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Laburpena 

Eritasun zeliakoa (EZ), predisposizio genetikoak baldintzatutako pertsonetan glutenaren aurkako 

erantzun desorekatuak eragiten duen gaixotasun immunitarioa da. HLA eremutik kanpo, rs6822844 

polimorfismoak aurkeztu zuen EZ garatzeko arriskurako asoziazio maila altuena lehen genoma osoko 

asoziazio ikerketan (ingelesez GWAS). Polimorfismoa IL2 eta IL21 geneen artean dago, eta horregatik 

horiek izan ziren eremu horretan proposatutako gene erantzuleak. Lan honen helburua, eremu hori 

aztertzea da. Horretarako, heste-zelula eta monozitoen proliferazioa eta IL2 eta IL21 geneen 

adierazpena aztertzeaz gain, FGF2 gene erantzule berriaren adierazpena ere ikertu da. Lortutako 

emaitzek, eremu hau EZren garapenean garrantzitsua dela baieztatzen dute, gaixotasunaren zenbait 

ezaugarri desagertzen baita eremuan aldaketak eragitean. 

Hitz gakoak: Eritasun zeliakoa, rs6822844, IL2, IL21, FGF2 

Abstract 

Celiac disease (CeD) is an immune disorder derived from the dysregulated reaction to gluten in 

genetically susceptible individuals. The polymorphism rs6822844 showed the strongest association 

with risk to CeD in the first GWAS outside the HLA region. It is located between the IL2 and IL21 

genes, so they were considered candidate genes in that region. The aim of this work is to analyze this 

region in intestinal cells and monocytes, through proliferation and expression studies of IL2 and IL21 

genes, and a new candidate gene proposed in this work, FGF2. The results obtained confirm that this 

region is important for the development of CeD, as certain characteristics of the disease disappear, 

when the region is altered. 
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1. Sarrera eta motibazioa

Eritasun zeliakoa (EZ) predisposizio genetikoa duten pertsonengan gertatzen den glutenaren

aurkako erantzun desorekatuaren ondorioz garatzen den gaixotasun immunitario kronikoa da. 

Beraz, faktore genetikoek zein ingurumenekoek, batez ere glutenak, parte hartzen dute 

gaixotasunean. Ezaguna den arrisku genetiko nagusia HLA-DQ2 edota HLA-DQ8 aldaerek 

ekartzen dute, sistema immunitarioko zelulei glutena aurkezteko duten ahalmenagatik. Dena 

den, aldaera horiek ez dira nahiko eritasun zeliakoa garatzeko; izan ere, ohikoak dira 

populazioan, eta adibidez, pertsona ez-zeliakoen %30 inguruak HLA-DQ2 eramaten du 

(Megiorni eta Pizzuti, 2012). 

Azken urteotan, beste arrisku faktoreak ezagutu nahian, genoma osoko (GWAS) eta 

Immunochip plataformako asoziazio azterketak burutu dira (van Heel et al., 2007; Dubois et al., 

2010; Trynka et al., 2011; Garcia-Etxebarria et al., 2016) eta eritasun zeliakoarekin asoziatuta 

dauden HLA lokusetik kanpoko eremu berriak aurkitu dira. Eremuok ematen duten arriskua 

erantzun immunitarioan parte hartzen duten bertako geneei egotzi zaie, baina oraindik ez da 

ezaguna asoziatutako eremu gehienen funtzioa. 
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HLA eremuaz aparte, rs6822844 polimorfismoak EZ garatzeko arrisku altuena aurkeztu zuen 

eritasun zeliakoan burutu zen lehen GWASean. SNP (ingelesezko Single Nucleotide 

Polymorphism inizialetatik) hau IL2 eta IL21 geneen artean dago, laugarren kromosoman. Bi 

gene horiek IL-2 eta IL-21 zitokinak kodetzen dituzte, hurrenez hurren, eta biek funtzio 

immunitarioan parte hartzen dutela kontuan hartuta, gene erantzuletzat proposatu ziren (van 

Heel et al., 2007). 

2. Arloko egoera eta ikerketaren helburuak

Eritasun zeliakoa gaixotasun genetiko konplexua da, non faktore genetiko ugarik parte

hartzen duten. Azken urteetan, Genetika eta Biologia Molekularreko tekniken hobekuntzari 

esker, asko aurreratu da faktore genetiko horien ezagutzan, eta gaur egun, EZren erantzule izan 

daitezkeen eremu genetiko berriak proposatu dira. Dena dela, eremu horietako askoren funtzioa 

ez da ikertu, eta hauen inplikazioa EZan ez dago frogatuta.  

Hori kontuan izanik, rs6822844 polimorfismoaren eremuaren funtzioa aztertu nahi izan dugu. 

Horretarako hiru azpi helburu planteatu ditugu: 

1) Polimorfismoaren efektua aztertzea heste-zelula epitelialetan, lehen GWASean

proposatutako IL2 eta IL21 gene erantzuleen adierazpena neurtuta.

2) Gene bi horietaz aparte gene erantzule gehiago bilatzea, SNParen eremuarekin

elkarrekintzak aztertuz eta haien efektuak ebaluatuz.

3) SNParen eremu genomikoa editatuta duten heste-zelulek baldintzatutako medioan hazteak

sistema immunitarioko zeluletan duen eragina aztertzea.

3. Ikerketaren muina

rs6822844 polimorfismoaren eta bere eremu genomikoaren azterketa egiteko, HCT116 heste-zelula

epitelialen genoma editatu da CRISPR-Cas9 teknikaren bidez. Edizioak eragindako mutazioak SNPa 

bikoiztea eragin du editatutako zeluletan (1. Irudia). 

1. irudia. HCT116 zeluletan editatutako rs6822844 polimorfismoaren inguruko eremu genomikoaren
irudi eskematikoa. Sekuentzia mutatua (MUT) hiru zatiz osatuta dago: batetik, zelula basatien (WT)

sekuentziaren berdina den zatia (lerro bertikalak); bestetik, WT sekuentziaren alderantzizko bikoizketa (lerro 

horizontalak); eta azkenik, WT sekuentziaren antzik ez duen zatia (grisez). Ertz bikoitza duen laukiak sekuentzia 

palindromikoa irudikatzen du eta laukitxo beltzek rs6822844 polimorfismoa. Marra gorria CRISPR-Cas9 

teknikan erabilitako RNA-gida da.  

3.1. Adierazpen eta proliferazio azterketak HCT116 heste-zeluletan

Lehen GWASean IL2 eta IL21 proposatu ziren gene erantzule gisa. Hori dela eta, CRISPR-Cas9 

bidezko edizioak gene horien adierazpenean izan zezakeen eragina aztertu da HCT116 heste-zeluletan. 
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Gene horiek erantzun immunitarioan parte hartzen dutela jakinik, eta egoera normalean adierazten ez 

direla behatu eta gero, zelulak IL-6 zitokina proinflamatorioarekin kitzikatu dira, adierazpena 

emendatu asmoz. Emaitzek erakutsi dutenez, IL2 eta IL21 geneak ez dira HCT116 heste-zeluletan 

adierazten, ez egoera normalean ezta IL-6 zitokina proinflamatiorioaren presentzian ere.  

Proposatutako geneak adierazten ez direla ikusirik, gene erantzule posible berriak bilatu dira. 

Horretarako SNParen eremuarekin elkarrekintzak dituzten geneak bilatu dira HiC bilatzailearen online 

virtual 4C lanabesa erabiliz (Lieberman-Aiden et al., 2009). Lanabes honek, DNAren hiru 

dimentsioko egitura kontuan hartzen du geneen edota genomaren eremu desberdinen arteko 

elkarrekintzak iradokitzeko. Kasu honetan, FGF2, SPATA5 eta KIA1109 geneek hiru dimentsioko 

elkarrekintza aurkezten dute SNParen eremuarekin. Horien artean lehenak erantzun immunitarioarekin 

erlazioa du, fibroblastoen hazkuntza sustatzen baitu. FGF2ren adierazpena aztertu da eta zelula 

editatuetan azpiadierazita dagoela behatu da (2.Irudia). Gainera, adierazpena berdin mantentzen da IL-

6ren presentzian ere. FGF2 geneak FGF-2 hazkuntza faktorea kodetzen du, eta horrek zelulen 

hazkuntza eta proliferazioa sustatzen duenez, heste-zelulen proliferazio analisia burutu da. Zelula 

editatuek (MUT) proliferazio abiadura handiagoa dute (3. Irudia). 

2. irudia. FGF2 genearen adierazpen erlatiboa HPRT etxezaintza-genearekiko (ingelesez housekeeping

genea). Emaitzak egoera normalean (0), eta IL-6 zitokina proinflamatorioarekin kitzikatu eta 30 eta 60 minutura. 

WT: editatu gabeko HCT116 zelulak, MUT: eremu genomikoa CRISPR-Cas9 bidez editatuta duten HCT116 

zelulak. 

3. irudia. HCT116 zelulen proliferazio azterketa. 200.000 zeluletik abiatuta eta bat, bi eta bost egunetara

egin dira neurketak. WT: editatu gabeko HCT116 zelulak, MUT: eremu genomikoa CRISPR-Cas9 bidez 

editatuta duten HCT116 zelulak. 
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3.2. Adierazpen azterketak biopsietan

FGF2 genearen adierazpen aldaketak ikusita, pertsona zeliakoengan ere aldaketarik dagoen aztertu 

da. Horretarako sei paziente zeliako (debut) eta beste sei pertsona ez-zeliakoren (kontrol) duodenoko 

biopsietatik erauzitako RNA erabili da, eta FGF2ren adierazpena zeliakoetan emendatuta dagoela 

behatu da (4. Irudia). 

4. irudia. FGF2ren adierazpena biopsietan, RPLPO etxezaintza-genearekiko.

3.3. Aktibazio eta proliferazio azterketak U937 zelula immunitarioetan

HCT116 zeluletan sortutako mutazioak inguruko zelula immunitarioan izan dezakeen efektua 

aztertzeko U937 zelula monozitikoak heste-zelulek baldintzatutako kultura-medioan hazi dira, eta 

haien aktibazio eta proliferazioa aztertu dira. Baldintzatutako medioa, medio freskoarekin nahastu da 

1:1 proportzioan, elikagai faltarik ez izateko. Aktibazioa IL1B genearen adierazpenaren bitartez neurtu 

da, interleukina horren adierazpena emendatu egiten baita monozitoak aktibatzean (Petes C et al, 

2017). IL1B zertxobait azpiadierazita dago zelula editatuek (MUT) baldintzatutako medioan hazitako 

monozitoetan (5. Irudia). Proliferazioari dagokionez, zelula editatuek (MUT) baldintzatutako medioan 

hazitako monozitoek, hazkunde abiadura baxuagoa aurkeztu dute (6. Irudia).  

5. irudia. IL1Bren adierazpen erlatiboa RPLPO etxezaintza-genearekiko. IL1B aktibazioaren adierazle

modura erabili da. WT: editatu gabeko HCT116 zelulek baldintzatutako kultura-medioan hazitako monozitoak, 

MUT: eremu genomikoa CRISPR-Cas9 bidez editatuta duten HCT116 zelulek baldintzatutako kultura-medioan 

hazitako monozitoak. 
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6. irudia. U937 zelulen proliferazio azterketa. 0 puntua medio baldintzatua gehitu aurreko puntua da,

150.000 zeluletatik abiatuta. Beste bi puntuak, baldintzatutako medioan 24 eta 48h eta gero egindako neurketak 

dira. WT: editatu gabeko HCT116 zelulek baldintzatutako kultura-medioan hazitako monozitoak, MUT: eremu 

genomikoa CRISPR-Cas9 bidez editatuta duten HCT116 zelulek baldintzatutako kultura-medioan hazitako 

monozitoak. 

Emaitzen arabera, editatu gabeko zelulek baldintzatutako medioan haztean, monozitoak aktibatu 

eta azkarrago proliferatzen dira. Dirudienez, sortutako mutazioak U937 zelula monozitikoen aktibazio 

eta proliferazioan ondorioak dituen aldaketaren bat ekarri du, rs6822844 SNParen eremuaren edizioak, 

inguruko zeluletan ere eragina duela erakutsiz.   

4. Ondorioak

Laburbilduta, EZren arriskuarekin asoziatutako rs6822844 polimorfismoaren eremua

editatzeak heste-zeluletan eta inguruko zelula immunitarioetan eragina duela behatu da lan 

honetan.  

Batetik, HCT116 zeluletan, proposatutako gene erantzuleen adierazpen aldaketarik ikusi ez 

dugun arren, FGF2 gene erantzule berria proposatu dugu, eta gene hori azpiadierazita dago 

rs6822844 SNParen eremu genomikoa editatuta duten zeluletan. Aldiz, FGF2 gainadierazita 

dago paziente zeliakoetan.  

Bestetik, editatutako zelulek baldintzatutako kultura-medioan inkubatutako monozitoek 

aktibazio eta proliferazio apalagoa izateak, eremu genomikoaren edizioak hantura egoeran 

eragina izan dezakeela iradoki du. Izan ere, hantura egoeretan monozito eta makrofagoak 

aktibatuta egon ohi dira eta proliferazio maila altuagoa dute (Abella V et al., 2017).  

Beraz, eremu genomiko horrek EZren garapenean parte hartu dezakeen zantzuak ikusi ditugu, 

hori eraldatzean gaixotasunaren hainbat berezko ezaugarri desagerrarazten direlarik.  

5. Etorkizunerako planteatzen den norabidea

Lan honetan HCT116 zeluletan burutu da r6822844 polimorfismoaren eremuaren edizioa.

Baina hasieran proposatutako IL2 eta IL21 geneak zelula mota horretan adierazten ez direla 

kontuan hartuta, etorkizunean SNParen eremua gene horiek adierazten diren sistema 

immunitarioko zeluletan editatzeko asmoa dugu, T linfozitoetatik eratorritako Jurkat zelulak 

kasu.  

Horrez gain, SNParen ondoan DNasarekiko hipersentikorra (DH) den eremu bat dago, eta 

eremu horiek erregulazio puntuak izan daitezkeela ezaguna da (Degner JF et al., 2012). Beraz, 

polimorfismoak DH eremu horretan eragina duen ikertu nahi dugu.  
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