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RNA luze ez kodetzaileak hesteetako hanturazko gaixotasunean
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Laburpena

Zitokinek eragindako hantura kronikoak gaixotasun konplexu desberdinak garatzeko arriskua
areagotzen du, hala nola, hesteetako hanturazko gaixotasuna. Azken urtetako ikerketek hantura geneetan
dauden aldaerek m°A metilazioan duten parte-hartzea nabarmendu dute. Gainera, RNA luze ez
kodetzaileek hanturazko gaixotasunen patogenian parte hartzen dute eta RNA metilazioak haien
funtzioan eragin dezake. Hemen hesteetako hanturazko gaixotasunaren garapenean parte hartzen duen
LOC339803 RNA luze ez kodetzailearen azterketa funtzionala deskribatzen dugu. Orokorrean, gure
emaitzek LOC339803 hesteetako hanturaren bitartekari garrantzitsu gisa aurkezten dute eta RNA luze
ez kodetzaile hau hesteetako hanturazko gaixotasuna tratatzeko balizko itu terapeutiko berri gisa
aurkezten dugu.
Hitz gakoak: IncRNA, SNP, m°A, hantura, HHG, RNA terapiak

Abstract

Cytokine mediated sustained inflammation increases the risk to develop different complex chronic
inflammatory diseases, such as inflammatory bowel disease. Recent studies highlighted the involvement
of inflammation associated gene variants in m°A methylation. Moreover, long noncoding RNAs
participate in the pathogenesis of inflammatory disorders and their function can be influenced by
differential methylation. Here we describe the functional implication of LOC339803 long noncoding
RNA in the development of inflammatory bowel disease. Overall, our results support LOC339803 as an
important mediator of intestinal inflammation and we present this long noncoding RNA as a potential
novel therapeutic target for the treatment of inflammatory bowel disease.

Keywords: IncRNA, SNP, mlA, inflammation, IBD, RNA therapies
1. Sarrera eta motibazioa

Gaur egun, digestio-aparatuari lotutako hainbat hanturazko gaixotasun kroniko ezagunak dira eta
hesteetako hanturazko gaixotasuna (HHG) da ohikoenetako bat (Camilleri et al., 2012). Eritasun
honek bi gaitz hartzen ditu barnean: ultzeradun kolitisa (UK) eta Crohn gaitza (CG). HHGn,
ingurumen-eragileen aurrean (infekzio birikoak, mikrobiotaren disbiosia, agente dietetikoak,
etab.) zitokinen erantzun okerrak hantura kronikoa eta ehun osasuntsuen suntsitzea dakar. Hantura
iraunkorrak sabeleko mina eta beherakoa eragiten ditu eta hesteetako baita hesteaz kanpoko
konplikazio larriak ekar ditzake (Pascual et al., 2014; Rogler et al., 2021). Are gehiago, HHG duten
pertsonek minbizia garatzeko arrisku handiagoa dute, batez ere koloneko minbizia (Axelrad et al.,
2016; Muthusami et al.,, 2021; Shah eta Itzkowitz, 2022). HGG tratatzeko hainbat estrategia
terapeutiko erabiltzen badira ere, botika mota desberdinak, kirurgia eta bizimodu aldaketak barne,
ez dago gaixotasun honentzat sendabiderik. Hortaz, nabarmena da tratamendu eraginkor eta
espezifikoagoen beharra dagoela (Cai et al., 2021).

Ingurumen-eragileez gain, faktore genetikoek ere gaixotasun hauen garapenean zeresan handia

dutela identifikatu da. Genome Wide Association Studies (GWAS) eta Immunochip ikerketek
patologia hauek garatzeko arriskua areagotzen dituzten eremuak identifikatzen lagundu dute. Hala
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ere, aldaera hauek zein mekanismo biologikotan eragiten duten deskribatzeko lanak mugatua
izaten jarraitzen du. Batez ere, asoziatutako aldaera hauek gehienbat eskualde genomiko ez
kodetzaileetan kokatzen direlako (Jonkers eta Wijmenga, 2017; Ricafio-Ponce et al., 2016). Azken
hamarkadan, RNA sekuentziatzeko tekniken aurrerapenek RNA ez kodetzaile berriak
identifikatzen lagundu dute, eta kopuru handi bat RNA luze ez kodetzaile (long noncoding RNA
edo IncRNA) familiari dagokio (Castellanos-Rubio eta Bilbao, 2018; Mowel et al., 2018). LncRNAk
200 nukleotido baino luzeagoak diren RNA molekulak dira, proteinak kodetzeko potentzialik ez
dutenak. Hala ere, funtsezko prozesu zelularretan parte hartzen dute mekanismo desberdinen
bidez; DNA, proteina eta beste RNA molekulei lotzeko gai baitira (1.Irudia). Gainera, IncRNAak
kanpo estimuluei erantzuteko gai dira modu azkar eta zelula-mota espezifiko batean (Castellanos-
Rubio eta Ghosh, 2019; Mowel et al., 2018; Robinson et al., 2020).

1. irudia. LncRNAek beste geneak modu desberdinetan erregulatu ditzakete, transkripzioan edo transkripzio
osteko aldaketetan parte hartuz. A) LncRNA-DNA elkarrekintzak. LncRNAk kromatinara lotu daitezke bere
egitura aldatzeko edo lokus espezifikoetan elementu erregulatzaileak erakarriz geneen adierazpena
erregulatzeko. B) LncRNA-proteina elkarrekintzak. LncRNAk proteina konplexuen eraketa erraztu edo proteina-
proteinen arteko elkarrekintzak eten ditzakete nukleoan zein zitoplasman. C) LncRNA-RNA elkarrekintzak.
LncRNAak mRNAen metabolismoaren hainbat alderdi erregulatzeko gai dira, moztitsasketa, egonkortasuna edo
itzulpena.

A. 1ncRNA-DNA elkarrekintza
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Interesgarria da hanturarekin lotutako nukleotido bakarreko polimorfismo (Single Nucleotide
Polymorphism edo SNP) ugari IncRNA molekuletan kokatzen direla. Jakina da aldaera hauek
IncRNA molekulen funtzioan modu desberdinetan eragin dezaketela; adibidez, adierazpen maila
erregulatuz (2.A Irudia), IncRNA molekularen isoforma desberdinak bultzatuz (2.B Irudia) edota
RNA molekularen egitura sekundarioa aldatuz (2.C Irudia) (Castellanos-Rubio eta Ghosh, 2019).
Beste lan batzuek ere nabarmendu dute hanturarekin asoziatutako SNPek N°-metiladenosina
(m®A) RNA aldaketan eragina izan dezaketela (Olazagoitia-Garmendia et al., 2021; Zhang et al.,
2020), metilazio mailan eraginez (2.D Irudia). m®A metilazioa mRNA eta RNA ez kodetzaileetan
dagoen aldaketa kimiko ugariena da eta RNA molekulen metabolismoaren hainbat alderditan
parte hartzen du, prozesu zelular askotan zeregin erabakigarria betetzen duelarik (Shulman eta
Stern-Ginossar, 2020; Wang et al., 2017; Wei et al., 2017; Winkler et al., 2019). Hala ere, gutxi dakigu
m°A aldaketen ezaugarri genetikoei eta hauek gaixotasunetan duten zereginari buruz.
Hanturarekin lotutako SNPen % 85 baino gehiago kodetzen ez diren eskualdeetan kokatuta daude
eta hauen funtzioak ebaluatzeko zailak dira. Horregatik, ikuspegi berriak behar dira SNP ez
kodetzaileen funtzio biologikoak argitzeko eta horrela gaixotasun konplexuen patogenesia hobeto
ulertzeko.
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2. irudia. SNP batek IncRNA molekulen erregulazioan eta funtzioan izan ditzakeen ondorioak. Izar moreek
SNPak adierazten dituzte. (A) SNP bat IncRNA baten sustatzaile-eskualdean badago IncRNA molekularen
transkripzio maila alda dezake, transkripzio-faktoreen lotura-guneak edo kromatinaren irisgarritasuna aldatuz.
(B) LncRNA bateko SNP introniko batek IncRNA molekularen moztitsasketan eragin dezake, eta ondorioz,
isoforma desberdinak era daitezke. (C) LncRNA baten sekuentzia exonikoan dagoen SNP batek bere egitura
sekundarioa alda dezake. (D) m®A motibo baten gertu dagoen SNP batek metilazio maila baldintzatu dezake,
IncRNA molekularen egitura sekundarioan edota metilasa proteinen loturan eraginez.

A. 1ncRNA transkripzio B. lncRNA isoforma desberdinak
maila desberdinak
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2. Arloko egoera eta ikerketaren helburuak

HHGn kanpo eragileen aurrean zelula immuneak zein epitelialak aktibatu egiten dira eta zitokina
eta hantura bitartekariak askatzen dituzte (Pascual et al., 2014; Rogler et al., 2021), baina prozesu
hauetan parte hartzen duten mekanismoak ez dira guztiz ezagunak oraindik. Azken urteetako lan
batzuek zenbait IncRNA HHGren patogenesiarekin lotu dituzte (Aklncllar et al., 2021; Elamir et al.,
2022; Yarani et al., 2018) eta m®A metilazioak HHGren garapenean ere parte hartu dezakeela
iradoki dute (Lu et al., 2020; Sebastian-Delacruz et al., 2020; Zhang et al., 2022). Horregatik,
hanturarekin lotutako SNPek IncRNA molekulen funtzioan duten papera deszifratzeak gaixotasun
konplexu honen patogenia ulertzen lagun dezake. Gainera, aldaera hauen karakterizazio
funtzionalaren azterketak m°A metilazio-datuak integratuz landuz gero, gaixotasunari lotutako
SNP espezifikoen efektu erregulatzaile berriak identifikatzea ekar dezake, eta hain beharrezkoak
diren ikuspegi terapeutiko berrien garapenari ateak ireki.

Lan honetan LOC339803 IncRNA aztertu dugu, orain arte funtzio ezezaguna duena eta 2.
kromosomako beso laburreko Immunochip eskualdean (2p15) kokatua dagoena. Eskualde hau
hainbat hantura-gaitzekin lotuta dago, HHG barne. rs11498 SNPa m°A motibo baten ondoan dago
LOC339803ren exoi batean. Hortaz, IncRNA hau hautagai interesgarria da IncRNA molekulen
funtzioan m°A metilazio diferentzialak duen eragina aztertzeko hesteetako hantura testuinguruan.
Horretarako, HCT-15 hesteetako lerro zelularra erabili dugu, SNP honentzat heterozigotoa dena,
eta beraz, genotipoaren menpeko m°A metilazio aldaketak aztertzeko aukera ematen duena.
Gainera, HHG gaixo eta kontrolen hesteetako biopsiak ere aztertu ditugu geneen adierazpena
analizatu eta zelula lerroetan lortutako emaitzak giza laginetan baieztatzeko.

3. Ikerketaren muina

3.1 rs11498 SNParen genotipoak LOC339803 IncRNA molekularen metilazio maila eta hantura
funtzioa baldintzatzen ditu
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HHGri lotutako 2p15 Immunochip eskualdearen barruan rs11498 SNPa dago. Bertan aurkitzen da
LOC339803 (AC016747.3 izenez ere ezaguna) IncRNA eta eskualde hau hantura-gaitz desberdinei
asoziatuta dago, besteak beste, esklerosi anizkoitza (EA), psoriasia (PSO), artritis erreumatoidea (AE)
eta HHG, Crohn gaitza eta ultzeradun kolitisa (CG eta UK hurrenez hurren) (3.A Irudia). Zehazki,
LOC339803 IncRNA molekularen exoi batean kokatzen da rs11498 SNPa, m°A motibo batetik gertu
(GGACT) (3.B Irudia). RNA  sekuentzian oinarriturik eta SRAMP  “Sequence-
based RNA Adenosine Methylation site Predictor” m®A guneen iragarlea erabiliz (Zhou et al., 2016),
SNParen ondoan dagoen m°A motiboak metilatua izateko probabilitate handia duela ikusi genuen.
Gainera, RNA egitura sekundarioa SNParen genotipoaren arabera aldatzen dela aurreikusten du, G
aleloak egitura irisgarriagoa erakusten duelarik (3.C Irudia). Hortaz, G aleloa duen IncRNA molekulak
metilatua izateko aukera handiagoa izan dezake. Iragarpen hauek baieztatzeko, HCT-15 hesteetako lerro
zelularra erabili genuen, rs11498 SNParentzat heterozigotoa denez (AG genotipoa), metilazio maila
alelo-espezifikoa kuantifikatzeko aukera ematen duelako zelula lagin berdinetik abiatuta. m®Aren
aurkako antigorputza edo kontrol negatibo bezala IgG antigorputza erabiliz, HCT-15 lerro zelularretik
erauzitako RN Aren immunoprezipitazioa burutu genuen; ondorioz, gure lagina metilatuak dauden RNA
molekuletan aberastea lortzen da. Gero, RT-qPCR bidez kuantifikazio alelo-espezifikoa egin genuen,
eta hala, baieztatu genuen G aleloa, egitura sekundario irisgarriagoa duena (1.C Irudia), metilatua
dagoela (3.D irudia).

3. irudia. (A) Inmunobase datu-basearen arabera (https://genetics.opentargets.org/immunobase) LOC339803ren
(AC016747.3) asoziazioa hantura gaixotasun desberdinetara. Eritasun zeliakoa (EZ), Crohn gaitza (CG),
esklerosi anizkoitza (EA), psoriasia (PSO), artritis erreumatoidea (AE), ultzeradun kolitisa (UK). (B)
BioRenderrekin sortutako LOC339803ren kokapen kromosomikoaren irudikapen grafikoa. rs11498 Immunochip
SNPa eta ondoan dagoen GGACT m°A motiboa zoom bidez handituta. (C) SRAMP online programa erabiliz
eskuratutako LOC339803ren irudikapen alelo espezifikoa. SNParen ondoan dagoen m®A motiboa horiz
markatuta. (D) LOC339803ren m®A metilazio maila alelo espezifikoa RNA immunoprezipitazioaren bidez
(methylated RNA immunoprecipitation edo meRIP) HCT-15 zeluletan. Datuak batez bestekoak +
batezbestekoaren errore estandarra (BEE) dira (n=4 esperimentu independente). p-balioa bi norabideko ANOVA
probaren bidez. +p<0,1; IgG kontrolarekiko aberastea ee=ez esangarria, #p<0,01.
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LncRNA molekulek sarritan inguruko geneen transkripzioa erregulatzen dute. Hori dela eta,
LOC339803 inguruan kokatutako eta hesteetako hanturarekin lotutako geneen adierazpena (REL,
PUSI10, AHSA2 eta COMMD]I) aztertu genuen IncRNA molekularen gainadierazpenaren ondoren.
Aztertutako geneen artean, LOC339803ren gainadierazpenak COMMDIen adierazpena esangarriki
gutxitzea dakarrela baieztatu genuen (4.A Irudia). COMMD]Ien errepresioa NF«kB aktibazioarekin
erlazionatuta dago (Maine eta Burstein, 2007), eta ondorioz, hesteetako hanturazko gaixotasunen
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garapenarekin (Fernandez-Jimenez et al., 2014; Liu et al., 2017). NFkBk /L/B hanturazko zitokina
induzitzen du eta HHGren funtsezko eragilea da. Hori dela eta, LOC339803 bidezko COMMD]1
erregulazioak hantura eragiten duen ala ez argitzeko, /L/Bren adierazpena aztertu genuen eszenatoki
honetan. LOC339803ren gainadierazpenak /L 1 Bren adierazpena areagotzen duela baieztatu genuen (4.B
Irudia). Aldi berean, COMMDI gainadieraztean (NFxB bidezko hantura inhibitzeko), /LIBren
isilaraztea ikusi genuen (4.B Irudia). Emaitza hauek baieztatzen dute LOC339803ren indukzioak /L1B
hantura zitokina emendatzen duela, eta gainera, COMMD]Ien errepresioaren bidez gertatzen dela
erregulazio hau.

Bestalde, arrisku aleloaren aurrean (LOC G) COMMD Ien adierazpen maila jaitsiera nabarmenagoa izan
zen (4.A Irudia), eta ondorioz, /L/Bren adierazpena esangarriki handiagoa (4.B Irudia). Emaitza hauek
erakusten dute arrisku aleloaren (LOC G) metilazio maila altuagoek nolabait COMMD] isilaraztea
errazten duela, eta azkenean, /L /B hantura zitokinaren adierazpena are gehiago handitzea dakar.

4. irudia. (A) COMMDI RNA adierazpen maila erlatiboa RT-qPCR bidez kuantifikatuta LOC339803ren bi
gainadierazpen plasmidoekin (LOC A eta LOC G) transfektatutako zeluletan. Datuak batez bestekoak + BEE
dira (n=6 esperimentu independente). p-balioak bi isatseko Student t-testaren bidez. (B) /LB zitokinaren RNA
adierazpen maila erlatiboa RT-qPCR bidez kuantifikatuta LOC339803 bi forma (LOC A eta LOC G) eta
COMMDI (LOC A + COMMDI1 eta LOC G + COMMD1) gainadierazpen plasmidoekin transfektatutako
zeluletan. Datuak batez bestekoak + BEE dira (n=3 esperimentu independente). p balioak norabide bakarreko
ANOVA probaren bidez. ee=ez esangarria, *p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001.
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3.2 LOC339803 adierazpen maila eta ur-beherako hantura geneak aldaratuak daude HHG
gaixoetan

In vitro lortutako emaitzek adierazten zuten LOC339803ek HHGren patogenesian inplikazioa izan
dezakeela. Horregatik, emaitza hauek giza pazienteen laginak erabiliz baieztatu nahi izan genituen.
Horretarako, kontrolen eta pazienteen hesteetako biopsiak aztertu ziren HHGren bi azpimotak erabiliz
(ultzeradun kolitisa eta Crohn gaitza).

Aurreko emaitzekin bat etorriz, HHG pazienteek LOC339803 adierazpen maila areagotua eta COMMD1
adierazpen maila murriztua dituzte (5.A, B Irudia). Gainera, HHG pazienteek /L / B adierazpena altuagoa
dutela baieztatu genuen (5.C Irudia), hesteetako hantura areagotuaren seinale gisa. Horrez gain, ikusi
genuen LOC339803ren arrisku aleloa duten pertsonek (GG homozigoto edota AG heterozigoto
genotipoak) hesteetan /L/B maila nabarmen altuagoak dituztela (5.D Irudia), LOC339803k HHGn
agertzen den hantura kronikoan duen inplikazioa berretsiz. Orora, HHG pazienteetan ditugun emaitzek
baieztatzen dute gizabanako horietan dagoen hantura handitzea, neurri batean behintzat, LOC339803k
eragindako /L /B mailen ondorio dela.

Azkenik, jakina da hantura kronikoak beste gaixotasunak garatzeko arriskua areagotzen duela, HHG
pazienteetan hesteetako minbizia kasu. GEPIA “Gene Expression Profiling Interactive Analysis” web
orriko (Tang et al., 2017) datuen azterketak LOC339803 maila altuak dituzten pertsonek batezbesteko
biziraupen txikiagoa dutela erakusten dute hesteetako zenbait minbizitan (4.E Irudia). Era berean,
COMMDI maila baxuek ere gizabanako horien biziraupen orokorra murrizten dute (4.E Irudia). Giza
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laginetako emaitza hauek erakusten dute LOC339803ren adierazpen maila altuak sortutako hanturak
hesteetako minbizi bortitzagoak eragitea bultzatu dezakeela. Hortaz, LOC339803k eragindako hantura-
bidearen erregulazio kontrolatua izatearen garrantzia azpimarratzen dute HHG pairatzen duten gaixoen
hanturaren aurka babesteko.

5. irudia. (A) LOC339803, (B) COMMD] eta (C) IL1B geneen RNA adierazpen erlatiboa RT-qPCR bidez
kuantifikatuta kontrol (Ktrl) eta HHG pazienteetan: ultzeradun kolitisa (UK) eta Crohn gaitza (CG). (D) ILIB
RNA adierazpen erlatiboa rs11498 SNParen genotipoaren arabera (eQTL), hesteetako laginetan babes aleloa
(AA) eta arrisku aleloa (AG+GG) duten gizabanakoak alderatuz. Datuak batez bestekoak + BEE (n>5) dira. p-
balio guztiak Mann-Whitney testaren bidez. *p<0,05, **p<0,01. (E) GEPIA web orritik eratorritako
batezbesteko biziraupen grafikoak LOC339803 (ezkerrean) edo COMMD] (eskubian) mailen arabera hesteetako
minbizi desberdinetan (COAD=Koloneko adenokartzinoma; ESCA=Esofagoko kartzinoma; READ=0ndesteko
adenokartzinoma; STAD = Urdaileko adenokartzinoma).
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4. Ondorioak

Ikerketa honetan, IncRNA batean dagoen SNParen genotipoak m°A metilazio mailak
baldintzatzen dituela baieztatu dugu. Gainera, deskribatu dugu nola COMMD Ien erregulazioaren
bitartez LOC339803k IL1B hantura zitokina gakoaren adierazpena erregulatzeko gaitasuna duen.
Horrez gain, HHG duten pazienteetan LOC339803 adierazpen mailak aldaratuta daudela baieztatu
dugu. Azkenik ikusi dugu rs11498 SNParen genotipoak /LB zitokinaren adierazpen-mailetan
eragiten duela; eta hortaz, arrisku aleloa duten pertsonek hantura kronikoa garatzeko arriskua
handiagoa da.

Orokorrean, gure emaitzek erakusten dute m°A metilazioa duen LOC339803 IncRNAk ILIB
zitokina areagotzen duela eta hanturarekin lotutako SNP baten ezaugarri funtzionala aurkezten
dugu. Orohar, HHGren garapenean duen inplikazioa azaldu dugu eta esku-hartze terapeutiko
berriei atea irekitzeko bide berri bat aurkezten dugu.

5. Etorkizunerako planteatzen den norabidea

Azkenaldian, RNA molekuletan oinarritutako terapiekiko interesa areagotzen ari da, batez ere
RNA txikietan eta mRNA txertoetan oinarritutakoak. LncRNA molekulen ugaritasuna eta giza
gaixotasunetan duten inplikazioa kontuan hartuta, IncRNAak itu terapeutiko interesgarriak dira.
Haien adierazpen-profil baxuak eta ehunen espezifikotasunak erakargarriak egiten dituzte, dosi
baxuak beharko bait lirateke gaixotasunak tratatzeko (Mercer et al., 2022). Ikerketa honek
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LOC339803 HHGrako itu terapeutiko gisa aurkezten du, izan ere, LOC339803ren isilarazpenak
hanturazko erantzuna murrizten lagundu lezake. Hori dela eta, IncRNA molekularen funtzioa
hausten duten molekula txikiak edo haien adierazpena murrizten duten oligonukleotidoak
(antisense oligonucleotide edo ASO) erabiltzea estrategia onak dirudite IncRNA molekulei
bideratutako terapietarako. Dagoeneko martxan dauden IncRNA terapietan oinarritutako entsegu
kliniko ezberdinek gure emaitzak indartzen dituzte HHGren tratamendurako hain beharrezkoak
diren terapia alternatiboak garatzeko abiapuntu gisa. Gainera, m°A aldaketei zuzendutako beste
terapia interesgarriak ere HHGren tratamendurako hautagai egokiak izan litezke, m°Ari
zuzendutako sendagai asko dagoeneko probatzen ari baitira (Deng et al., 2022).
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