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Laburpena

Eritasun zeliakoa (EZ) glutenaren eraginez genetikoki suszeptibleak diren indibiduoetan agertzen
den gaixotasun autoimmunea da. Jakina da gliadinak zenbait generen koadierazpenean eragiten duela
EZan. Ikerketa honen helburua genoma mailako koadierazpen patroi zeliakoak eraikitzea izan da, eta
baita gaixotasunaren testuinguruan alterazioen atzean egon daitezkeen elementu erregulatzaileak
identifikatzea ere. Gure metodologia gaixotasunerako funtsezko izan daitezkeen elementu
erregulatzaileak identifikatzeko gai izan da. Zehazki, CREB1 eta IRF1 desberdin adierazten dira
pazienteetan kontrol ez zeliakoekin alderatuta, eta haien aktibazioa gertatzen da gliadinarekin
kitzikatutako C2BBel zeluletan.

Hitz gakoak: Eritasun zeliakoa, koadierazpena, IRF1, CREB1
Abstract

Celiac disease (CD) is an autoimmune disease that develops in genetically susceptible individuals
due to ingested gluten. It is known that gliadin provokes coexpression changes in several genes in the
disease. The aim of this study was to construct the celiac coexpression patterns at a whole genome
level and to identify regulatory elements that drive CD-related alterations in coordination.
Coexpression analyses at a whole genome level are a useful strategy to identify regulators that could
underlie these patterns and consequently be relevant to the disease. In particular, CREB1 and IRF1
are differentially expressed in patients, and are activated upon gliadin stimulation in C2BBel cells.

Keywords: Celiac disease, coexpression, IRF1, CREB1

1. Sarrera eta motibazioa

Eritasun zeliakoa (EZ, MIM: 212750) %Jleko maiztasuna duen gaixotasun kroniko eta
autoimmunea da, gariaren glutenaren eta zekale eta garagarraren beste antzeko proteinekiko
intolerantzia dela eta, genetikoki suszeptibleak diren indibiduoetan ematen dena. Heste
meharraren endekatzea eragiten du EZak; hala nola, linfozito intraepitelialen infiltrazioa,
kripten hiperplasia eta biloxken atrofia. Gainera, diagnosirako erabilgarriak diren auto-
antigorputzak agertzen dira zirkulazioan, anti-endomisio (EMA) edo anti-transglutaminasa
(TGA) antigorputzak, esaterako (Green eta Cellier, 2007).

Sintomak oso aldakorrak izan daitezke. Ohikoenak beherako kronikoa, pisu galera eta hantura
abdominala dira, baina nekea, altuera baxua, osteoporosia, urritasun psikomotoreari dagozkion
sintomak (giharren ahultzea...) ere aurkeztu ditzake.

Gaur egun, tratamendu eraginkor bakarra erabateko glutenik gabeko dieta (GGD) da, gari,
zekale eta garagarraren produktuak dietatik kenduz. Tratamendua betetzen ez bada, beherakoa,
inflamazioa, pisu galera, giharren ahultzea etab. eman daitezke.
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2. Arloko egoera eta ikerketaren helburuak

Zeliakia eritasun konplexua da, bere patogenesian faktore genetikoek zein ingurune faktoreek
parte hartzen dutelarik. Giza Antigeno Leukozitarioaren (ingelesez Human Leucocyte Antigen
edo HLA) DQ2 eta DQ8 aldaerak arrisku genetikoaren erantzule nagusiak dira, baina
beharrezkoak izan arren, gaixotasunaren osagarri genetikoaren %40a inguru besterik ez dute
azaltzen (Greco et al., 2002). Azken urteetan genoma osoko asoziazio azterketek (GWAS) eta
Immunochip (van Heel eta al., 2007; Dubois et al., 2010; Trynka et al., 2011; Garcia-Etxebarria
et al., 2016) proiektuak gaixotasunaren arriskuan eragiten duten beste markatzaile batzuk
identifikatu dituzte. Azken horiek osagai genetikoaren %10-15 azaltzen dute.

Asoziazio seinale horien atzean egon daitezkeen ondorioak ulertzeko burutu diren gene
hautagaien banakako adierazpen azterketek emaitza mugatuak erdietsi dituzte (Plaza-lzurieta et
al., 2015). Gaixotasunaren patogenesian eszenatoki konplexuagoa iradokitzen dute, non gene
taldeen edota bidezidorren erantzun koordinatua izan daitezkeen maila ukitua. Zentzu horretan,
asoziazio eremu genomiko bereko PTPRK eta THEMIS geneen adierazpen mailak gaixoen heste
biopsietan (baina ez kontrol ez zeliakoetan) korrelazionatuta daudela ikusi dugu (Bondar et al.,
2014). Gainera, NFkB bidezidorrarekin erlazionatutako 93 geneen mRNA mailen arteko
korrelazio estua aurkitu da kontrol ez zeliakoetan, baina gaixoetan gene multzoaren adierazpena
guztiz desantolatzen da (Fernandez-Jimenez et al., 2014).

Aurkikuntza horiek, gaixotasuna eragiten duten faktoreak gene indibidualak baino, gene
taldeak erregulatzen dituzten elementu genomikoak izan litezkeela iradokitzen dute. Eritasun
zeliakoa pairatzeko joera duten pertsonengan glutenaren ingestioak zenbait gene multzoren
erantzun koordinatuan eragin dezakeela proposatzen dugu, gene multzo koordinatuak sortuz
edota multzoak desantolatuz transkriptoma osoan zehar. Gainera, koadierazpen aldaketa horien
erantzule izan litezkeen transkripzio faktore (TF) zein miRNA Dbezalako elementu
erregulatzaileak gaixotasunean asaldatuta egon litezkeela proposatzen dugu.

Hipotesi hau baieztatzeko, aurretiaz gure laborategian egindako bi adierazpen microarray-en
emaitzak berraztertu ditugu. Microrarray horietan, pazienteen heste biopsiak aztertuz,
gliadinaren epe luzeko zein laburreko esposizioek genoma osoaren adierazpenean duten eragina
deskribatzen da (Castellanos-Rubio et al., 2008; Castellanos-Rubio et al., 2010). Lan honetan,
koadierazpena ikertu dugu genoma osoan, eta modu koordinatuan antolatzen diren geneen
moduluak identifikatu ditugu. Gainera, koadierazpenaren aldaketa hauen bultzatzaile izan
daitezkeen elementu funtzionalak identifikatu ditugu. Azkenik, gure estrategia balioztatzeko,
elementu erregulatzaile horien alterazio funtzionalak identifikatzen saiatu gara gaixo eta
kontrolen ehunetan zein in vitro eredu batean.

3. Ikerketaren muina

3.1 Glutenak koadierazpen aldaketak sortzen ditu eritasun zeliakoan

Glutenak koadierazpenean izan dezakeen eragin akutua eta kronikoa aztertzeko, aurretik gure
laborategian egindako bi microarray esperimentu berraztertu dira; esperimentu haietan,
erantzun akutua aztertzeko GGD tratamenduan zeuden pazienteen biopsiak gliadinarekin eta
gliadina gabe inkubatu ziren 4 orduz, eta erantzun kronikoa aztertzeko, GGD tratamendupean
eta tratamendurik gabeko gaixo aktiboen biopsiak behatu ziren (Castellanos-Rubio et al., 2008;
Castellanos-Rubio et al., 2010).

Oraingo analisian, esperimentu akutuaren kasuan 18 koadierazpen talde, modulu izenez
ezagutzen direnak, identifikatu dira GGD biopsietan, eta 16 gliadinarekin lau orduz tratatutako
frakzioetan. Esperimentu kronikoaren kasuan, aldiz, 35 modulu ezberdin sortu dira bai GGD
zein paziente aktiboen taldeetan (1. irudia).

Baldintza desberdinetako koadierazpen moduluak identifikatzeaz gain, gliadinaren
ondoriozko koadierazpen aldaketak ere aztertu dira. Koadierazpen diferentziala erakusten zuten
geneak (KDG) moduluko beste geneekiko harremanak modu esanguratsuan aldatzen dituztenak
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dira. Zehazki, esperimentu akutuan, egoera basaleko geneen %?21,71k koadierazpen aldaketak
jasaten ditu, eta 4 orduz estimulatutako biopsien kasuan geneen %9,93k. Erantzun kronikoan,
koadierazpen galera horrek GGD taldean gaixo aktiboen taldean baino gehiago eragiten du
(%14,68 vs. %12,60). Baliteke behin gaixoen mukosa osatuta eratzen diren moduluak gaixo
aktiboetan daudenak baino aldakorragoak izatea.

1. irudia. Genoma osoko koadierazpen moduluak gliadinaren aurkako erantzun A) akutuan eta B)
kronikoan. Esperimentu bakoitzean, erdiko irudian egoera basaleko (glutenarekin -G*- edo
gluten gabe -G™-) koadierazpen moduluak erakusten dira. Kolore bakoitzak modulu bat
adierazten du eta izartxoak modulutan taldekatzen ez diren geneei dagozkie. Ezkerrean G’
egoeran glutena gehitzen denean moduluetatik ihes egiten duten geneak eta hauek egoera berrian
sortzen dituzten moduluak adierazten dira (G = G trantsizioa). Eskuinean G* = G’
trantsizioko ondorioak.

Modulu Basalak

G =G G 4= G*
koadierazpen koadierazpen Gluten (-) Gluten (+) koadierazpen koadierazpen
galera berriak berriak galera

=

erantzun akutua

S—

erantzun kronikoa

3.2 Erregulatzaile hautagaien identifikazioa

Modulu bakoitzeko KDGekin miRNA eta transkripzio faktoreen aberaste-analisia burutu da
koadierazpen aldaketen atzean egon daitezkeen elementu erregulatzaileak identifikatzeko.
Aberaste-analisiak 9 miRNA eta 3 TF identifikatu ditu esperimentu akutuan, eta 37 miRNA eta
8 TF esperimentu kronikoan (P < 0.05). Identifikatutako zenbait erregulatzaile balioztapen
esperimentalerako hautatu dira; batzuk aurretik inflamazio prozesuekin erlazionatutakoak, IRF1
(Guo et al., 2010) eta CREB1 (Wen et al., 2010) kasu. Beste batzuk eritasun zeliakoarekin
erlazionatutako bidezidorrekin asoziatu dira: Toll-like hartzaileen bidezidorrarekin hsa-miR-92a
(Lai et al., 2013) eta hsa-let-7b-3p (Teng et al., 2013); NFkB bidezidorrarekin hsa-miR-33a
(Kuo et al., 2013), hsa-miR-503 (Zhou et al., 2013), hsa-miR-18a-3p (Trenkmann et al., 2013),
hsa-miR-26b (Zhao et al., 2014), hsa-miR-520e (Zhang et al., 2012) eta NFKB1 (Fernandez-
Jimenez et al., 2014); lotura hertsiekin ELK1 (Al-Sadi et al., 2013); eta beste batzuk
gaixotasunarekin asoziatutako geneekin, hsa-miR-655 (Kitamura et al., 2014) eta hsa-miR-520b
(Yadav et al., 2008) esaterako. HOXAS transkripzio faktorearen ituen aberaste nabarmena ere
ikusi da bai esperimentu akutuko zein kronikoko zenbait modulutan.
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3.2 Adierazpen aldaketak TF eta miRNA hautagaietan

Aukeratutako 9 miRNA hautagaien forma heldugabearen (pri-miRNA) adierazpena neurtu da
gaixo aktibo eta kontrolen duodenoko biopsietan. Zazpi pri-miRNA (hsa-mir-33, hsa-mir-363,
hsa-let-7b, hsa-mir-655, hsa-mir-26b, hsa-mir-520b eta hsa-mir-520e) modu esanguratsuan (P <
0.05) gutxiago adierazten dira gaixoetan, kontrolekin konparatuta.

Zenbait miRNA eritasun zeliakoarekin aurretik erlazionatu badira ere (Capuano et al., 2011),
lan honetan identifikatutako miRNA-k ez daude horien artean.

Bestetik, transkripzio faktore hautagaien adierazpen analisiak IRF1, ELK1, NFKB1 eta
CREB1 gaixotasunean gain-adierazita (P < 0.05) daudela erakutsi du. Aurreko zenbait lanek
IRF1 eta NFKB1 gaixotasunean asaldatuta daudela ikusi dute (Lahdenperd et al., 2011,
Fernandez-Jimenez et al., 2014), baina oraingoa da gaixotasunean CREB1-en gain-adierazpena
identifikatu den lehen aldia. Bestetik, ELK1 garrantzitsua da hesteko irazkortasunaren
emendatzean, gaixotasunean bereizgarria den ezaugarria (Jauregi-Miguel et al., 2014).

3.4 TF kandidatuak C2BBel lerro zelularrean

Transkripzio faktore aktibo batek eragin biologikoa izateko zelularen nukleoan sartu behar
denez, adierazpen aldaketa erakutsi duten 4 TFen nukleorako translokazioa aztertu dugu
gliadinarekin eta gliadina gabe tratatutako C2BBel lerro zelularrean. Gliadinarekin tratatutako
zeluletako nukleoan, IRF1 eta CREB1 proteinen emendioa ikusi dugu (2. irudia), TF hauen
aktibazioan gliadinaren inplikazioa iradokiz, baita eredu ez zeliakoetan ere.

2. irudia. IRF1 eta CREBLI transkripzio faktoreen translokazioa gliadinarekin/gabe kitzikatutako C2BBel
zeluletan. A) TF-en translokazioa neurtzeko hiru Western blot esperimentu independente egin dira. B)
Banden intentsitatea kuantifikatu eta HDACL1 kontrolarekiko normalizatu dira, bataz bestekoa + SEM.

A} Zitoplasma  Nukleoa B)
s £ 05
E ﬁ . p=10.0357
Q 0 @& o 0.4
HDAC1 | = . | 72KDa %Us- =
=
CREB1 W W | —42kDa £ 02
L]
a-tubulin — — — 55 kDa 0.1
0.0 .
@ Gliadina
Zitoplasma  Mukleoa
10+
g g |_B=0.0872
=] k= 84
= &
[~ BT [ ‘E g .
HDACT | it i e M | — 72KDa 2 -
L .q__
&
IRF1 o |— 55kDa , 1
a-tubulin | ——— — 85 kDa 0 .
@ Gliadina

4. Ondorioak
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Laburbilduz, mota honetako ikerketak gaixotasunetan garrantzitsuak diren elementu
erregulatzaileak identifikatzeko erabilgarriak izan daitezkeela erakutsi dugu. Aztertutako
hautagai gehienek adierazpen aldaketak dituzte gaixoen ehun ituan, eta horietako bik aktibazioa
erakutsi dute gliadinarekin tratatutako C2BBel zeluletan (EZaren eredutzat aurretiaz erabilitako
heste-zelulak). Esperimentu bioinformatikoen eta modu librean eskura daitezkeen genoma
osoko datuen erabilgarritasuna azpimarratu nahiko genuke mekanismo berriak eta kandidatu
terapeutikoak identifikatzeko orduan.

5. Etorkizunerako planteatzen den norabidea

Identifikatutako elementu erregulatzaile guztietatik 9 miRNA eta 5 transkripzio faktore
balioztatu dira esperimentalki. Etorkizunean elementu erregulatzaile gehiagoren balioztapenak
egin nahi ditugu. Beste erregulazio mekanismo batzuk ere aztertu nahi ditugu, RNA luze ez-
kodetzaileak (long non-coding RNA edo IncRNA) eta kromatinaren egoera kasu.
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