaturiko rs3087898 SNPa (GRCh38:chr2:61538039) XPO1en 5’UTRan eta hiru m6A 
motiboren ondoan dagoela ikusi genuen. Lehenik, eremu hori metilatua dagoela konfirmatu genuen m6A 
immunoprezipitazioa burutuz eta qPCR bidez kuantifikatuz. HCT116 lerro zelular heterozigotikoak 
erabiliz, EZaren arrisku aleloak (XPO1*T) metilazio maila altuagoa duela baieztatu genuen (2.Irudia A). 
Ondoren, m6A metilazioak RNAren prozesu metaboliko desberdinetan eragiten duenez, XPO1en metilazio 
maila desberdinek duten funtzioa ulertu nahi izan genuen. Horretarako T eta C aleloak daramatzaten bi 
5’UTRak XPO1en eremu kodetzailearen aurrean klonatu genituen gainadierazpenerako plasmido batean. 
Horrela, arrisku aleloak XPO1 proteina gehiago ekoizten duela baieztatu genuen (2.Irudia B). 
XPO1*T arrisku aleloaren m6A maila altuagoak itzulpena areagotzearen erantzule diren baieztatzeko, 
itzulpen efizientziarekin erlazionatua dagoen YTHDF1 m6A irakurlea (Zhang et al., 2020) aztertu genuen. 
YTHDF1 proteinak XPO1en m6A marka identifikatu eta bertara lotzen den jakiteko, YTHDF1 proteina 
immunoprezipitazio bidez isolatu eta bertara loturiko XPO1 mailak kuantifikatu genituen qPCR bidez. 
Modu horretan ikusi genuen XPO1*T arrisku aleloa (metilazio maila altuagoa duena) YTHDF1 proteinari 
gehiago lotzen zaiola (2.irudia C). Hortaz, EZri asoziaturiko eta m6A motiboen ondoan dagoen SNPak 
metilazio mailak aldatu eta XPO1 proteina kantitatea areagotzen dituela baieztatu genuen. 

Zenbait kanpo estimuluen aurrean 5’UTRan dauden m6A markak areagotu egiten direla deskribatu da. Hori 
dela eta, aztertu nahi izan genuen ea EZan glutenak m6A markak areagotu eta XPO1 mailetan eragina duen. 
Horretarako, HCT116 zelulak glutenarekin estimulatu genituen eta horren efektua aztertu. Glutenak 
zelularen m6A metilazio maila areagotzen duela eta METTL3 (m6A idazlea), YTHDF1 (m6A irakurlea) zein 
XPO1 geneen adierazpen mailak igo egiten direla ikusi genuen (2.Irudia D). Gainera, glutenak eragindako 
igoera horrek NFkB hantura-bidezidorra ere aktibatzen duela baieztatu genuen. Izan ere, p50 NFkB proteina 
eta ondoriozko IL8 zitokina inflamatorioaren mailak altuagoak dira glutenarekin estimulaturiko zeluletan 
(2.Irudia D,E).  
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3.2. EZrekin asoziaturiko arrisku aldaera duten gaixoek XPO1 proteina maila altuagoak  dituzte 
eta glutenaren mendeko  m6A, XPO1, METTL3 eta YTHDF1 mailak, baita ondorengo hantura 
efektuak aurkezten dituzte 

Lortutako emaitzak baieztatzeko EZ gaixoen eta kontrolen heste meharreko biopsiak erabili ziren. Arrisku 
aleloa daukaten pertsonek XPO1 proteina maila altuagoak dituztela ikusi genuen (3.Irudia A), hau da, 
EZrekin asoziaturiko SNPak XPO1en proteina mailan eragiten duela baieztatu genuen, eta gaixotasuna 
pairatzeko arriskuan eragina duela (pQTL).  
m6A maila orokorrak ere kuantifikatu genituen eta EZ aktibodun pazienteen (diagnostikatu berri) biopsiek 
kontrolenak baino metilazio maila altuagoa dutela ikusi genuen (3.Irudia B). Kontrolekin alderatuta, EZ 
aktiboen taldean adierazpen altuagoa ikusi genuen gene guztietan (3.Irudia C, D, E, F). Gainera, glutenik 
gabeko dietan (GGD) zeuden EZdun gaixoetan, m6A maila orokorrak (3.Irudia B) eta gene guztien 
adierazpen (3.Irudia C, D, E, F) balioak normaltasunera itzuli ziren. 
Orokorrean, emaitza hauek aurretik ikusitako ondorioak berresten dituzte eta glutenak m6A makineria 
aktibatzean eta EZ gaixoetan eragindako XPO1 eta IL8 indukzioaren garrantzia azpimarratzen dute. 
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2. irudia. EZrekin asoziaturiko XPO1en aleloak metilazio maila altuagoa du, glutenak m6A makinaria aktibatzen
du, eta ondorioz, XPO1 mailak eta NFkB hantura-bidezidorra areagotzen dira. (A). m6A antigorputza edo IgG

kontrol negatiboa erabiliz HCT116 lerro zelularrean egindako immunoprezipitazioaren kuantifikazio alelo-
espezifikoa qPCR bidez. (B) XPO1en 5’UTRaren itzulpen efizientzia alelo-espezifikoa. Eskubian, XPO1 proteina 

mailak adierazten dituen Western Blot argazkia, GAPDH kontrol moduan erabiliz. Ezkerrean, XPO1 proteina 
kuantifikazioa gainadierazitako XPO1 mRNA mailekiko erlatibizatua. (C) YTHDF1 m6A irakurlearekin 

immunoprezipitatutako XPO1 mRNAren kuantifikazio alelo-espezifikoa qPCR bidez. (D) Gluten tratamendua 
HCT116 lerro zelularrean. Ezkerrean goian, tratamendurik gabeko zeluletan (TG) edo glutenarekin trataturiko 

zeluletan (GLUTEN) m6A mailak Dotblot bidez kuantifikatuak. Ezkerrean behean, TG edo GLUTEN zeluletan m6A 
makinaria, XPO1 eta p50 NFkB unitatea WB bidez irudikatuak. Eskubian, m6A makineria eta XPO1 mRNA 

kuantifikazioa qPCR bidez. (E) IL8 hantura zitokinaren kuantifikazioa ELISA bidez TG edo GLUTEN zelulen 
gainjalkinetan. (ns=ez esangarria* p <0,05; **p<0,01; #p<0,05; ##p<0,01; ####p<0,0001) 
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4. Ondorioak

Gure lanak frogatu du gaixotasun autoimmune eta inflamatorioekin asoziaturiko SNP ez kodetzaileek m6A 
mailak alda ditzaketela eta gaixotasunaren patogenesian eragin dezaketela.  
Glutena EZan erantzun immunitarioaren aktibatzaile gisa proposatu bada ere, glutenarekiko tolerantzia 
galtzea eragiten duten lehen urratsen inguruan ezer gutxi dakigu. Gure esperimentuek glutena m6A eta 
YTHDF1 areagotzearekin lotzen dute, eta horrek XPO1 proteina mailak igotzea dakar. Gure datuek m6A 
makineriaren garrantzia azpimarratzen dute XPO1 mailak baldintzatzen baititu, horrek NFkBren 
adierazpena eta ondoren, IL8ren indukzioa eragiten du EZ gaixoetan.  
Orain arte EZren aurkako tratamendu fidagarri bakarra glutena bizitza osorako dietatik kentzea da, baina 
gaixotasunaren sintoma gehienak gutxitzen dituen arren, gaixoen bizi kalitatean eta ongizate psikologikoan 
modu negatiboan eragiten du (Hang et al., 2015). Gure ikerketak glutenaren aurrean erantzuten duen m6A-
XPO1-NFkB bidezidor berria plazaratzen du, EZren patogenesian itu dena eta gaixotasunaren balizko 
alternatiba terapeutiko berria izan daitekeena. 
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3. irudia. EZrekin asoziaturiko arrisku aldaera duten gaixoek XPO1 proteina maila altuagoak  dituzte eta
glutenaren mendeko  m6A, XPO1, METTL3 eta YTHDF1 mailak, baita ondorengo hantura efektuak

aurkezten dituzte . (A) DNA eta proteina kontrolen hesteetako biopsietatik erauzi ziren, XPO1 mailak ELISA bidez 
neurtu eta rs3087898 genotipatu ziren. XPO1 proteina mailak babes genotipoa (CC) duten pertsonen eta arrisku 

aleloa dutenen artean (CT + TT) alderatu ziren. (B) RNA kontrolen biopsietatik (KTR), zeliako aktiboetatik (EZ) eta 
glutenik gabeko dietan egondako zeliakoetatik (GGD) erauzi zen. RNA metilazioa m6A dotblot bidez kuantifikatu 

zen.  (C, D, E, F) m6A makineria, XPO1 eta IL8 mRNA adierazpen kuantifikazioa qPCR bidez. (+p<0,1; * p <0,05; 
**p<0,01, ***p<0,001) 
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5. Etorkizunerako planteatzen den norabidea
m6A irakurle eta ezabatzaileen aurkako molekula txikiak dagoeneko iradoki dira minbizi mota 
desberdinetarako terapia potentzial gisa (Huang et al., 2020) eta aukera ona izan litezke EZ gaixoen 
hanturaren aurkako babeserako. Horrez gain, XPO1 inhibitzaileak dagoeneko erabiltzen ari dira minbiziaren 
aurkako agente terapeutiko gisa eta NFkB jarduera gutxitzeko gaitasuna dutela erakutsi dute (Sendino et al. 
2018; Syed, 2019). Beraz, lan honen hurrengo pausua mota honetako inhibitzaileak erabiltzea izango litzake 
deskribatu dugun m6A-XPO1-NFkB bidezidorra kontrolatu ahal izateko. 
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