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Laburpena: Endokannabinoide-sistema (EKS) zelulen arteko komunikazio-sis-
tema fisiologiko neuromodulatzaile garrantzitsuenetako bat da, eta helduaroan bera-
ren funtzio ezagunena neurotransmisoreen doikuntza da. Azken urteotako ikerketek, 
aldiz, funtzio garrantzitsu horrez gain, garapen-prozesuetan ere parte-hartze handia 
duela erakutsi dute. Izan ere, zenbait artikuluk burmuinaren arauzko enbrioi-garape-
nerako EKSren beharra agerian utzi dute. Enbrioi-aroko ikerketek muga metodolo-
giko handiak dituzte, eta orain arteko ikerketa gehienak hazkuntza zelularretan egin 
dira. Halere, burmuineko garuntxoaren kortexean, EKSren adierazpena handia da, eta 
jaio osteko garapen-prozesu guztiak biltzen ditu: pikor-zelulen morfogenesia, hain zu-
zen ere. Lan honetan, ultraegitura mailan, EKSren zenbait osagairen kokapena aztertu 
da; pikor-neuronen garapenaren faseetan baita helduaroan ere. CB1 kannabinoideen 
hartzailea, eta 2-arakidonil-glizerol (2-AG) endokannabinoidea sintetizatzen eta de-
gradatzen dituzten entzimak —diazilglizerol lipasa (DAGL-α) eta monoazilglizerol 
lipasa (MAGL), hurrenez hurren— batera ageri dira hazkuntza- eta migrazio-proze-
suetan dauden zuntz paraleloen axoietan jaio osteko garapen goiztiarrean. Konkretuki, 
CB1 eta DAGL-α zuntz paraleloen mintzean kokatzen dira, eta MAGL, mintzean ez 
ezik, zitoplasman ere adierazten da. Jaio osteko 12. egunean, zuntz paraleloek Pur-
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kinje neuronen arantza dendritikoekin kontaktu sinaptikoak ezartzen dituztenean, CB1 
eta MAGL zuntz horien bukaera sinaptikoan mantenduko dira. CB1 bukaera sinaptiko 
horien mintzean kokatzen da, eta MAGL, aldiz, mintzaren hurrentasunean ez ezik, zi-
toplasman ere adierazten da. DAGL-α, zuntz paraleloen bukaera sinaptikotik desager-
tuko da, eta alde postsinaptikoan adieraziko da —hots, Purkinje neuronen arantza den-
dritikoetan—. EKSn aztertutako 3 osagai horiek batera ageri dira zuntz paraleloetan 
garapenean zehar, kontaktu sinaptikoak ezarri arte. Horrela, zuntz horiek helduaren 
ezaugarriak lortzen dituztenean, hartzailea eta degradazio-entzima zuntz paraleloen 
bukaera sinaptikoan mantenduko dira. Sintesi-entzima, aldiz, axoi-profil horietatik de-
sagertuko da, eta elementu postsinaptikoan adierazten hasiko da —hots, Purkinje neu-
ronen arantza dendritikoetan—. Modu horretan, aztertutako aldi bakoitzean, EKSko 
osagaien kokapen espezifikoa bistaratu zen. Lortutako emaitzek EKS moldakorra dela 
eta funtzio desberdinetara egoki daitekeela iradokitzen dute, bere jarduna modu des-
berdinetan betez. Testuinguru horretan, garuntxoaren garapenean EKSren osagaien 
kokapen zehatza eta izaera identifikatzea alderdi kritikoa da, haurdun dauden emaku-
meen eta baita nerabeen kalamu-kon tsu moak garunean egitura, funtzio eta portaera 
mailan eragiten dituen aldaketak ulertzeko. Horrez gain, jakintza hori terapeutikoki 
erabil daiteke, endokannabinoideen manipulazioak aplikazio klinikoak izan baititzake 
jaio osteko garapenean eta haurtzaroan gertatzen diren nerbio-sistemako gaixotasunen 
tratamenduan.
Hitz gakoak: endokannabinoide-sistema, burmuinaren garapena, garuntxoa, zuntz pa-
raleloak, mikroskopia elektronikoa.

Abstract: The endocannabinoid system (ECS) is widely distributed throughout the or-
ganism. This system influences brain development and suppresses neurotransmitter re-
lease in the mature brain, thus contributing to brain circuit formation and neural com-
munication. Because of methodological limitations, most investigations focused on the 
study of the embryo development have been carried out in cell culture. In the central 
nervous system, the ECS is highly expressed in the cerebellar cortex where it plays a 
crucial role in the postnatal development of the granule cells. However, little is known 
about how the precise localization of the components of the ECS takes place during the 
early postnatal development, which is needed for the correct wiring of the cerebellar 
circuits. In this study, we used high resolution immunoelectron microscopy to investi-
gate the subcellular localization of the cannabinoid CB1 receptor and the main enzymes 
for the synthesis and degradation of the endocannabinoid 2-arachidonoyl-glycerol 
(2-AG), diacylglycerol lipase (DAGL-α) and monoacylglycerol lipase (MAGL), re-
spectively, in the granule cells during the early postnatal development of the cerebel-
lum. The CB1 receptor, DAGL-α and MAGL were localized at the granule cell axons, 
the parallel fibers, during granule cell migration and axon elongation occurring at early 
postnatal age. Moreover, CB1 receptor and DAGL-α immunoparticles were placed in 
the parallel fiber membranes, while MAGL labeling was at the parallel fiber mem-
branes and cytoplasm. At postnatal day 12, when parallel fibers make already synapses 
with the Purkinje cell dendritic spines, the CB1 receptor exhibited the typical presynap-
tic localization in parallel fiber terminal membranes, and MAGL was close to the 
membrane and in the cytoplasm of the parallel fiber terminals. However, DAGL-α was 
excluded from the parallel fiber terminals but it was expressed at postsynaptic sites. Al-
together, the expression of CB1 receptors, DAGL-α, and MAGL in the granule cell 
parallel fibers starts at early stages of the postnatal development. Later on, the CB1 re-
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ceptors and MAGL remain in the mature parallel fiber synapses, while DAGL-α disap-
pears from them and switches to the postsynaptic dendritic spines of the Purkinje cells. 
These structural changes correlate with the functions in which the ECS is involved dur-
ing postnatal development. Hence, the identification of the specific localization of the 
components of the ECS in the developing cerebellum is crucial for understanding the 
structural, functional and behavioral changes taking place in the brain by cannabis con-
sume. Furthermore, this knowledge could be exploited therapeutically as the ECS ma-
nipulation might have potential clinical applications in the treatment of brain diseases 
caused by abnormal development of the brain.
Keywords: endocannabinoid system, brain development, cerebellum, parallel fibres, 
electron microscopy.

1. SARRERA

1.1. Endokannabinoide-sistema (EKS)
Kannabinoide-sistema landareek eta animaliek daukaten seinalezta-

pen-sistema endogeno konplexu bat da. Δ9-tetrahidrocannabinol (Δ9-THC) 
—Cannabis sativa landaretik eratorritako fitokannabinoidea, alegia— ka-
lamua kontsumitzean azaleratzen diren efektu psikotropikoen erantzule na-
gusietako bat da. Gizakiarengan eta gainerako animaliengan eragina dauka. 
Izan ere, gizakiok berez daukagun sistema endogenoa landareek dauka-
tenaren oso antzekoa da. Animalien kannabinoide-sistemari endokanna-
binoide-sistema (EKS) deritzogu. Neuronek, beste organo eta ehunetako 
zelula ugarik bezala, baldintza fisiologikoetan kannabinoideen hartzaileei 
espezifikoki lotzen zaizkien molekulak, endokannabinoideak (eKB), ekoiz-
ten dituzte. Molekula horiek neuronen mintza osatzen duten fosfolipidoe-
tatik eratorritako lipidoak dira. Horien artean, ezagunenak anandamida 
(AEA) eta 2-arakidonilglizerola (2-AG) dira. EKB horietariko bakoitzak 
bere sintesi- eta degradazio-entzimak ditu. Anandamida N-arakidonil-fos-
fatidiletanolaminaren Fosfolipasa D (NAPE-PLD) entzimak sintetizatzen 
du [1, 2, 3, 4], eta gantz azidoen amido hidrolasa (FAAH) proteinak de-
gradatzen du (sakontzeko: [5, 6, 7]), eta 2-AG, berriz, diazilglizerol li-
pasa (DAGL-α) entzimak sintetizatzen du [8], eta monoazilglizerol lipasa 
(MAGL) entzimak degradatzen [9, 10, 11].

Hartzaile endokannabinoide ezagunenak bi dira: CB1 eta CB2. Bi har-
tzaile horiek, nerbio-sistema zentralean (NSZ), organoetan eta ehun perife-
rikoetan aurkitzen dira, nahiz eta CB1 hartzailea NSZn nabarmen ugariago 
azaltzen den. EKS, beraz, hauek osatzen dute: kannabidoideen hartzaileek, 
haien estekatzaile endogeno diren eKB-ek eta horien sintesi- eta degrada-
zio-entzimek, baita eKB-ak erregulatzen dituzten zelula barneko seinalez-
tapenek ere [12].
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1.2. Neuronen garapen-prozesuak
Neuronek beren berezko morfologia, berariazko ezaugarriak, behin 

betiko kokapena eta funtzioa lortzeko, zenbait garapen-prozesu jasa-
ten dituzte [13, 14, 15, 16, 17]. Neuronak haien aitzindari diren zelule-
tatik sortzen dira. Aitzindari horien berezitasunetariko bat da populazioa 
handitu dezaketela mekanismo zelular eta molekular desberdinen elka-
rrekintzaz zelula kopuru egokia lortu arte [14]. Prozesu horri prolifera-
zio deritzo [14, 18]. Ondoren, eta neurogenesia deritzon prozesuaren bi-
tartez, aitzindari horiek neurona bihurtuko dira [14, 18]. Horretarako, 
neurona mota bakoitzaren ezaugarriak adierazteko behar duten informa-
zio osoa bilduko dute [19]. Neurona mota bakoitzaren ezaugarri horiek, 
lehenik eta behin, beren morfologia gailentzeko darabilte, desberdintza-
pen deritzon prozesuaren bitartez, beren berariazko funtzioa bete dezaten, 
gerora [14, 16, 18]. Neuronen desberdintzapenaren lehen urratsa neuri-
togenesia da; hau da, neuronetan, aurkako polo bi hedatuko dira, zeinek 
axoi bat eta zenbait dendrita emango dituzten [14, 16, 18]. Bai axoiak eta 
bai dendritak hazkuntza-prozesuan sartuko dira [20]. Dendriten adarkadu-
rak haziz eta ugarituz joango dira garapenean zehar, beren itura iritsi arte; 
epealdi horretan, arantza dendritikoak ere ugarituko dira [13, 16]. Axoien 
kasuan, hazkuntza-prozesuan sartuko dira [16, 18, 21]. Hazkuntzarekin ba-
tera migrazio-prozesua hasten da, axoi-muturraren bitartez ingurunea mia-
tuz beren iturantz gidatuak diren bitartean [14, 17, 18, 22, 23]. Neuronek, 
beren funtzioa betetzen hasteko, sinapsia ezarri behar dute; hots, neuronen 
arteko komunikazioa, sinaptogenesia, beharrezkoa da [14, 18, 24]. Sinapsia 
osa dadin, neuronen axoi-muturrek dendritekin edota dendriten arantzekin 
kontaktu fisiko eta kimikoak ezarri behar dituzte [14]. Momentu horretatik 
aurrera prest daude beren funtzioa betetzen hasteko.

1.3. EKS eta garapena
EKSk neurotransmisoreen askatzea doitzeaz gain, nerbio-sistemaren 

garapenean ere funtsezko eginkizuna betetzen du. Parte-hartze hori neuro-
nen garapenaren fase guztietan gertatzen da: proliferazioan [25], neuroge-
nesian [26, 27], desberdintzapenean [17], axoi-hazkuntzan eta gidan [28], 
migrazioan [29] eta sinaptogenesian [18, 30, 31], hain zuzen ere. Garape-
nean zeharreko prozesu horiei buruzko ikerketa guztiak enbrioi-aroan egin 
dira (kasu gehienetan, in vitro ereduetan), eta EKSk garapenean jarduteko 
erabiltzen dituen mekanismo eta prozesuei buruz argibide asko eman di-
tuzte. Izan ere, garapenean parte hartzen duen eKB-rik garrantzitsuena 
2-AG da, eta osagai horrek CB1 hartzailearen bitartez betetzen du bere sei-
naleztapena. Seinaleztapen hori, berriz, neuronen transmisioan arauzkoa 
den atzeranzko mezulariaren izaera kanonikoa izan beharrean (sinapsi os-
teko konpartimentutik sinapsi aurrekora), modu autokrinoan (konparti-
mentu berean) gerta daitekeela ikusi da. Garapenean, beraz, EKSren jar-
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duteko moduak helduengan gertatzen direnetatik zeharo desberdinak izan 
daitezkeela frogatu dute.

In vitro ereduetan, garuntxoaren pikor-zeluletan eta garun-kortexeko 
neuronen hazkuntza zelularretan nagusiki, zelula horien aitzindariek eta ze-
lula desberdinduek CB1 hartzailea eta DAGL-α entzima adierazten dituzte 
eta funtzionalak dira [15, 32, 33, 34]. Zenbait ikerketa neurona aitzinda-
rien proliferazio-garaian egin dira. Fase horretan, DAGL-α entzimak sinte-
tizatzen duen 2-AG-ak seinaleztapen autokrinoaren bitartez eragiten duela 
ikusi da, CB1 hartzailearen gain bere aitzindarien populazioa zuzenean kon-
trolatuz [34, 35]. Hala ere, CB1 hartzaileak neurona aitzindarien desber-
dintzapenean eta fenotipo helduaren gaikuntzan duen eraginaren inguruan 
badago nolabaiteko eztabaida. Ikerketa batzuek eKB-ak desberdintzape-
nean eragin negatiboa duela esaten duten arren [36, 37, 38], beste batzuek 
aurkako eragina duela adierazten dute [21]. Oro har, orain arte burututako 
ikerketetatik, CB1 hartzailearen eKB bidezko aktibazioak zelula aitzinda-
rien proliferazioa, bizi-iraupena eta migrazioa bultzatzen dituela ondoriozta 
daiteke. Aldi berean, atzeratzen du aitzindarien fenotipoa proliferatzailea 
eta migratzaile-konpetitiboa izatetik desberdindutako fenotipo postmitoti-
koa izatera igarotzeko urratsa. Hala ere, tratamenduen iraupenak eta ingu-
runeko hazkuntza-faktoreak ere modula dezakete eragin hori [17].

Horrez gain, zenbait ikerketak adierazi dute polarizazio neuronala eta 
neuritogenesia gertatzen diren bitartean CB1, DAGL-α eta MAGL axoi-
prozesuetan batera garraiatuak direla [26, 39, 40, 41]. Hazkuntza-proze-
suan dauden axoietan, bai garuntxoaren hazkuntza zelularretan bai neurona 
kortikaletan, esaterako, axoiaren mutur mugikorrean CB1 eta DAGL-α 
adierazten dira. Era horretara, DAGL-α-k 2-AG sintetizatuko du CB1 har-
tzaileak autokrinoki aktibatuz, axoien gidaritzaren eta hazkuntzaren mese-
detan [28].

MAGL degradazio-entzima axoiaren segmentu mugiezinean pilatzen 
da, eta beraren kontzentrazioa axoi mugikorrerantz hurbiltzerakoan murriz-
ten da [18]. Axoiaren mutur mugikorretik at kokatzeak mutur horretan CB1 
aktibatzeko 2-AG-ren kontzentrazio maila nahikoa mantentzea ahalbide-
tzen du, modu horretara axoien hazkuntza sustatuz. Beraz, horrek guztiak 
aditzera ematen du EKSk hazten ari diren neuronen morfologia polariza-
tua mantentzen parte-hartze garrantzitsua duela, axoi-prozesu nagusi ba-
karraren luzapena bultzatuz [17]. Izan ere, CB1 hartzailearen inhibizioak, 
neurita nagusien luzera murrizteaz gain [42], adarkadura-puntuak ugaritzen 
ditu [39] migrazio-prozesuaren kaltean [43].

Axoiaren mutur mugikorra bere helmugara heltzear dagoenean eta, be-
raz, sinapsia ezartzekotan dela, MAGL entzima axoi-prozesuaren mutur 
mugikorrean pilatzen hasiko da, 2-AG-ren degradazio-tasa emendatuz eta, 
beraz, CB1 hartzailearenganako seinaleztapena ekidinez. CB1 hartzailearen 
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aktibitatea murrizteak axoiaren hazkuntza mugatzen du, eta, hala, sinap-
togenesia edo sinapsien sorkuntza ahalbidetu [18]. Sinaptogenesia gertatu 
ostean, CB1 hartzailearen maila jaitsiz joango da axoietan, eta D AGLrena 
handituz alde postsinaptikoan [8, 15, 26, 27, 39, 44, 45, 46, 47]. Sinapsia 
gaitzen denean —hau da, helduaren funtzionaltasuna lortzen duenean—, 
CB1 eta MAGL bukaera sinaptikoetan kokatuko dira [7, 9, 40, 48], eta 
DAGL-α, bere aldetik, neuronen alde somatodendritikoan kokatuko da. Era 
horretara, DAGL-α-k 2-AG sintetizatuko du alde postsinaptikoan, eta ho-
rrek era parakrinoan edo atzeranzko norabidean bukaera presinaptikoan ko-
katzen den CB1 aktibatuko du [8] neurotransmisoreen askatzea modulatuz.

1.4. EKS eta garuntxoa
EKSko osagaiek garapenean zehar nola jarduten duten arakatu den 

arren, ez dago ultraegitura mailako EKSko osagaien kokapena in situ edo 
bertatik bertara ikuskatu duen azterketarik. Izan ere, jaio aurreko garape-
nak metodologia-muga handiak dakartza, enbrioi-ehunaren ezaugarriak 
direla-eta, ultraegitura mailako azterketak egiteko. Alabaina, nerbio-siste-
maren garapena ez da enbrioi-epera mugatzen, jaio osteko lehen asteetan 
neuronen garapen-prozesu osoak gertatzen dira burmuinaren zenbait es-
kualdetan. Lehen aipatu dugunez, garuntxoaren kasua dugu horietako bat. 
Ikerketa honetan ezaugarri horretaz baliatu gara, neuronen garapen-prozesu 
guztiak jaio ostean jasaten dituzten garuntxoaren kortexeko pikor-zeluletan 
EKSren osagaiek zer kokapen duten aztertzeko.

Garuntxoa mugimenduen doikuntzaz eta ikasketa motorraz ardura-
tzen den nerbio-sistemako egitura bat da. Beraren garapena enbrioi-fasean 
hasten da, eta jaio osteko 3. astera arte ez da guztiz amaitzen karraskarie-
tan [49]. Garuntxoaren kortexean aldaketa morfologiko garrantzitsuak ger-
tatzen dira epe horretan zehar; horien artean, kortex horretan ugarienak di-
ren zelulen —hots, pikor-zelulen (PZ)—, morfogenesia gauzatzen da, beste 
aldaketa batzuen artean [16].

1.4.1. Garuntxoaren kortexeko pikor-zelulen jaio osteko garapena
PZen aitzindarietatik PZak baino ez dira sortzen [13] (neurogenesia) 

(1. irudia). Sortu berri diren neurona horiek ugaritu egiten dira prolifera-
zioaren bitartez (1. irudiko 1 zenbakia), eta, horrenbestez, kanpoko pikor-
geruza (KPG) sortzen da [13, 16, 49].

Neuronen desberdintzapenaren lehen urratsean, neuritogenesiaren bi-
tartez, hedadurak garatuko dituzte aurkako polo bietan (1. irudiko 2 zen-
bakia), eta, hala, axoi bat eta zenbait dendrita osatuko dituzte (1. irudiko 
3 zenbakia). PZen kasuan, axoi-poloan ezker-eskuin bi luzakin garatuko 
dituzte [13, 16].
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Polarizazioa amaitzean, hedadurak hazkuntza-prozesuan sartuko 
dira [16] (1. irudiko 4 zenbakia). PZen kasuan, bi prozesu horizontale-
kiko elkarzuta den hirugarren prozesu bat sortzen da axoi-poloan [13, 16], 
«T» forma duen egitura bat sortuz. «T» horren prozesu horizontalei zuntz 
paraleloak (ZP) deritze [13, 16] (1. irudiko 7 zenbakia). Axoi-polotik era-
torritako egitura horiek Purkinje neuronen arantza dendritikoekin (grisez) 
kontaktu sinaptikoak ezarriko dituzte [16, 49], eta (1. irudiko 8 zenbakia) 
sinapsi horiek geruza molekularra (GM) osatuko dute [16, 49]. Prozesu 
bertikal hori somaren migrazioari jarraituz luzatuko da [13, 16] (1. iru-
diko 5,6 zenbakiak), sortze-prozesuan dagoen GM zeharkatuz beheranzko 
bidean barneko pikor-geruzaraino (BPG) iritsi arte [13, 16, 49]. BPGra 
heltzeko somek garapenean dauden Purkinje neuronen geruza zeharkatu 
beharko dute. Purkinje neuronak garuntxoaren ardatza dira, eta berek inte-
gratzen dute garuntxora heltzen den informazio guztia.

1. irudia. Arratoiaren garuntxoaren kortexeko pikor-zelulen jaio osteko morfo-
genesia. KPG, kanpoko pikor-geruza; GM, geruza molekularra; BPG, barneko pi-
kor-geruza; P, jaio osteko eguna. De la Torre-Ubieta eta Azad Bonni, 2011tik mol-
datuta.

Aurreko guztia kontuan hartuz, mikroskopia elektronikoko immuno-
zitokimika-teknikez baliatu gara PZen jaio osteko garapen-faseetan zehar 
2-AG-rekin erlazionatutako EKSren osagaiek (CB1 hartzailea, eta DAGL-α 
eta MAGL entzimak) ultraegitura mailan jasan ditzaketen aldaketak azter-
tzeko.

EKAIA 34.indd   129EKAIA 34.indd   129 6/11/18   20:27:536/11/18   20:27:53



130 EKAIA, 34 (2018)

I. Buceta, I. Rico, J. Egaña, S. Achicallende, I. Terradillos, N. Puente, 
L. Reguero, N. Royo, I. Bonilla, A. Medrano, J. Mendizabal, S.M. Gómez, 
A. Ramos, I. Gerrikagoitia, P. Grandes, I. Elezgarai

2. MATERIALAK ETA METODOAK

2.1. Erabilitako animaliak
Adin desberdinetako Sprague Dawley anduiko arratoi albinoak erabili 

genituen: P0, P5, P12, P21 (jaiotegunekoa, 5 egunekoa, 12 egunekoa eta 
21 egunekoa, hurrenez hurren) eta AH (8 asteko arratoi helduak).

Esperimentaziorako animaliak erabiltzeko eta zaintzeko protokoloa 
Euskal Herriko Unibertsitateko Etika eta Animalien Zainketa Batzordeak 
onartua izan zen (CEBA/94/2010/GRANDESMORENO). Ahalegin handia 
egin da erabilitako animalia kopurua murrizteko eta animalien sufrimendua 
saihesteko.

2.2. Anestesia eta perfusioa
Ultraegitura mantentzeko perfusioari ekin aurretik, animaliak anes-

tesiatu genituen injekzio intraperitoneal baten bidez 80/10 mg/kg Keta-
mina/Xilazina sartuz. Aurretik deskribatuta zegoen bezala [50], transkar-
diakoki egin genituen perfusioak; lehenengo, fosfato/gatz-indargetzailea 
(PBS = Phosphate buffered saline) (pH 7,4) pasarazten genuen 20 segun-
doz, eta, ondoren, finkatzaile-disoluzioa 10-15 minutuz, 4ºC-an manten-
duz. Finkatzaile-disoluzioak honako konposatu hauek ditu: % 4 formal-
dehido, % 0,2 azido pikriko ase eta % 0,1 glutaraldehido. Behin ehuna 
finkatuz gero, garezurretik animaliaren garuna atera, eta ehuna, garun-
txoa, bibrotomoan moztu genuen 40 μm-ko ebakinak eginez. Garuntxoaren 
ebaki horiek egiteko, mikroskopia elektronikorako prozedura immunozito-
kimikoa baliatu genuen.

2.3. Erabilitako antigorputzak
Proteinak ikuskatzeko berariazko lehenengo antigorputzak eta horiek 

ezagutzen dituzten 2. antigorputzak erabili genituen. Gure intereseko pro-
teinen kokapen zehatza ikuskatzeko, 2. antigorputzek 1,4 nanometroko urre 
partikula bat atxikia dute markatzaile moduan. Partikula hori oso txikia da, 
antigorputzak ehunean zehar barneratu ahal izateko. Partikularen txikitasun 
horrek ia ezinezkoa egiten du proteinaren kokapena mikroskopioan ikus-
katzea, mikroskopio elektronikoen bereizmen-mugan aurkitzen baita. Hori 
dela eta, zilarrezko emultsio baten bitartez estaltzen da, eta, ondorioz, me-
tal partikula ikusgai bat agertuko da.

EKAIA 34.indd   130EKAIA 34.indd   130 6/11/18   20:27:536/11/18   20:27:53



EKAIA, 34 (2018) 131

Endokannabinoide sistemaren parte-hartzea arratoien 
garuntxoaren jaio osteko garapenean

1. taula. Erabilitako lehenengo eta bigarren antigorputzen laburpena.

Antigorputza Etxe komertziala Anduia Kontzentrazioa /
Diluzioa

CB1 Frontier Science Ahuntza 2 µg/ml
DAGL-α Frontier Science Untxia 2 µg/ml
MAGL Frontier Science Untxia  2 µg/ml

Ahuntzaren aurkako 
Nanogold-a Nanoprobes Untxia 1:100

Untxiaren aurkako 
Nanogold-a Nanoprobes Ahuntza 1:100

EKSren osagaien ultraegitura mailako kokapen zehatza ezagutzeko, 
erabilitako antigorputzak honako hauek izan dira (1. taulan laburbiltzen 
dira):

Lehenengo antigorputzak:

— CB1 (Frontier Science co. Ltd.): saguaren CB1 hartzailearen C-mu-
turreko 31 aminoazido (NM007726) ezagutzen dituen ahuntzean 
ekoitzitako antigorputz poliklonala.

— DAGL-α (Frontier Science co. Ltd.): saguaren DAGL-α entzimaren 
C-muturreko 42 aminoazido (NM198114) ezagutzen dituen untxian 
ekoitzitako antigorputz poliklonala.

— MAGL (Frontier Science co. Ltd.): saguaren MAGL entzimaren 
1-35 aminoazidoak (NM011844) ezagutzen dituen untxian ekoitzi-
tako antigorputz poliklonala.

Bigarren antigorputzak:

— Ahuntzaren aurkako Nanogold-a (Nanoprobes, Inc.): untxian 
ekoitzitako ahuntzaren aurkako IgG-aren Fab’ frakzioari dago-
kio. Fab’ hori 1,4 nm-ko diametroko urre partikula batez markatuta 
dago.

— Untxiaren aurkako Nanogold-a (Nanoprobes, Inc.): ahuntzean 
ekoitzitako untxiaren aurkako IgG-aren Fab’ frakzioari dagokio. 
Fab’ hori 1,4 nm-ko diametrotako urre partikula batez markatuta 
dago.
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3. EMAITZAK

CB1, DAGL-α eta MAGL proteinak identifikatu eta haien kokapen 
zehatza mikroskopia elektroniko mailan aztertu zen, adin desberdinetako 
(P0, P5, P12, P21 eta 8 asteko AH) Sprague Dawley anduiko arratoi albi-
noen garuntxo-xafletan (2.-7. irudiak). Garuntxo-xafla horietan baliatutako 
mikroskopia elektronikorako prozedura immunozitokimikari esker, CB1 
hartzailea eta DAGL-α eta MAGL entzimak dauden leku konkretuetan urre 
partikulak agertuko dira.

2. irudia. CB1 hartzaileak garuntxoaren kortexeko pikor-zeluletan duen ultrae-
gitura mailako kokapena, jaio osteko honako egunetan: P0 (A, A’), P5 (B, B’) eta 
P12 (C, C’). KPGn (A, B, C) migrazioan dauden PZen somak eta hazten ari di-
ren axoi-prozesuak erakusten dira (urdinez). GMn (A’, B’, C’), ZPak adierazten 
dira (urdinez). Profil horietan, urre partikulak mintzean agertzen dira (gezien bidez 
adierazita) CB1 hartzailea identifikatuz. C’ argazkiko karratuan, ZPBSren (arro-
saz) eta Purkinje neuronen arantza dendritikoen (berdez) artean ezarri berritako si-
napsiak erakusten dira, eta CB1 hartzailea, alde presinaptikoan, ZPBSren mintzean 
mantentzen da behin betiko (geziak). KPG, kanpoko pikor-geruza; GM, geruza 
molekularra; P, jaio osteko eguna; Som, soma; ZPBS, zuntz paraleloen bukaera si-
naptikoa; Aran, arantza. Eskala-barrak: 0,25 μm.
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Lortutako emaitzen arabera, aztertutako 3 proteinak KPGn eta GMn 
adierazten dira, eta haien kokapena eskualdearen eta adinaren arabera aldatuz 
doa. KPGren kasuan, CB1 hartzailea zein entzimak geruza osoan ageri dira 
(2., 4., 6. irudietako A, B, C irudiak). Aurreko atalean azaldu dugunez, ge-
ruza horretan proliferazioan dauden PZak azaleko aldean kokatzen dira, eta 
garatu ahala (proliferazioan, desberdintzapenean, axoi-hazkuntzan eta nabi-
gazioan) beherantz bideratzen dira. CB1 hartzailea (2. irudiko A-C), zehazki, 
axoi-prozesuen mintzean adierazten da. DAGL-α entzima (4. irudiko A-C) 
prozesuen zitoplasman mintz zitoplasmatikoaren hurrentasunean kokatzen 
da; hau da, CB1 hartzailearen kokapenetik hurbil. MAGL entzima (6. irudiko 
A-C), bestalde, DAGL-α-ren antzeko kokapena izateaz gain, mintz zitoplas-
matikotik aldentzen diren zitoplasma-eskualdeetan ere adierazten da.

3. irudia. CB1 hartzaileak garuntxoaren kortexeko pikor-zeluletan ultraegitura 
mailan duen kokapena jaio osteko 21. egunean (A, B) eta animalia helduan (AH) 
(A’, B’). A eta A’ irudietan GMn ZPen axoiak erakusten dira (urdinez). Adin ho-
rietan, axoiek oso urre partikula gutxi adierazten dute (gezien bidez adierazita), eta 
murrizketa hori nabariagoa da AHn. B eta B’ irudietan, CB1 hartzailearen behin 
betiko kokapena erakusten da (gezien bidez adierazita) ZPBSren mintzean (arro-
saz). GM, geruza molekularra; P, jaio osteko eguna; AH, animalia heldua; ax, 
axoiak; ZPBS, zuntz paraleloen bukaera sinaptikoa; Aran, arantza. Eskala-barrak: 
0,25 μm.
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4. irudia. DAGL-α entzimaren ultraegitura mailako kokapen immunozitoki-
mikoa garuntxoaren kortexeko pikor-zelulen axoi-konpartimentu desberdinetan 
P0 (A, A’), P5 (B, B’) eta P12 (C, C’, D) jaio osteko egunetan. A, B, C irudietan, 
KPGko bereizgarriak diren PZen axoi-prozesuak erakusten dira (urdinez) mor-
fogenesia jasaten duten bitartean. Axoi-prozesu horiek urre partikulak adieraz-
ten dituzte mintzaren hurrentasunean, DAGL-α entzima identifikatuz (geziak). 
A’, B’, C’ irudietan, GM erakusten da, ZPen axoiez beteta (urdinez). Profil horie-
tan, urre partikulak mintzaren hurrentasunean agertzen dira DAGL-α entzima adie-
raziz (geziak). P12n (D irudian), DAGL-α elementu presinaptikotik (hots, ZPen 
axoietatik eta ZPBSetatik) desagertzen da, eta elementu postsinaptikoan edo Pur-
kinje neuronen arantza eta dendriten mintzaren hurrentasunean (berdez) ageri da, 
bere behin betiko kokapena erakutsiz (geziak). KPG, kanpoko pikor-geruza; GM, 
geruza molekularra; ax, axoiak; P, jaio osteko eguna; Som, soma; ZPBS, zuntz pa-
raleloen bukaera sinaptikoa; Aran, arantza; Den, dendrita. Eskala-barrak: 0,25 µm.
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5. irudia. DAGL-α entzimak helduaroan (P21 eta AH) ultraegitura mailan duen 
kokapen immunozitokimikoa. ZPBSen (arrosaz) eta Purkinje neuronen arantza 
dendritikoen (berdez) arteko sinapsia erakusten da. Entzima elementu postsinapti-
koan bakarrik kokatzen da (gezien bidez adierazita), hots, Purkinje neuronen den-
drita eta arantza dendritikoetan, mintzaren hurrentasunean (berdez). Ikusi ZPBSen 
immunomarkaketaren gabezia. ZPBS, zuntz paraleloen bukaera sinaptikoa; Aran, 
arantza; Den, dendrita. Eskala-barrak: 0,25 µm.

GM (2. eta 6. irudietako A’, B’, C’ irudiak eta 4 .irudiko A’, B’, C’, 
D), PZek osatu berri dituzten ZPen kokalekua da. Izan ere, GM garatuz 
doan heinean, KPG desagertuz doa. PZen axoi-prozesu horizontal zein ber-
tikal horiek hazte- eta migratze-prozesuetan aurkitzen dira. Fase horretan 
dauden axoiek ere aztertutako hartzaile eta entzimek KPGn duten koka-
pen berbera dute: CB1 hartzailea axoien mintzean adierazten da (2. irudiko 
A’-C’); DAGL-α, mintz zitoplasmatikoaren hurrentasunean (4. irudiko 
A’-C’), eta MAGL, bere aldetik, mintzaren hurrentasunean, baita mintze-
tik aldenduago dauden zitoplasmako eskualdeetan ere (6. irudiko A’-C’). 
Hala ere, P12ren GM honetan, bi motatako ZPak aurkitzen dira, hala nola 
heltze-prozesuan daudenak, batetik, eta helduagoak direnak eta sinapsia 
ezartzen hasiko direnak, bestetik (2. irudiko C’ irudiko laukian, 4. irudiko 
D irudian, eta 6. irudiko C’ karratuan). Azken horiek orain arte agertzen 
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ez zen profil berri bat osatuko dute, ZPen bukaera sinaptikoei (ZPBS) da-
gokiena. Bukaera sinaptiko horiek Purkinje neuronen arantza dendritikoe-
kin sinapsi kitzikatzaileak ezartzen dituzte GMn zehar (2. irudiko C’ lau-
kian, 4. irudiko D laukian eta 6. irudiko C’ laukian). P12n orduan, heldu 
gabe dauden prozesuek orain arte KPG eta GM garatze-prozesuan dauden 
zuntzetako kokapen bera azaltzen duten bitartean, garatuta dauden ZPetan 
CB1 hartzailea ZPBSren mintzean adierazten hasten da (2. irudiko C’ iru-
diko laukian), hartzaile horrek helduan izango duen behin betiko kokapena 
erakutsiz (3. irudiko B eta B’), eta axoi-zuntzean, berriz, desagertuz doa 
(3. irudiko A eta A’ laukiak). P12n entzimen kokapenean ere gertatzen dira 
aldaketak: DAGL-α entzima gutxituz doazen ZP heldugabeetan aurkituko 
da soilik (4. irudiko A’, B’ eta C’ laukietan); izan ere, gero eta gehiago di-
ren ZP helduetan ez da adieraziko, ezta ZPBSn ere (4. irudiko D laukian). 
Aro honetako aldaketarik deigarriena zera da: DAGL-α profil postsinapti-
koan adierazten hasten dela; hots, Purkinje neuronen arantza dendritikoan 
(4. irudiko D laukian). Horrela, entzima horrek, hartzailearekin gertatzen 
zen bezala, P12rako bere behin betiko kokapena erakusten du (5. irudia). 
MAGL entzima identifikatzen duten urre partikulak garatu gabeko ZPetan 
adierazten dira, haien mintzaren hurrentasunean eta zitoplasman (6. irudiko 
A’-C’ laukiak) KPGko prozesuen antzera baina ZPBSetan; hau da, sinap-
sia gaitzen denean, mintzaren inguruetatik aldendu eta bukaera sinaptikoen 
zitoplasman kokatzen da (6. irudiko C’ laukian). Kokapen hori helduan ere 
ohikoena da (7. irudiko A eta B laukiak).
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6. irudia. MAGL entzimak garuntxoaren kortexeko pikor-zeluletan duen ultraegi-
tura mailako kokapena, jaio osteko honako egunetan: P0 (A, A’), P5 (B, B’) eta P12 
(C, C’). A, B, C irudiek KPGn PZen axoi-prozesuak hazte- eta nabigatze-prozesuan 
erakusten dituzte (urdinez). Axoi-prozesu horiek urre partikulak dituzte MAGL 
identifikatuz, bai mintzaren hurrentasunean bai eta zitoplasman ere (geziak). A’, B’, 
C’ irudietan GM adierazten da, zeinetan MAGL identifikatzen dituzten immunopar-
tikulak (gezien bidez adierazita) ZPen axoien (urdinez) mintzaren hurrentasunean 
eta zitoplasman ere kokatzen diren. C’ irudiko karratuan, P12n, MAGL ZPBSen 
(arrosaz) mintzaren hurrentasunean eta zitoplasman ere adierazten da bere behin be-
tiko kokapena erakutsiz; hots, alde presinaptikoan mantentzen da. KPG, kanpoko 
pikor geruza; GM, geruza molekularra; P, jaio osteko eguna; Som, soma; ZPBS, 
zuntz paraleloen bukaera sinaptikoa; Aran, arantza. Eskala-barrak: 0,25 µm.
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7. irudia. MAGL entzimak zuntz paraleloetan duen ultraegitura mailako ko-
kapena jaio osteko 21. egunean (P21) (A, A’) eta AHn (B, B’). A’ eta B’ irudie-
tan zuntz paraleloen axoiak erakusten dira (urdinez). Axoi horiek MAGL entzima 
identifikatzen duten urre partikula gutxi adierazten dituzte (gezi bidez adierazita). 
A irudian, entzima identifikatzen duten urre partikulak ZPBSen mintzean eta zi-
toplasman ere adierazten dira; B irudian, entzimak behin betiko kokapena erakus-
ten du, nagusiki ZPBSen zitoplasman (gezi bidez adierazita) (ikusi orobat B’ iru-
dian). GM, geruza molekularra; P, jaio osteko eguna; AH, animalia heldua; ax, 
axoiak; ZPBS, zuntz paraleloen bukaera sinaptikoa; Aran, arantza. Eskala-barrak: 
0,25 μm.

4. EZTABAIDA

Gure emaitzek erakutsi dute EKSko CB1 hartzaileak eta 2-AG-aren sin-
tesi- eta degradazio-entzimek aldaketa topografiko esanguratsuak jasaten 
dituztela PZen jaio osteko garapenean zehar. Aldaketa horiek sistemaren 
eskakizun funtzionalarekin batera doaz: garapen neuronala hasieran [8, 14, 
17, 30, 39, 40, 41, 42, 51, 52, 53, 54, 55], eta, sistema helduz doan heinean, 
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neurotransmisioaren modulazioa [8, 14, 17, 56, 57, 58, 59, 60] (glutamato 
neurotransmisorearena kasu honetan).

8. irudia. Jaio ostean gertatzen den garuntxoko 
kortexeko pikor-zelulen (arrosaz) morfogene-
sia erakusten duen eskema. Jaio osteko 0, 5. eta 
12. egunetan (P0, P5, P12) PZek jasaten dituz-
ten garapen-prozesu guztiak batera irudikatu dira. 
Goitik behera: proliferazioa, polarizazioa, axoi-
prozesuen hazkuntza, migrazioa, zuntz paraleloen 
sorrera, sinapsien ezarpena. Gorriz: Bergmann 
glia; horiz: Purkinje neuronak. KPG, kanpoko pi-
kor-geruza; GM, geruza molekularra.

Ikerketa-lan honetan lortutako emaitzek orain arte egindako ikerketei 
in situ egindako ultraegitura mailako lehen substratu morfologikoa ematen 
diote (8. eta 9. irudiak). Orain arte gaiaren inguruan egin diren ikerketeta-
tik eratorritako informazioa bateratuz, esan dezakegu EKSko osagai talde 
bat (2-AG eKB-arekin erlazionatuta dauden hartzaile eta entzimak, hain 
zuzen ere) desberdin aritzen direla bai funtzio bai kokapen aldetik garape-
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nean helduaroarekin konparatuz [8, 14, 15, 17, 18, 26, 30, 31, 40, 42, 61, 
62]. Garapenean zehar DAGL-α hazkuntza-konoan (hots, axoiaren mutur 
mugikorrean eta baita axoi-prozesuetan ere) mintzetik hurbil kokatzen da; 
2-AG eKB-a sintetizatuz, axoi berean kokatzen den CB1 modu autokrinoan 
aktibatuz, axoiaren hazkuntza eta gida bultzatzen du [8, 17, 18, 21, 28, 40, 
41, 42, 63]. MAGL konpartimentu berean [26, 39, 40, 41] mintzaren hur-
biltasunean eta zitoplasman oro har adierazten da [9, 64, 65, 66]; bertan, 
2-AG eKB-a degradatuz haren maila erregulatuko du [40]. Horrela, bi en-
tzima horien arteko orekak, sintesi-degradazio orekak, 2-AG eKB-aren 
kontzentrazioa moldatuz erregulatuko du hazkuntzaren abiadura [40]. Haz-
kuntza hori axoia bere itu postsinaptikora hurbiltzen den heinean jaitsiz 
doa [40]. P12n, seinaleztapen autokrinoa mantentzen da, eta osagai guztiek 
axoian jarraitzen dute, axoi-hazkuntzak aurrera jarraitzen duen bitartean. 
Aldi berean, garapen-prozesuan dauden beste neurona batzuk (garuntxoa-
ren kasuan, Purkinje neuronak) DAGL-α adierazten hasten dira [8, 42, 62], 
eta, beraz, 2-AG sintetizatzen; orduan, halako batean, 2-AG-ren seinalezta-
pena bi bidetatik bideratuko da; 2. kasu horretan, kontzentrazioa askoz han-
diagoa da, eta ZPei adierazten die beren itu diren Purkinje neuronetara hur-
biltzen ari direla. ZPetan kokatzen diren CB1 hartzaileak iturri berri oparo 
horretako 2-AG-ak aktibatzen duenean ZPetako DAGL-α-ren adierazpena 
desagertuz joango da [8, 26, 39, 40, 42, 46, 52]. Une horretan hasten da 
helduan gertatzen den seinaleztapen parakrinoa edo atzeranzko norabideko 
seinaleztapena [8, 40]. MAGLren kasuan, ZPBSn dagoen 2-AG-a degrada-
tzen du [40, 66], hazkuntza mugatuz eta sinaptogenesia ezartzeko aukera 
emanez [40]. Beraz, P12n EKSren seinaleztapen autokrinoaren gainbehera 
eta parakrinoaren ezarpenaren hasiera gertatuko da. Era horretara, heldu 
berri diren ZPen axoiek Purkinje neuronekin geruza molekularrean sinap-
siak ezartzen dituzte, eta funtzional izaten hasten dira. P12n sinapsiak eza-
rrita daudenean, aztertutako hartzaile eta entzimen behin betiko kokapena 
mantendu egiten da adinarekin. P21en eta AHn lortutako emaitzetan, be-
rriz, nahiz eta aldaketa esanguratsurik ez hauteman, badago aldea haien ar-
tean; izan ere, sinapsi garatu kopurua emendatuz doa.

Ikerketa honen bitartez, lehen aldiz ikusi da sistema biologiko oso ba-
tean garuntxoaren jaio osteko garapenean EKSn zehar gertatzen diren al-
daketak garapen prozesuen faseekin guztiz lotuak daudela. Izan ere, ga-
rapenean gertatzen diren aldaketekin bat datoz kannabinoide-osagaien 
ultraegitura mailako kokapen-aldaketak. Horrek iradokitzen du EKS, 
behintzat 2-AG-rekin erlazionatzen diren osagaiei dagokienez, neuronek 
osatzen dituzten sistemen garapenaren parte-hartzaile garrantzitsua dela.

EKAIA 34.indd   140EKAIA 34.indd   140 6/11/18   20:28:036/11/18   20:28:03



EKAIA, 34 (2018) 141

Endokannabinoide sistemaren parte-hartzea arratoien 
garuntxoaren jaio osteko garapenean

9. irudia. CB1 hartzaileak eta DAGL-α eta MAGL entzimek pikor-zelulen axoi-
prozesuetan eta axoi heldu edo zuntz paraleloetan duten ultraegitura mailako koka-
penaren eskema. Eskema honetan orain arte lortutako emaitzak laburbiltzen dira. 
A-C: osagai desberdinen kokapena PZen garapen-faseetan zehar. A eta A’ eskeme-
tan, desberdintzapen-fasean dagoen PZ bat erakusten da. A eskeman, axoi-prozesu 
heldugabe monopolar bat irudikatzen da, eta A’ eskeman, axoi-prozesu heldugabe 
bipolar bat nabigatzen eta hazte-prozesuan beheranzko prozesu premigratzaileare-
kin batera. B eta C eskemetan, 8. irudiko eskeman adierazitako geruza molekula-
rrean laukian dagoen profilaren handipena da. B eskeman, P12n, axoi-hazkuntzak 
dirauen bitartean gertatzen hasten den sinaptogenesia erakusten da; hots, ZPak 
(arrosaz) Purkinje neuronen arantza dendritikoekin (berdez) ezarritako sinapsia. 
C eskema P21i eta animalia helduari dagokie. KPG, kanpoko pikor-geruza; GM, 
geruza molekularra; 2-AG, 2-arakidonilglizerola.

5. ETORKIZUNEKO NORABIDEA

Ikerketa honetan EKSk garuntxoaren jaio osteko garapenean parte har-
tzen duela erakutsi da. Gureaz gain, beste ikerlan batzuek ere CB1 hartzai-
leak garapen-prozesuetan duen garrantzia frogatu dute. Hori horrela izanik, 
interesgarria litzateke etorkizunean hartzaile hau farmakologikoki inhibi-
tzeak edo eKB-en tonua aldatzeak axoi hauen heltze-prozesuan izan deza-
keen eragina aztertzea.
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Aurreko egoerak sakonean ezagutu ondoren, haurdun dauden emaku-
meen kalamu-kontsumoak umekietan izan ditzakeen eraginak aztertze al-
dera, umedun dauden saguetan Δ9-THC-a exogenoki administratzeak ku-
meen neuronen garapenean izan ditzakeen eraginak fenotipikoki aztertzea 
interesgarria izango litzateke, moldaketa morfologikorik jasaten duten ala 
ez argitzeko [67, 68].

Azkenaldian, bestalde, jaio osteko garapenean EKSren osagaien maila 
aldatzea oinarri duten tratamenduekin saiakerak egiten hasi dira, batez ere 
hipoxia perinatala gertatzen den kasuetan, baita epilepsia errefraktarioan 
ere. Tratamendu horiek batez ere kannabinoide ez-psikotropiko den kan-
nabidiolan (CBD) oinarritzen dira [69, 70, 71, 72], eta, kannabinoide ho-
rren eragina CB1 hartzailearen bitartez bideratzen ez dela badirudi ere, 
eKB-etan oinarritutako tratamendu horiek neuronen arteko komunikazio-e-
zarpenean ultraegitura mailan moldaketak eragiten dituzten aztertzeak be-
rebiziko garrantzia izan dezake tratamendu horien albo-ondorio posibleak 
saihesteko.
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