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Ezaguna da hortz muin helduak zelula ama populazio garrantzitsu bat duela barnean, 

hauei, hortz muineko zelula amak deritze (ingelesez, dental pulp stem cells, DPSCs).  

Oinarrizko egoeran aurkezten dituzten zelula neuralen markatzaileak, zelula ama neuralek baino 

irisgarritasun handiagoa, jatorrizko organoaz kanpo hedatzeko ahalmena eta 

neurodesberdintzapen ahalmenak, bakarrak bilakatzen dituzte giza DPSCs-ak (gDPSCs-ak) 

gorputz helduan aurkitu daitezkeen beste zelulekiko. Izan ere, birsorkuntza neuraleko terapia 

zelular autologoetan erabilgarriak izan daitezke. Normalean erabiltzen diren hazkuntza eta 

mantentze medioek behi serum fetala (BFS) dute konposatu garrantzitsuena bezala, zeinek 

gDPSCs-en hazkuntza azkarra eta azalerako geruza bakar itxurako hazkuntza zelularra eragiten 

duen. Era berean, BFS-aren presentziak alergiak, zein erreakzio immunearen aktibazioa eragin 

ditzakela deskribatua dago in vivo, konposatu honen erabilera tratamendu klinikoetatik 

baztertzea ezinbestekoa delarik. BFS-ak sor ditzakeen arazo medikotik at erabilgarritasun 

arazoak ere sor ditzake, izan ere, serumaren presentzian gDPSCs-ak leinu mesenkimaletara 

bideratzen direla, eta beraz, potentzial neurogenikoa galera dagoela aztertu dute zenbait autorek 

literaturan. BFS-aren erabilerak dakartzan eragozpen guztiek ezinbestekoa egiten dute serum 

gabeko eragile neurogeniko berritzaileen diseinua eta hobekuntza. 

Hurrengo lanean, serum gabeko hazkuntza mediotan ereindako zelulen ezaugarriak 

ezagutzea izan da gure xedea. Lortutako emaitzek inolako aldaketa genetiko edo epigenetikorik 

jasan izan ez duten gDPSCs-ak, zelula ama neuralek (ingelesez, neural stem cells, NSCs)  

sortzen dituzten neuro-esfera egituren antzeko hortz-esferak sortzeko duten ahalmena berretsi 

zuten. Hortaz aparte, bai serum gabeko zein serum-dun hazkuntza mediotan hazitako gDPSCs-

ek zelula ama mesenkimal izaera eta ezaugarri pluripotentzialak mantentzeko gai zirela frogatu 

genuen.  Hala ere, erabili genituen serum gabeko hazkuntza ingurune espezifikoek ezaugarri 

desberdinak erantsi zizkien gDPSCs-ei. gDPSCs-ak Neurocult™ desberdintzapen neurogeniko 

medioan, NSCs-ak egunerokotasunez desberdintzeko erabiltzen den serum gabeko hazkuntza 

medioa, izan zirenean haziak, hauek glia eta neurona markatzaile helduak adierazteko gaitasuna 

zutela ikusi genuen. Honetaz aparte, markatzaile ama mesenkimal eta neural goiztiarrak 

adierazten dituzten genetikoki aldatu bariko gDPSCs-ez gain, CD31, markatzaile endoteliala, 

adierazten zuten gDPSCs-ak deskribatzen lehenak izan gara serum gabeko hazkuntza ingurunea 

erabiliz. Kasu honetan, Neurocult™ hedapenerako medioa erabili genuen. Gainera, timo-gabeko 

xagu biluzietan garezur barneko gDPSCs-en txertaketa eta hilabete baten ostera, CD31+, Nestina 

+  zelulak burmuineko odol-hodien zelula endotelialekin batera elkarbizitzen eta hauen laminina 

adierazpena areagotzen aurkitu ziren. Bestalde, gDPSC-ak StemPro MSCTM (STP) izeneko, 

zelula ama mesenkimalentzako hazkuntza ingurune komertzialean haziak izan zirenen. Era 

berean, STP-k zelulei eskainitako aldaketa molekular eta fisiologikoak erabiliz, markatzaile 

pluripotentzialen eta gandor neuralen (GN) markatzaileen handipen bat antzeman genuen  
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gDPSCs-ek aurkeztutako ahalmen neurogenikoaren igotzearekin batera. Honek guztiak, gandor 

neuraleko ama zeluletarantz (ingelesez, neural crest stem cells, NCSCs), hau da leinu primitibo 

baterantz atzera pausu bat iradokitzen du. 

Gure emaitzek, serum gabeko erabilera gDPSC-ak hazteko egokia dela adierazten dute. Ez ziren 

bakarrik serum-aren erabilerarekin erlazionatutako arazoak ekidin, baizik eta leinu neuraletara 

asko erraztu dezakeen gandor neuraleko ama izaeraren agerpena lortu zen. 

Neurodesberdintzapenetik harago, serum gabeko eragileak erabiliz gDPSCs-tatik eratorritako 

zelula endotelial funtzionalak, burmuinean integratzeko eta odol hodiak sortzeko gaitasuna 

erakutsi zuten, lortzen lehen taldea izan gara   

Laburbilduz, gDPSCs-en zelulen bideragarritasunarekin, “amatasun”-arekin, ahalmen 

neurogenikoarekin zein sistema biziekin izan dezaketen elkarrekintzekin zerikusia duten serum 

gabeko zelula hazkuntzek sor ditzaketen zalantzak argituak izan dira. Gorago aipatutako 

ezaugarriekin batera gDPSCs-ek erakutsitako gaitasun neurogeniko eta berriki aztertutako 

zelula endotelialetara desberdintzeko ahalmenak ikusita, gDPSCs-ak nerbio-ehun birsortze 

terapietan erabiltzeko gizaki helduetan aurki daitezkeen zelula ama aproposenak direla 

ondorioztatu daiteke.   

  

 

Hitz gakoak: Hortz muineko zelula amak, DPSCs, Hortz-esfera, Hazkuntza medioak, Serum-

gabeko, Desberdintzapen zelularra, Neurogenikoa, Endoteliala, Biziraupen zelularra, Birsortze 

medikuntza. 
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Laburdurak 

Aβ = Beta amiloidea 

AG = Alzheimer-en Gaixotasuna 

AT-MSCs= Adipose tissue mesenchymal stem cells 

bFGF= fibroblast growth factor  

BEML= Bizkarrezur-muineko lesio 

BFS= Behi serum fetala  

BHA= Hidroxianisol butilatua 

BME= b-merkaptoetanola 

BDNF= Brain derived neurotrophic factor  

BMPxxx= Bone morphogenetic protein xxx 

BM-MSCs= Bone marrow mesenchymal stem cells 

CCl4= Carbon tetrachloride  

CDxxx= Cluster Differentiation 

CLECs = Cord lining epithelial cells 

CLMCs= Cord lining mesenchymal cells  

KT1= Kardiotrofiina-1  

DA= Dopaminergikoa   

DARPP = Cyclic AMP regulated phosphoprotein  

DFSCs= Dental follicule stem cells 

DMEM= Dubbelco´s modified eagle´s medium 

DMP1= Dentina matrizearen 1  proteina 

DMSO= Dimetilsulfoxidoa 

DSPP = Dentina sialofosfoproteina 

ECCs= Embryonal carcinoma cells 

EGF = Epidermal growth factor  

EMSCs= Ectomesenchymal stem cells 
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EMT= Epitelio-mesenkima trantsizioa 

EPSCs= Endothelial progenitor cells 

ESCs= Embryonic stem cells 

FPO= Fabrikazio prozedura onak 

GDNF = Glial cell line derived neurotrophic factor  

gDPSCs= Giza DPSCs 

gESCs= Giza ESCs 

GAB= Gune azpibentrikularra 

GAG= Hipokanpoko gune azpigranularra  

GFAP= Glial fibrillary acidic protein  

HHF= Hepatozitoen hazkuntza faktorea  

HNF-4α = Nuclear factor 4 α  

HSC= Hematopoietic stem cells-ak 

IBMX= 3-isobutil-1-metilxantina 

ICM= Inner cell mass of the blastocyst  

IDO= Indoleamina 2,3-dioxigenasa 

IL-xx= Interleukina-xx  

ITSx= Insulin-Transferrin- Selenium-x 

LMX1a = LIM homoeo- box transcription factor 1 α 

MAP-2= Microtubule-associated protein-2 

MCAO= Middle cerebral artery occlusion  

MI = Miokardioko infartua 

MOE= Munduko Osasun Elkartea 

MPTP = 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 

MTSCC= Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee 

MSC= Mesenchymal stem cells-ak 

NCSCs= Neural crest stem cells-ak 

NeuN= Neuronal nuclei protein  

NGF= Nerve growth factor  
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NTRKxx= Neurotrophic tyrosine kinase 

NT-3= Neurotrophin 3 

NSC= Neural stem cells 

NSP= Nerbio sistema periferikoa 

NSZ= Nerbio sistema zentrala 

OSX= Osterix 

OGD= Oxigeno-glukosa depribazioa 

Pdx1= Duodenal homeobox 1  

PDLSCs= Periodontal ligament stem cells 

PG= Parkinsonen Gaixotasuna 

PitX= Paired-like homeodomain transcription factor 

POSS-PCL= Polyhedral oligosilsesquioxane poly (ε-caprolactone)  

POSS-PCU= Polyhedral oligomeric silsesquioxane poly (carbonate-urea) urethane 

PPSCs= Primitive pluripotent stem cells 

PSCs= Pluripotent stem cells- 

RA = Azido erretinoikoa  

RGCs= Retinal ganglion cells  

RhoA= Ras homolog gene family member A  

RUNX2= Runt-related transcription factor 2  

SCAP= Stem cells from apical papilla  

SFCs = Synovial fluid cells 

SHED= Stem cells from primary exfoliated deciduous teeth 

Shh= Sonic hedgehog  

SSEA= State-specific embryonic antigens 

STP= StemPro MSCTM 

SUR1= Sulfonyl- urea receptor1  

TERT= Telomerase reverse transcriptase   

TGF-β3=Transforming growth factor-β III  

TH = Tirosina hidroxilasa  
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TLR x= Toll-like receptor x 

TNF-α = Tumor necrosis factor-α  

TON= Traumatic optic neuropathy  

TZEI= Terapia Zelularrarentzako Elkarte Internazionala 

UCB-SCs = Umbilical cord blood stem cells 

UC-MSCs= Umbilical cord mesenchymal stem cells 

VMAT = Vesicular monoamine transporter  

VSELs = Very small embryonic-like stem cells  

xESC = xagu ESCs 

ZAEMB= Zelula Ama Ehun eta Mesenkimen Batzordea 

ZKM= Zelulaz Kanpoko Matrizea 

ZOPM= zeluletan-oinarritutako produktu medikoak 

6-OHDA= 6-hidroxidopamina 
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1.Zelula amak  

Zelula amak, klasikoki auto-berritzeko gaitasuna, beraien kopiak egitea, eta baldintza 

fisiologiko eta esperimental batzuen menpe organo eta ehun desberdinetako zelula helduetara 

desberdintzeko ahalmena duten  zelulak bezala izan dira definituak (Potten and Loeffler, 1990). 

 

Zelula amak 1950-ean izan ziren lehenengoz deskribatuak, ikertzaileek teratokartzinomatik 

kartzinoma enbrionarioko zelulak (ingelesez, embryonal carcinoma cells, ECC) isolatu 

zituztenean (Stevens and Little, 1954; Yu and Thomson, 2008). Urte batzuk beranduago 1964-

an, Kleinsmith eta Pierce-k zelula hauen hiru hozi-geruzatara desberdintzeko ahalmena frogatu 

zuten. Auto-berritze eta leinu desberdinetara desberdintzeko abilezia kontuan izanda, zelula ama 

pluripotenteen (ingelesez, pluripotent stem cell, PSC) kontzeptua jaio zen, horrela lehen giza eta 

xagu ama zelula enbrionarioen (ingelesez, embryonic stem cell, ESC) deskripzioa sustatuz. 

Ikasketa eta hedapenarekin batera eman ziren aurkikuntza guzti hauek in vitro eredutan baino ez 

landu ikertzaile batzuk in vivo  ereduekin hasi ziren arte (Kahan and Ephrussi, 1970). ECC-en 

antzerako in vivo  eredua bilatzeko lanetan, blastozisto barneko zelula masa (ingelesez, inner 

cell mass, ICM) aztertu zen (Martin, 1980). ICM-ak oraindik ECC-ek zuten baino 

desberdintzapen ahalmen handiagoa zuten, hauen erabilera asko hedatu zelarik garapenerako in 

vitro eredutan. ICM-a blastozistoan dago kokaturik garapen enbrionarioan. Zigotoa zatitu eta 

morula egitura osatu denean, kanpo geruzako zelulak trofektodermora desberdintzen dira, 

zeintzuk plazenta eratuko duten. ICM-ak berriz, gorputz helduko zelula guztiak sortuko ditu. 

Bai giza ESCs-ak (gESCs) zein xagu ESCs-ak (xESCs), giza eta xagu blastozistotik lortutako 

ICM-tik eratorriak izan ziren. gESC-ak kariotipikoki normalak dira eta hiru hozi-geruzatara 

desberdintzeko gaitasuna mantentzen dute (Amit et al., 2000). 

 

Laburki, ama zelula mesenkimalen (ingelesez mesenchymal stem cells, MSCs) 

pluripotentzia hauek leinu zelular mesenkimaletara; osteoblasto, kondrozito, adipozito eta 

mioblastoetara alegia, desberdintzeko erakutsitako gaitasunaren arabera izan zen deskribatua. 

Hain zuzen ere, hozi-geruza batera desberdintzeko ahalmena multipotentzia bezala deskribatu 

zen. Lehenengo MSCs-ak hezur muineko zelulak hazi eta itsaskorrak aukeratzen lortu ziren 

(Chamberlain et al., 2007; Friedenstein et al., 1976) (1. irudia). 
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1. irudia. Zelula aman ikerketa historian zehar jasotako  lorpenik garrantzitsuenak (Oliveira et al., 2016). 

 

Ama zelulen desberdintzapen potentziala zelula aurkitzen den garapen aldiaren araberakoa da. 

Hau kontuan izanda ama zelulak hiru taldetan bana ditzakegu: 

Totipotenteak: Zelula hauek banako bat sor dezakete, enbrioia eta denboraldiko sostengu 

ehunak (plazenta eta zilbor-hestea) sortzeko ahalmena dute. Zelulen totipotentzialtasuna 

ernalketatik lehenengo zatiketa arte, hau da 4 eguneko aldi blastomeriko arte irauten du (Brook 

and Gardner, 1997). 

Pluripotenteak: Blastozistoa, lehenengo 4 egunetan zelula enbrionarioek jasaten duten 

desberdintzapenean zehar eratzen da. Blastozisto barneko ICM-ak dira pluripotente bezala 

deskribatu diren zelula amak. Hauek 3 hozi-geruzetako edozein zeluletara desberdintza 

daitezke, eta ondorioz edozein organo edo ehun sortu. Hala ere, zelula hauek ez dute plazenta 

bezalako enbrioi kanpoko ehunik sortzeko gaitasunik (Smith, 2001). 

Multipotenteak: Goian aipatutako 2 zelula motekin konparatuz ama zelula multipotentzialen 

desberdintzapen gaitasuna oso mugatua dago. Zelula hauek zelula mota gutxi batzuetan baino 

ezin dira desberdindu, hozi- bateko zeluletara normalean. Hauen funtzio biologikoa jatorrizko 

ehunaren konponketarekin dago erlazionatua (Slack, 2000; Spangrude et al., 1988). 
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2. irudia. Zelula ama pluripotenteen desberdintzapen ahalmena eta beraien jatorria (Oliveira et al., 2016). 

 

Zelula amak bi taldetan bana ditzakegu; i) Zelula ama enbrionarioak, zelula totipotenteak eta 

pluripotenteak barneratzen ditu eta ii) Zelula ama helduak (jaio eta ondorengoak),  zelula 

pluripotente eta Multipotenteak daude talde honetan (2. irudia). 

1.1Zelula ama enbrionarioak (ESCs) 

Gorputzeko edozein ehun heldura desberdintzeko gaitasuna mantentzen duten zelula ama 

pluripotentzial hauek blastozistoko ICM-an daude kokaturik. 1981-ean ESCs-ak isolatuak izan 

zirenetik, pluripotentzian eta auto-berritzean zerikusia duten mekanismo molekularrak ikasiak 

izan ziren beraien erabilgarritasun terapeutikoa dela eta (Evans and Kaufman, 1981). 

Mekanismo hauen artean, kromatinaren aldaketa epigenetikoak, seinale bideak eta transkripzio 

faktoreen efektuak izan dira pluripotentzialtasunaren arduradun bezala deskribatuak. 

Transkripzioa faktoreak papel garrantzitsua jokatzen du pluripotentzialtasunaren mantenuan in 

vivo  eta in vitro (Dunn et al., 2014; Takashima et al., 2014), hauen artean Oct4 eta Nanog-ek 

ezinbestekoak dirudite erregulazioan (Boyer et al., 2005; Loh et al., 2006). 

1.2Zelula ama helduak 

Aztertutako 3 zelula ama motak atera daitezke enbrioietatik, banako heldutik ,ordea, bi 

baino ezin dira lortu. In vivo, ehun berezi batzuetan baino ezin dira aurkitu zelula pluri- eta 

multi-potenteak, laborategiko teknika bitartez eratu baitaitezke ere. 

1.2.1Zelula ama hematopoietikoak (HSCs) 

Zelula ama hematopoietikoak (ingelesez, hematopoietic stem cells, HSC) odol zelula 

txuri eta gorrien aitzindariak dira. Sistema hematopoietiko osoa auto-berritze ahalmena eta 

gaitasun pluripotentea duten zelula hauetatik dator. Odol zelulen produkzioa organismoen 

bizitza osoan zehar ematen da hezur muinean (Ng and Alexander, 2017).  Miloika odol zelula 

izan behar dira ordezkatuta egunero, eta milaka zelula ama baino ez daudenez bizi osoan zehar, 

argi geratzen da erregulazio aproposaren beharra produkzioaren homeostasia mantendu eta 

gaixotasun eta erasoei aurre egiteko.  Ugaztunetan hezur muinaren barnean kokatzen dira HSCs-

ak, hauek mikroingurune hematopoietikoarekin batera hematopoiesia kontrolatuko duen sare 

modulatzailea osatuko dute (Hoggatt et al., 2016). Aintzinako zelula ama pluripotenteak 

(ingelesez, primitive pluripotent stem cells, PPSCs), oso txikiak diren zelula ama enbrionarioen 

antzekoak (ingelesez, very small embryonic-like stem cells, VSELs) CD45- izenarekin ere 

ezagunak, hezur muineko zelula amen hierarkiaren gorenean daudela dio hipotesirik 

ezagunenak. Zelula hauetatik denbora luzerako CD45+ HSCs-ak, denbora motzerako HSC-ak, 

MSCs-ak eta zelula progenitore endotelialak eratorri daitezke (ingelesez, endothelial progenitor 
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cells, EPCs) (Ratajczak, 2008). Denbora luzerako HSCs helduak gune berezi batean daude 

kokaturik, hypoxia erlatiboko baldintzan endosteum-aren gertu, alegia (Morrison and Scadden, 

2014; Nombela-Arrieta et al., 2013). Zelula hauek egoera kieszentean mantentzen dira kanpo 

seinale batek kitzikatzen dituen arte, adibidez; zitokina tronbopietinak, megakariozitoen 

presentziak edota interferoiaren bideak (Baldridge et al., 2010; Nakamura-Ishizu et al., 2015; 

Yoshihara et al., 2007). Gainera, HSC-en leinu espezifikotasuna hierarkia hematopoietikoko 

HSCs zelula progenitoretan oso goiz konprometitu daitekeela iradoki da. Horrela, auto-berritze 

ahalmena duen aintzindaria zuzenki HSCs-etatik lortu daiteke (Yamamoto et al., 2013). Egia ere 

bada, HSCs-tik zelula heldurako bidezidorraren teoriaz aparte aintzindare zelula heldurako 

bidezidorraren idea ere existitzen dela. Hare gehiago, ikerketa berriek bizitza luzeko 

aitzindarien hautaketak odol populazio zelularra egoera egonkor batean mantentzen duela 

iradokitzen dute (Sun et al., 2014).  Aitzindari mieloide primitiboenari aitzindari mieloide 

komuna deritze ( ingelesez, common myeloid progenitor, CMP) eta aitzindari linfoideei 

(ingelesez, common lymphoid progenitor, CLP) (Iwasaki and Akashi, 2007). Hala ere, ikasketa 

berrienek linfoide/mieloide bidezidor klasikoa baino lehen, konpromezu mielo-eritroide eta 

mielo-linfoidea ematen direla diote (Arinobu et al., 2005) (3. irudia). 

 

 

 

 

 

 

 

3. irudia. Immunophenotypic markers of adult murine HSCs and ‘lineage-restricted’ HSC populations (Ng 

and Alexander, 2017).  

 

1.2.2Oso zelula enbrionario txikia /epliblasto moduko zelula ama (VSELs) 

Konprometitutako zelula amen populazio multzoak berritzen dituen ehun helduetan 

bizirik irauten duten zelula amen segurtasunerako populazio desberdindu gabe hau 2006-an izan 

zen lehen aldiz deskribatua (Kucia et al., 2006). Odol periferikotik ibiltzeko ahalmena dute 
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estres baldintzatan eta Oct4, Nanog eta SSEA markatzaile pluripotentzialak adierazten dituzte, 3 

hozi-geruzetara desberdintzeko gaitasunarekin batera (Ratajczak et al., 2012). 

1.2.3Zelula ama neuralak (NSCs) 

Zelula ama neuralen (ingelesez, neural stem cells, NSCs) izaera multipotenteak , nerbio 

sistema zentraleko (NSZ) zelula neuraletara desberdintzeko aukera ematen die. Urte batzuk 

atzera uste zenaren kontra, NSCs-ak ez dira bakarrik garapen enbrionarioan aurkitzen, baizik eta 

hauek burmuin helduan ere badaude. Enbriogenesian zehar zelula neuroepitelialek hodi neurala 

osatu ostean, hauek NSZ-ko eratzeko zona bentrikularrean hazten jarraitzen dute (Merkle and 

Alvarez-Buylla, 2006). Era berean, edozein zelula neural motatan desberdintzeko ahalmena 

duten zelula glial radialetara eraldatzen dira NSCs-ak (Götz et al., 2015). Zelula glial radialak 

hasieran neuronak migratzeko aldamio bat bezala baino ez bazen ikusten ere, ikertzaile askok 

zelula ama bezala deskribatu zituzten, hauen hazkuntza tasa altua eta zelula neuronalak sortzeko 

gaitasuna kontuan hartuta (Hartfuss et al., 2001; Mo et al., 2007; Noctor et al., 2004). Banaketa 

asimetrikoaren bitartez zelula desberdinduak eratzen diren heinean, zelula radial glial gehiago 

sortzen dira zelula ama populazioa mantentzeko garun garapenean zehar (Miyata et al., 2004).  

Beranduago, zelula hauek NSCs multipotentetan bihurtuko dira jaio osteko ugaztun burmuinean 

(Merkle and Alvarez-Buylla, 2006; Merkle et al., 2004).  Era berean, ezaguna da neurogenesi 

areagotua duten ornodunek oraindik ere zelula radial glialak badituztela burmuin helduan 

(Adolf et al., 2006; Grandel et al., 2006). Ugaztunetan neurogenesia burmuin garapenera 

mugatua badago ere, gaur egun garun helduan bi gune neurogeniko daudela dago onartua. 

Zelula neuralen hazkuntza berria hipokanpoko horzdun giroko gune azpigranular (GAG) (Gage 

et al., 1998) eta gune azpibentrikularrean (GAB) (Doetsch et al., 1999) ikusi da. GAB-ak 

bereziki sailkatutako NSCs-ak ditu bere baitan. Zelula glial radialak jaio ondoren desagertzen 

dira, B zelulak bakarrik mantentzen direlarik, eta era berean hauek Mash1 adierazpenaren 

bitartez identifikatuko diren C motako zeluletan bihurtuko dira. C zelulak neuroblasto, A zelula 

bezala ezagunak, eta oligodendrozitoen aitzindari izango dira (Parras et al., 2004) (3. irudia).  

GAB gertatzen denaren kontra, burmuin helduko GAG-reko NSCs-ei astrozito radialak deritze, 

“ama” ezaugarri eta ezaugarri astrozitikoak partekatzen dituzte (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 

2009). Hauek, zelula neural berrien aitzindari bezala (Garcia et al., 2004; Steiner et al., 2004) 

jokatzen dute horzdun giroan, aldi berean neurogenesi berria ikasketa eta memoriarekin dago 

erlazionatua (Zhao et al., 2008). Astrozito radialak, I. motako progenitore bezala ere ezagunak, 

zelula granularren geruza gurutzatzen duen luzakin bertikala dute, GAG horizontalki 

gurutzatzen duen elongazio txiki batekin batera (Fukuda et al., 2003). Beste astrozito batzuek ez 

bezala, astrozito radialek GFAP eta nestina adierazteko gai dira (Seri et al., 2004; Steiner et al., 

2006).  Gainera, astrozito glialak ez dira zuzenki neuronetan bihurtzeko gai, baina D motako 

zelula, II. motako aitzindari bezala ere ezagunak, luzakin gabetan bihur daitezke (Seri et al., 
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2004). Bai D motako zelulak eta zein astrozito radialak Sox2 adierazteko gai badira ere, zelula 

neuronalak eta glialak sortzeko ahalmena zelula ez radialek baino ez dutela uste da (Suh et al., 

2007). Banaketa ostean, D zelulek beste banaketa simetriko bat jasan dezakete D2 motako 

zeluletan bihurtu aurretik. Hauek luzakin luzea eta doblekortina, PSA-NCAM, NeuN, etab. 

Bezalako etapa menpeko markatzaile neuronalak adierazten dute (Kriegstein and Alvarez-

Buylla, 2009) (4. irudia). Oligodendrozito gutxi sortzen dira in vivo GAG-ean GAB-ean sortzen 

direnekin konparatuz, Mash 1 gainadierazpena ezinbesteko delarik NSCs en patu neuronala  

oligodendrozitotara bideratzeko GAG-an (Jessberger et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 irudia. Zelula ama neuralen jatorria eta antolakuntza. (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009) 

 

1.2.4Bihurtutako zelula ama pluripotenteak (iPSCs) 

Zelulen ingeniaritza lehen aldiz erabili zenean genetikoki eraldatutako zelula amak 

lortzeko, zelula desberdindu baten nukleoa xagu baten obozito enukleatu batera transferitu zen 

zelula somatikoen nukleoen transplantearen teknika (ingelesez, somatic cell nuclear 

transplantation technique (SCNT) (Wakayama et al., 1998). Urtebete lehenago, Wilmut et al-ek 

Dolly ardiaren klonazio arrakastatsuaren berry eman zuten zelula desberdindu baten nukleoa 

ernaldu gabeko obozito enukleatu batera transferituz (Wilmut et al., 1997). Hala ere, giza 

zelulekin erlazionaturiko arazo etikoak zeuden. Izan ere, metodo honen bitartez bakarkako baten 

klonazioa lor daiteke, oraindik gaur egun zabalki eztabaidatuaren gai polemikoa. Teknika honek 

dakartzan muga etikoak kontuan izanda birprogramatutako zelula somatikoak garatzea bilakatu 

zen xede. Beraz, helburua ESCs-en antzeko auto-berritze gaitasun eta ahalmen pluripotentziala 

zuten zelulak lortzea zen. Takahashi eta Yamanaka izan ziren iPSCs kontzeptua barneratu 

zutena, xagu fibroblastoak birprogramatzea lortu zutenean. Hau Yamanaka faktore izenaz 

ezagututako Oct4, Sox2, Klf4 eta c-Myc-en transdukzioa erretrobiralararen bitartez lortu zuten 
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(Takahashi and Yamanaka, 2006). Talde berbera izan zen gizakien zelulak birprogramatzeko 

aukera izan zuena teknika berdina erabiliz urtebete beranduago (Takahashi et al., 2007). 

Birprogramazio prozedura fintzeko asmoarekin zenbait aldaketa egin ziren metodologian; 

besteak beste, Nanog eta Lin28 erabili zen Klf4 eta c-Myc-en ordez (Yu et al., 2007) eta giza 

fibroblastoen iPSCs-en eraginkortasuna handitzeko 6 faktoreren konbinazioa (Liao et al., 2008). 

Zenbait onura eta jakintza lortu ziren; c-Myc ezinbestekoa da pluripotentzialtasuna garatzeko 

(Wernig et al., 2008) eta faktore hauek proteina, RNA eta peptidoekin elkartzean infekzio 

biralekin erlazionaturiko arazoak ekiditen dira (Malik and Rao, 2013; O’Malley et al., 2009). 

Eskuragarritasuna eta lortu daitekeen kantitatea kontuan izanda, birsortze probak 

egiteko MSCs-ak dira erabilienak zelula ama helduen artean in vitro eta in vivo. 

 

1.2.5Zelula ama mesenkimalak (MSCs) 

Caplan-ek 1990-an zelula ama mesenkimal-aren modan jarri zuenetik, ikertzaile askok 

modu honetan “ama” ezaugarriak ziztuen zelulei buruz hitz egitea ekidin zuten (Caplan, 1991). 

Hala ere, 2000.en urtean egin zen Terapia Zelularrarentzako Elkarte Internazionala-ren (TZEI) 

elkarretaratzean, terminologia hau onartua izan zen eta ondorioz baita MSCs akronimoa ere  

(Horwitz and Keating, 2000). TZEI-k aurkeztutako posizio adierazpenean MSCs-ak era egokian 

deskribatzeko eta gaizki ulertuak ekiditeko irizpideak bildu ziren (Horwitz et al., 2005). 

Adierazpen honi jarraituz birsortze lana duten ehun mesenkimatikoetara desberdintzeko 

ahalmena duten aitzindari ez hematopoietiko aitzindari zelularrak dira MSCs-ak. Hauek 

hezurrean, kartilagoan, muskuluan, lotailuetan, tendoietan, gantz-ehunetan (Chamberlain et al., 

2007), baskulatura ondoko guneetan (Crisan et al., 2008), eta plazentan, odol menstrualean, 

heste-hodian eta hortz egituretan ere aurki daitezke gorputz helduan (Du et al., 2016; Ma et al., 

2014; Portmann-Lanz et al., 2006; Tirino et al., 2011)  (5. irudia). 

MSCs-en fenotipo immune ezagunena  CD13, CD44, CD105, CD73 eta CD90-entzat 

positibo bezala izan da deskribatua, CD34, CD45 eta CD14 markatzaile hematopoietikoentzat 

negatiboa zen bitartean. 

Ezaugarri hauek kontuan izanik TZEI-n barneko Zelula Ama Ehun eta Mesenkima 

Batzordeak (ZAEMB) MSCs-ak definitzeko gutxienekoak proposatu zituen (Dominici et al., 

2006): 

1. Plastiko-itsaskorrak izan behar dute MSCs-ak hazkuntza baldintza estadarretan.  

 2. MSC-ak leinu osteogeniko, adipogeniko, eta kondrogenikoetara desberdintzeko ahalmena 

izan behar dute. 
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 3. MSCs-ek CD73, CD90, eta CD105 azalerako markatzaileak adierazi behar dituzte (1. taula). 

 4. MSCs-ek ez ditu leinu hematopoietikoen c-kit, CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19, 

CD79α,eta giza leukozitoen antigenoa (HLA)-DR markatzailerik adierazi behar. 

Garrantzitsua da MSCs-en ehun iturriaren arabera fenotipo immunea alda daitekeela 

azpimarratzea (1.taula).  

MSCs-en ezaugarririk nabarmenenak auto-berritze ahalmena eta desberdintzapen 

pluripotentziala jasateko gaitasunak dira. Adipozito, fibroblasto, osteozito eta kondrozitoak 

bezalako leinu mesenkimaletako zeluletara desberdintzeaz gain, zeharkako desberdintzapena 

deritzon prozesua pairatu ostean, leinu ez-mesenkimaletara ere desberdindu daitezke zelula 

hauek. (Hass et al., 2011; Ullah et al., 2015).  

Ahalmen pluripotentziala alde batera utzita, MSCs-ek mantentze homeostatikoa zein 

ehun zahartze, mintze eta hanturan dituzten eraginak interesgarriak izan daitezke aplikazio 

klinikoetara begira (Le Blanc et al., 2003; Sordi et al., 2005). 

Table1. BM-MSCs, AT-MSCs eta UC-MSCs fenotipo immunea. 

1.2.5.1Hezur muineko zelula ama mesenkimalak (BM-MSCs) 

Zelula ama hematopoietikoez gain, hezur muineko zelula ama mesenkimal (ingelesez 

hezur muineko zelula ama mesenkimalek, BM-MSCs) eta aitzindari endotelialak moduko zelula 

ama ez hematopoietikoak ere badaude hezu muinean (Anjos-Afonso and Bonnet, 2007). BM-

MSCs-ek sepsia eta hantura erantzunaren inhibizioa eragiteko gaitasuna dute(McLean et al., 

2011; Wang et al., 2015; Yang et al., 2013). Ezaguna da CD44, CD73, CD90, CD105 eta 

 BM-MSCs AT-MSCs UC-MSCs 

Positiboa CD13, CD44, CD73, 

CD90, CD105, 

CD166, STRO-1 

CD9, CD13, CD29, 

CD44, CD54, CD73, 

CD90, CD105, 

CD106, CD146, 

CD166, HLA I, 

STRO-1 

CD11b, 

CD29, CD44, CD90, 

CD73, CD105 

 

Negatiboa CD14, CD34, CD45 CD11b, CD14, CD19, 

CD31, CD34, CD45, 

CD79a, CD133, 

CD144, HLA-DR 

CD31 CD34, CD45, 

CD117,HLA-DR  
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CD166-entzako markaketa positiboa dutela, CD14, CD34, CD45-entzako, berriz, negatiboa 

duten bitartean (1 taula) (De Ugarte et al., 2003; Pittenger et al., 1999). 

ESCs-ekin alderatuta MSCs-en desberdintzapen ahalmena mugatua badago ere, BM-

MSCs-ek ustekabeko desberdintzeko ahalmena erakutsi dute  in vitro. Izan ere, hiru hozi-

geruzetako (ektodermoa, mesodermoa eta endodermoa) edozein zeluletara desberdintzeko 

ahalmena dute (Ullah et al., 2015; Zhang et al., 2018a). 

 

 

 

 

 

 

 5. irudia. Zelula ama mesenkimalen iturri desberdinak. (Guasti et al., 2018) 

Etodermoa: BM-MSCs-en izaera mesenkimala bada ere, talde batzuek leinu 

ektodermalerantzko desberdintzapena lortu dute, hazkuntza faktore desberdinen koktel bat 

daraman ondo ezaguna den indukzio neurala lortzeko ingurune bat erabiliz. 2000. urtean 

DMEM/2% dimetilsulfoxidoa (DMSO)/200 µM hidroxianisol butilatua (BHA)-an datzan 

hazkuntza ingurunea erabiliz arratoi eta giza BM-MSCs-ak zelula neuronaletara desberdinduak 

izan ziren (Woodbury et al., 2000). Zenbait taldek bide hau jarraitu zuten desberdintzapen 

protokolo eraginkorrago bat eskuratzeko. bFGF, FGF-8 eta BDNF nahasketa 7 egunez xagu eta 

arratoi BM-MSCs-etan etabiliz hauek zelula neuraletarantz bideratu ziren (Jiang et al., 2002).. 

Gainera, zelula neuronal espezifikoak lortzeko protokolo bereziak ere diseinatu ziren. Horrela, 

BM-MSCs-ak LMX1a-rekin, zeinek in vivo eta in vitro desberdintzapen dopaminergikoan 

garrantzia handia duen, birprogramatu ostean zelula neuronal dopaminergikoak lortu zituzten 

(Barzilay et al., 2009; Wilkins et al., 2009). Bideratze dopaminergikoari so eginez, ikerketa 

berriek zelula pase kantitatearen garrantzia azpimarratu dute, zenbat eta pase gehiago orduan eta 

desberdintzapen dopaminergiko, leherketa frekuentzia baxuago eta buruxka baxuagoko zelulak 

lortzen dira (Shall et al., 2018). Desberdintzapen dopaminergikoaren kontra, neurona 

kolinergikoak ere lortu ziren 1 mM b-merkaptoetanol (BME) eta nerbio hazkuntza faktorea 

(ingelesez, nerve growth factor, NGF) (100 ng/mL) zeraman desberdintzapen protokoloa 

erabiliz (Naghdi et al., 2009).  
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Mesodermoa: BM-MSCs-ek jatorri mesenkimala izanda, ez da ezustekoa zelula 

mesodermikotako leinuetara desberdintzeko duten ahalmena. Lan desberdinek berretsi dute 

protokolo desberdinen bitartez adipozitoetara, osteozitoetara eta kondrozitoetara in vitro  

desberdintzeko gaitasuna. Lehenengo aldiz kondrozitoetara lortu zen desberdintzapena BM-

MSCs-tan izan zen (Mackay et al., 1998). Lehenengo desberdintzapen hau eta gero, 

desberdintzapen ahalmena beste taldek olio tanten eraketa, mineralizazioa eta II.motako 

kolagenoaren sekrezioa neurtuz berretsi zuten (Gronthos et al., 1994; Muruganandan et al., 

2009; Ranera et al., 2013; Wagner et al., 2005; Zhang et al., 2011). In vitro desberdintzapena eta 

gene birkonbinazio teknika berriak nahastuz, birsortze terapietan erabiltzeko BM-MSCs 

sendagarriagoak lortu ziren. Kasu honetan, BMP-7-ren gain adierazpena eragin zen sendaketa 

jarduera handiagoa erakusten zuten BM-MSCs-eak lortzeko eraldatu gabeko BM-MSCs-kin 

alderatuz (Yan et al., 2018). Hiru zelula mota hauetatik at, kardiomiozitoak ere lortu ziren BM-

MSCs-etatik. 5-azazitidina erabiliz arratoi BM-MSCs-tatik miotubo nukleo-anitzak lortu eta 9 

urte beranduago (Wakitani et al., 1995), protokolo Berbera erabili zen β-miozina kate, α-aktina 

kardiakoa, desmina eta kaltzio-potasio menpeko kaltzio kanalak adierazten zituzten giza BM-

MSCs desberdinduak lortzeko (Xu et al., 2004). Desberdintzapen endoteliala ere lortu zen 

IncRNA MEG3 azpi adierazpena zein kaltzio potasio zeramika bifasikoa erabiliaz  (Chen et al., 

2018; Sun et al., 2018; Urbich and Dimmeler, 2004). 

Endodermoa: Hepatozitoak bakarrik endodermoko zelula aitzindarietatik datozela uste bazen 

ere, MSCs-ek espero gabeko gaitasun hepatogenikoa zutela erakutsi zuten. BM-MSCs-ak aste 

betez bFGF, EGF eta nikotinamida-rekin ornitutako oinarrizko ingurunean hazi, eta ondoren 

onkostatina M, dexametasona eta ITS+ (intsulina, transferrina, selenioa)-ren presentzian heltze 

prozesua pairatzean datzan 2 pausuko protokoloarekin tratatzean zelula hepatikotan bihur 

daitezke. Protokoloa eta gero albumina gibel espezifikoko transkripzio markatzailea, α-

fetoproteina eta faktore nuklear 4 α (HNF-4α) adierazten zituzten, gainera, albumina 

produkzioa, glikogeno metaketa, urea sekrezioa, dentsitate txikiko lipoproteina jasotzea eta 

fenobarbital bitartez  induzitutako zitokromo P450 sortzea bezalako gibeleko zelulen funtzio 

bereziak egiteko gai ziren (Lee et al., 2004; Stock et al., 2014). Animali espezie desberdinetan 

ere aurkeztu da desberdintzapen hepatozitikoa, xagutik hasi  eta tibeteko ardi-txakurra arte (Xu 

et al., 2017b; Zhang et al., 2018a).  In vivo txertaketa erraztearekin batera in vitro hazkuntza 

zelularra, desberdintzapen hepatikoa eta  funtzio hepatiko espezifikoen hobetzea lortzeko 

substratu estaltzaileen erabilera bihurtua da xedea azken urtetan. Zelulaz kanpoko matrizea 

(ZKM)-rekin eta matrigelarekin plaken estaltzeak BM-MSCs-en desberdintzapen eta 

biziraupenean abantailak ekarri ditzake (Wang et al., 2018). 

 Hepatozitoekin gertatu bezala, ez zen espero pankreozitoak lortzea BM-MSCs-etatik. 

Hala ere, zenbait lan txukunek BM-MSCs-ak intsulina sortzeko gai diren β-zeluletan bihurtzeko 
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aukera dutela frogatu dute in vitro eta in vivo. In vitro desberdintzapena ez da bakarrik aldaketa 

morfologiko hutsean geratzen, baizik eta estreptozotozinak eragindako baldintza 

hiperglizemikoa konpontzeko ahalmena dute zelula hauek (Gabr et al., 2013, 2014; Tang et al., 

2012).  In vivo leinu zelular pankreatiko endokrinoetara desberdintzeko ahalmena ere frogatua 

izan da faktore parakrino, eta zelulaz kanpoko besikulen mimetikoen presentzian, besteak beste 

(Bhonde et al., 2014; Oh et al., 2015; Phadnis et al., 2011). 

1.2.5.2Gantz ehuneko zelula ama mesenkimalak (AT-MSCs) 

Gantz ehuna zelula desberdinez eratutako energia metaketarako erabilia den ehuna da. 

Ehun adipotsuan adipozitoak, zelula endotelialak, zelula hematopoietikoak, fibroblastoak eta 

zelula ama mesenkimalak aurki daitezke (ingelesez, adipose tissue mesenchymal stem cells, 

AT-MSCs), guztiak baskulatura nahasi batez irrigaturik  (Eto et al., 2009). AT-MSCs-ak BM-

MSCs-kiko oso antzekoak badira ere, desberdintasun asko daude zelulen isolamendu eta 

etekinean (Markarian et al., 2014). Gainera, ezaguna da transkriptoma desberdina dela MSCs-en 

iturriaren arabera. Horrela, hazkuntzarekin zerikusia duten geneak gain adieraziak dira  AT-

MSCs-tan BM-MSCs-ekin alderatuz, honek bat egiten du  AT-MSCs-ek erakutsitako 20 aldiz 

hazkuntza tasa handiagoarekin (Wagner et al., 2005). AT-MSCs-ak paziente beretik izan 

daitezke isolatuak emailearen erikortasun txikiarekin, terapia zelular autologoetan erabiliak izan 

daitezkelarik. Zelula hauek gune inginal eta abdominaleko azal azpiko ehun adipotsuan aurki 

daitezke (Hu et al., 2014; Maharlooei et al., 2011; Zografou et al., 2013). (Gadelkarim et al., 

2018; Schäffler and Büchler, 2007; Ullah et al., 2015). AT-MSCs izateko desberdintzapen 

gaitasun eta fenotipo immune berezi batzuk betetzea beharrezkoak dira. Fibroblasto moduko 

nukleo luzeko zelula bezala deskribatutako zelula hauek hurrengoko fenotipo immunea dute; 

positiboak CD9, CD13, CD29, CD44, CD54, CD73 (SH3), CD90, CD105 (SH2), CD106, 

CD146, CD166, HLA I, STRO-1-rako eta negatiboak CD11b, CD14, CD19, CD31, CD34, 

CD45, CD79a, CD133, CD144, HLA-DR- rako (1. taula) (Chen et al., 2013; Schäffler and 

Büchler, 2007; Zuk et al., 2002). 

BM-MSCs-ekin gertatzen den bezala, AT-MSCs-ak ere hiru hori-geruzako zeluletara 

desberdintzeko gaitasuna daukate (Gadelkarim et al., 2018; Schäffler and Büchler, 2007; Ullah 

et al., 2015) (1. taula). 

Ectodermoa: Safford et al. izan ziren  AT-MSCs-en desberdintzapen neurala argitaratzen 

lehenak, zeintzuk desberdintzapen neurala NeuN eta Nestina-ren adierazpenarekin berretsi zuten 

(Safford et al., 2002). Urte batzuk beranduago, hainbat taldek jarraitu zuten AT-MSCs-en 

desberdintzapen neuralean lanean. Horretarako ingurune induzitzaile desberdinak erabili ziren, 

besteak beste; neurobasala (Dave et al., 2018), FGF2, EGF, BMP-9, azido erretinoiko eta 

heparinaz ornituriko oinarrizko medioa, neurona kolinergiko eta dopaminergikoak lortzeko 
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(Marei et al., 2018), usaimen zelula inguratzailea (ingelesez, olfactory ensheathing cells, OECs) 

edo Schwann-en zelulen (ingelesez, Schwann cells, SCs) medio baldintzatua (Lo Furno et al., 

2018), eta talde batek NSCs-ak lortu zituen neurobasalari EGF eta bFGF gehituz (Petersen et 

al., 2018). Grafeno oxidoan, neurobideratzerako material ezagunenean, oinarritutako eta 

kaltzioan, migrazio, hazkuntza eta funtzio neuronaletako bitartekari garrantzitsuenetarikoan, 

oinarritutako probek, hauek AT-MSCs-ak leinu neuraletara desberdintzean duten garrantzia 

frogatu dute  (Feng et al., 2018; Goudarzi et al., 2018). 

Mesodermoa: Osteozito (Lian et al., 2004; Zhao et al., 2018), kondrozito (Otto and Rao, 2004), 

adipozito (Rosen, 2002) eta miozito (Brand-Saberi, 2005) leinu mesodermikotako zeluletara 

desberdintzapena eragiten duten erantzule transkripzional eta molekularrak dagoeneko ondo 

ikasiak eta ezagunak dira. AT-MSCs-etatik eratorritako adipozitoek adipozito nabar eta zurien 

ezaugarri helduak gara ditzakete, besteak; beste ahalmen lipotilikoa katekolaminaren 

estimulazio bitartez,  α2-adreno-hartzaile bitarteko aktibitate anti-lipotilikoa eta adiponektina eta 

leptina, ohiko adipokinen jariaketa(Dicker et al., 2005; Kilroy et al., 2018; Rashnonejad et al., 

2018). Preadipozitoen erabilera adipozito helduen erabilera baino onuragarriagoa izan liteke 

ehun bigunen tratamendutan, tamaina txikiagoari esker hauek erakutsitako baskularizazio 

azkarra, in vivo desberdintzapen eraginkorra eta oxigeno gutxiaren erabilera kontuan hartuta 

(Heimburg et al., 2005). Aitzindari osteogenikoen iturri berriak beharrezkoak dira hezur 

ehunaren ingeniaritzak eskatzen duen osteozito kopurua kontuan izanda. Deskribatua dago BM-

MSCs ek eta AT-MSCs-ek duten desberdintzapen osteogeniko antzerakoa dela, emailearen 

adina igota ere (Shi et al., 2005). Hala ere, argitaratua dago baita AT-MSCs-ek MSCs-ek dutena 

baino osteogenesi ahalmen txikiagoa dutela eta baita arrakasta txikiagoa hazkunde atxiloketa  

partzialeko tratamendutan karraskari eredutan  (Hui et al., 2005; Im et al., 2005). Xagu eta giza 

AT-MSCs-ek ohiko desberdintze osteogenikoaren ikurrak lor ditzakete, adibidez; zelulaz 

kanpoko matrize mineralizatua produzitzea, osteokalzina eta fosfatasa alkalina proteinak 

adieraztea, zizail estresari erantzuteko gaitasuna, eta mekanikoki kargaturiko gene 

mekanosentikorren (osteopontina, kolagen Iα1 mota eta COX-2 )  adierazpena (Ardeshirylajimi 

et al., 2014; Jia et al., 2018; Knippenberg et al., 2005). Seinalizazio bidezidor asko identifikatu 

dira osteo-desberdintzapenaren arautzaile bezala; TGFB/BMP, Wnt/B-Katenina, Notch, 

fibroblastoen hazkuntza faktorea eta Hedgehog. BMP oso garrantzitsua da osteogenesian, 

bereziki BMP2 eta 7-a. AT-MSCs-a BMP2 eta BMP7 errekonbinanteekin tratatzean 

desberdintzapen osteogeniko eta adipogenikoa kitzikatzen dira, hurrenez hurren (Dragoo et al., 

2003; Knippenberg et al., 2006). Horrela, BMP2 gainadierazitako AT-MSCs-ak eraginkorrak 

suertatu ziren huts femoralak sendatzeko (Peterson et al., 2005). BMP-k desberdintzapen BMPR 

I eta II hartzaileak kitzikatuz edo hezur garapeneko kontrolatzaile nagusiak, Runx-2 eta OSC, 

aktibatuz eragin dezake desberdintzapena (Heldin et al., 1997; Lian et al., 2006). Tbx3 (Lee et 
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al., 2007b) eta FOXO1 (Zhao et al., 2018)-ek ere garrantzitsuak dira AT-MSCs-en 

desberdintzapen osteogenikorako. Desberdintzapen faktore espezifikoetatik haratago, zelulaz 

kanpoko matrize ordezkoak eta hiru dimentsiotako aldamioek ere ezinbestekoak izan daitezke 

desberdintzapen apropos bat lortzeko. Adibidez, kitosan partikula-aglomerazio aldamioak, 

fibrin aldamioak, α-trikaltzio fosfato aldamioak zein tragakant goma hidrogelak aldamio 

egokiak izan daitezke (B Malafaya et al., 2005; Haeri et al., 2016; Hattori et al., 2006). 

Desberdintzapen kondrogenikoa lortzeko ere hainbat protokolo daude; faktorerik gehitu ez 

zitzaion, protokolo errazenetik hasita (Wagner et al., 2005), DMEM-a ITS+, azido linoleikoa, 

azido seleniosoa, pirubatoa, askorbato 2-fosfatoa, dexametasona eta hazkuntza fatore β III  

eraldatzailea (ingelesez, transforming growth factor-β III (TGF-βIII))-rekin konbinatzen dituen 

ohiko protokolora arte. Aski ezaguna da, desberdintzapen kondrogenikoko indukzio aurreko 

etapan MSCs-ek I eta II. motako kolagenoak adierazten dituztela. Gene eta itsaspen molekula 

kondrogenikoen adierazpena TGF-β familiako (TGF-β1, TGF-β2 eta TGF-β3) faktore 

disolbagarrien menpe daude. Kondrozitoen heltzea hauek Sox9, L-Sox5 eta Sox6 transkripzio 

faktoreak adierazten dituztenean lortzen da (Chimal-Monroy and Díaz de León, 1999; Ikeda et 

al., 2004). TGF-β1-az gain, zeinek gizakietan Wnt/β-kateninarekin interakzionatzen duen 

kondrogenesia eragiteko osteogenesiari aurka eginez (Zhou, 2011), beste hazkuntza faktore 

batzuk, besteak beste; intsulina moduko hazkuntza I faktorea (ingelesez, insulin like growth 

factor-I, IGF-I) eta BMP-2-k desberdintzapen kondrogenikoa eragiten dutela ezaguna da (An et 

al., 2010; Wei et al., 2006). Ehun ingeniaritzan erabilitako POSS-PCU eta POSS-PCL bio-

aldamio zito-bateragarriek eraginkortasuna dute ere desberdintzapen kondrogenikoan (Griffin et 

al., 2017; New et al., 2017). 

Ikerketa askok frogatu dute AT-MSCs-tatik eratorritako kardiomiozitoen lorpena. 

Batzuk pauso markagailu jarduera eta markatzaile kardiako bereziak adierazten zituzten zelulak 

aurkitu zituzten (Planat-Bénard et al., 2004), beste batzuek angiogenesia sustatzeari, 

kardiomiozitoetara desberdintzapenari eta lesio miokardiakoaren sendaketari buruz hitz egin 

zuten  xagu eredutan  (Miyahara et al., 2006; Strem et al., 2005). Gizakietan ere lortu zituzten 

jarduera uzkurkorra zuten kardiomiozitoak (Choi et al., 2010) eta azido askorbikoak MER/ERK 

bidezidorrean eraginez kardiomiozitoen desberdintzapenean zuen eragina ere frogatu zuten (Liu 

et al., 2018b). 

Ustekabean, BM-MSCs-ekin gertatzen den moduan, AT-MSCs-ak, ahalmen pro-

angiogenikoa, iskemia osteko neobaskularizazioa eta hodi itsurako egiturak eratzeko 

gaitasunarekin batera zelula endotelialekin erlazionatutako elementuak (VEGF, hepatozitoen 

hazkuntza faktorea (HHF), plazentako hazkuntza faktorea, FGF-2, TGF-β , eta angiopoietina-1) 
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jariatzeko gaitasuna duten zelula endotelialetara desberdindu daitezke (Bekhite et al., 2014; Cao 

et al., 2005; Rehman et al., 2004). 

Endodermoa: Fenotipo pankreatiko endokrinotara desberdindutako lehenengo giza AT-MSCs-

ak activin-A, exendin-4, HHF, eta pentagastrin desberdintze faktoreak erabiliz lortu ziren. 

Lortutako zelulek intsulina, glukagoia eta somatostatina hormona pankreatiko endokrinoak Pax-

6, Ipf-1, eta Ngn-3 garapen pankreatikoko transkripzio faktoreekin batera adierazteko gai ziren 

(Timper et al., 2006).  Ikerketa berriek AT-MSCs-ek BM-MSCs-ekin alderatuta duten 

desberdintzapen gaitasunari buruz asko argitu bazuten ere, ez dago garbi zein zen AT-MSCs-ek 

jasandako prozesuak (Gabr et al., 2014). Desberdintzapen endokrino pankreatikoaren 

mekanismoa ulertzeko helburuarekin zenbait taldek AT-MSCs-ak genetikoki eraldatu zituzten. 

Horrela, arratoi AT-MSCs-tatik eratorritako zelula intsulina produzitzaileetan Pdx1 eta Shh-en 

gain adierazpenaren efektu batuak, intsulinaren produkzioa eta MafA, Nkx2.2, Nkx6.1, Ngn3, 

intsulina eta Isl1 markatzaileen adierazpena ekar dezake. Aldi berean, zelula hauek arratoi 

diabetikotako odol glukosa balioak orekatu zitzaketela (Hashemi Tabar et al., 2018). Beste 

ikerketa batek Wnt bidezidorraren garrantzia azpimarratu zuen desberdintzapenean zehar (Wang 

et al., 2017b). Seguraski 3D aldamioen erabilera etorkizuna izango da diabetes mellitus 

I.motako terapia zelular autologoetan. PVA 3D aldamioa eta plaketetan aberatsa den plasma 

(ingelesez, platelet-rich plasma, PRP) bateratuz, AT-MSCs-etatik intsulina produzitzaileak 

lortzeko desberdintzapen protokoloak hobetuak izan dira (Enderami et al., 2018). 

HHF, onkostatina M (OSM), eta dimetil sulfoxidoarekin hazitako AT-MSCs-ak 

albumina eta α-fetoprotein adierazten zituzten hepatozito moduko urea produzitzailetan bihurtu 

ziren (Seo et al., 2005). Karraskari ereduek AT-MSCs-en  desberdintzapen hepatozitikoa 

bideragarria  zeal frogatu zuten, hepatozito periportal eta perizentral funtzionalak lortuz. 

Gainera, hauek gibel funtzionamendua berreskuratzeko ahalmena erakutsi zuten karboi 

tetraklorido (CCl4) bidezko gibel hutsegite ereduan (Winkler et al., 2015; Xu et al., 2015a). Giza 

AT-MSCs-ek ere hepatozito moduko zelula funtzional eta ehun bateragarriko eratzeko 

ahalmena erakutsi dute protokolo desberdinak erabiliz (Aurich et al., 2009; Lee et al., 2012; 

Wang et al., 2014). 

 

1.2.5.3Zilbor- hesteko zelula ama mesenkimalak (UC-MSCs) 

Giza zilbor-hestearen garapena enbriogenesiaren 5. astean hasten da (Ellis, 1989). 

Ohiko ehun helduetatik at (gantz-ehuna, hezur muina), MSCs-ak jaiotzari lotuak diren 

ehunetatik ere lor daitezke placenta, amniona eta zilbor-hestea barne (5. irudia). Zilbor-hesteko 

zelula ama mesenkimalak (ingelesez, umbilical cord stem cells, UC-MSCs) oso eskuragarri eta 
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etikoki onartuak diren zelula iturri berriak dira. Zelula hauek inbazio gabeko esku-hartze 

bitartez lortu daitezke jaio eta gero, gainera zelula hauek ehun helduetan kokatutako 

gainontzeko MSCs-ak baino primitiboak direa, zelula ama heldu eta zelula ama enbrionarioen 

bitarteko ezaugarriak adierazten dituztelarik, alegia (El Omar et al., 2014). UC-MSCs-ekin 

egindako azken ikerketak kontuan izanda, hauen fenotipo inmunea for CD29, CD10, CD13, 

CD58, CD59, CD61, CD44, CD90, CD73, CD106, CD166, CD325, CD56, CD51 eta CD49(b-

e)-rentzat positibo eta CD31, CD3, CD11b, CD14, CD19, CD31, CD33, CD34, CD38, CD40, 

CD49a,CD34, CD45, CD117, CD133, CD86, CD80, CD71, CD56, CD53, CD50 eta HLA-DR-

rentzat negatibo bezala izan da deskribatua. Emaitza batzuk kontraesankorrak izan dira 

argitalpenaren arabera; CD54, CD105, CD106, CD117, CD144 eta CD146. CD105-aren 

kontraesakortasuna bereziki ustekabea da, zelula ama mesenkimalak identifikatzeko honek duen 

garrantzia dela eta. Hala ere, CD105 adierazpena positiboa da ikusitako lan gehienetan, lan 

batzuk baino ez dute honen adierazpena ukatu edota paseak aurrera doazela honen adierazpena 

jeisten doala adierazi (1. taula) (Batsali et al., 2013; Can and Karahuseyinoglu, 2007; El Omar 

et al., 2014; Seo et al., 2009). Lehenengoz UC-MSCs-ak 1656-an deskribatu ondoren 

burututako ikerketek, zelula hauen kantitate handia, hazkuntza tasa altua eta terapia zelularretan 

erabiltzeko segurtasuna frogatu dute (Fong et al., 2011; Friedman et al., 2007). Animali 

eredutan UC-MSCs-ekin egindako frogetatik hainbat ondorio atera dira. Bihotz, azal, muskulu-

eskeletoko, oftamologiko, birika, endokrino, gibel, hematologiko eta gaixotasun neurologikotan 

erabilitako UC-MSCs-ek ezaugarri anti-apoptotiko, immuno-erregulatzaile, anti-fibrotiko eta 

angiogenikoak erakutsi zituzten zelula amekin erlazionatutako onurekin batera. Are gehiago, ez 

zuten infusioarekin erlazionaturiko toxikotasunik erakutsi, terapia zelularretarako iturri ezin 

hobea bihurtzen direlarik UC-MSCs-ak Hala ere, lan guztiek nomenklatura fintzeko beharra 

eskatzen dute zilbor-hestean dauden zelula mota guztiak behar bezala ezagutzeko (Arutyunyan 

et al., 2016; Can et al., 2017). 

Horregatik garrantzia osokoa da UC-MSCs-ak zilbor-hesteko gune desberdinetatik 

isolatu daitezkela nabarmentzea. Hauek Wharton-en gelatinatik, kordoi estalduratik eta zilbor-

hesteko odoletik lortu daitezke. Kordoi estaldurak eta zilbor-hesteko odolak zelula mota bakarra 

baino gehiago dituzte, bakar batzuk baino ez dira MSCs-ak (Maria et al., 2010). 

1.2.5.3.1Wharton-en gelatina 

1991-an zilbor hesteko fibroblasto antzerako zelulak aurkitu ziren arte, ehun hau 

hondakin mediko bezala zegoen ikusia (McElreavey et al., 1991). Urte batzuk beranduago, 

hauen fenotipo immunea eta desberdintzapen ahalmena kontuan izanda MSCs kategoria egotzi 

zieten (Wang et al., 2004). Bi arteria eta zain batek, guzti hauek Wharton-en gelatina izeneko 

ehun konektibo mukitsu batez inguraturik, osatzen dute zilbor-hestea (6. Irudia). Ehun 
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konektibo gelatinotsuak odol hodiak babesten ditu beharrezkoa duten malgutasuna emanez, era 

berean hau kordoi estaldura bezala ezagutzen den amniotik eratorritako epitelio batez dago 

inguraturik. Wharton-en gelatina glikosaminoglikanoz dago osaturik, bereziki azido 

hialuronikoz eta kondroitin sulfatoz. Zuntz malguen absentzian kolageno zuntzak dira osagai 

nagusiak, konposaketa zelularrari dagokionez, fibroblasto, miofibroblasto, muskulu leuneko 

zelula eta zelula ama mesenkimalez dago eratua (Arutyunyan et al., 2016). MSCs-ak gune 

peribaskular, interbaskular eta amnion azpiko gunetatik izan daitezke isolatuak Whartonen 

gelatinan (Maria et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. irudia UC-MSCs-ak (Ding et al., 2015)-etik eraldatutako irudia.  

 

1.2.5.3.2Kordoi estaldura 

Hemen bi zelula mota aurkitu daitezke, kordoi estaldurako zelula mesenkimalek (ingelesez, 

cord lining mesenchymal cells, CLMCs) eta kordoi estaldurako zelula epitelialak (ingelesez, 

cord lining epithelial cells, CLECs). CLMCs-eak Wharton-en gelatinazko gune azpi 

amniotikotik lortuak dira eta erredura eta lesio diabetikoak sendatzeko erabili daitezke. CLECs-

ak era berean, ikus arazoak, azaleko proba kosmetikoak, intsulina menpeko diabetesa, giltzurrun 

akatsak, zauri osaketa eta korneako arazo epitelialak tratatzeko erabili daitezke (Lim and Phan, 

2014; Saleh and Reza, 2017). 
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1.2.5.3.3Zilbor hesteko odol zelula amak (UCB-SCs) 

Zilbor hesteko odol zelula amak (ingelesez, umbilical cord blood stem cells, UCB-SCs) 

isolatu ziren lehen zelula ama fetalak dira. 1974 UCB-SCs-ak ama zelula hematopoietiko eta 

aitzindarien iturria zirela aitortu zen (Ali and Al-Mulla, 2012; Knudtzon, 1974). Gaur egun, 

zilbor hesteko odol terminoak barneratzen dituen zelula ama populazio desberdinak definituak 

izan dira.  7. Irudiko diagraman ikusi daitekeenez, 3 zelula ama mota daude UCB-SCs en artean. 

  

 

 

 

 

 

7. irudia. UCB-SCs motak (Ali and Al-Mulla, 2012). 

Zelula ama hematopoietikoak: Lehenago aipatu den bezala (HSCs, 1.2.1 atala) odol zelula 

guztiak zelula ama multipotente hauetatik eratorriak dira. Zilbor-hesteko odolean dauden HSCs-

ak konpromiso maila desberdinetan aurkitzen dira. Beste MSCs-ekin alderatuz, hauen ezaugarri 

nagusia azaleko markatzaile hematopoietikoen adierazpena da; CD133, CD34 eta CD45 

(McGuckin et al., 2003). 

Ama zelula mesenkimalak: Hauek dira zilbor-hesteko odol zelulen parte mesenkimatikoa, 

zilbor-hesteko odoleko zelula ama mesenkimalak, alegia (ingelesez, umbilical cord 

mesenchymal stem cells, UC-MSCs). Beste MSCs-en antzera, hauek leinu mesodermaleko zein 

ez mesodermaleko zeluletara desberdindu daitezke (da Silva Meirelles et al., 2006). Hazkuntza 

proportzio handia erakusten dute zelula hauek (Bieback et al., 2004). 

Zelula ama multipotente ez hematopoietikoak: Hauen agerpena oso txikia da eta CD45 

markatzaile hematopoietikorako adierazpen negatiboa dute (McGuckin et al., 2005; Zhao et al., 

2006). Pluripotentzialtasun enbrionikoarekin erlazionaturiko OCT4, SOX2 eta NANOG 

markatzaileak dituzte, SSEA-3 eta SSEA-4, azaleko enbrioi estatu-espezifiko antigeno 

espezifikoekin batera (Inamdar et al., 2009). Zelula hauek hiru hozi-geruzatako zeluletara 

desberdintzeko gaitasuna erakutsi dute; ektodermoko leinu neuraletara (Zangiacomi et al., 

2008), endodermoko leinu hepatiko eta pankreatikotara (Denner et al., 2007; McGuckin et al., 

2005) eta mesodermoko leinu endotelialetara (Ma et al., 2006). Desberdintzapen ahalmenak eta 
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irisgarritasunak, UC-MSCs-ak ikerketarako eta baita terapia zelularretan erabiltzeko iturri 

aproposa bihurtzen dituzte (Ali and Al-Mulla, 2012). 

 

Ektodermoa: UC-MSCs-ak neurona, astrozito eta beste zelula glialetan desberdintzeaz gain 

fakotre neurotrofiko eta β-integrina areagotuz garun istripu bat erreskatatu dezakela frogatu da 

arratoi ereduan (Ding et al., 2007; Liu et al., 2010).  Desberdintzapen protokoloak zelula 

neuronal bereziak lortzeko izan dira hobetuak, %65-eko desberdintzapen eraginkortasunez; 

tirosina hidroxilasa (TH), dopaminea, AMP ziklikoak erregulatutako fosfoproteina (DARPP) 

32, pare-moduko homeodomeinu 3  transkripzio faktorea (PitX) eta garraiatzaile amino bakar 

besikular 2-a (VMAT) bezalako markatzaile dopaminergiko espezifikoak adieraziz (Datta et al., 

2011; Fong et al., 2011; Mitchell et al., 2003). Oligodendrozitoak eta astrozitoak ere izan dira 

lortuak (Leite et al., 2014; Mitchell et al., 2003). 

Lan gutxi batzuk daude non UCB-MSCs-tatik leinu neuraleko zelulak lortzen diren. 

BDNF eta TERT-en konbinazioak UCM-MSCs-en hazkuntza, bideragarritasuna eta 

desberdintzapen neurala hobetu zuten (Zhao et al., 2014). Beste kasu batean, kariotrofina 1-ak 

(KT1) UCB-MSCs-en desberdintzapena eta PI3/AKT seinalizazio bitarteko biziraupena 

kitzikatu zuen (Peng et al., 2017). 

Mesodermoa: UC-MSCs-tatik eratorritako adipozitoak lipido bakuolo txikiak baino ezin 

dituztela sortu ikusi bada ere, hauek BM-MSCs-ek baino luzeagoz mantentzen dute 

multipotentzia ahalmena (Fong et al., 2012; Mennan et al., 2013). Ikerketa batzuek 

desberdintzapen adipogenikoan parte hartzen duten mekanismoak ikasten saiatu dira. BMP-9 

desberdintzapen adipogeniko, kondrogeniko eta osteogenikoko giltza ei da (Shu et al., 2018). 

Beste MSCs ikusi den bezala, UC-MSCs-ak ere aldamio desberdinetara erein daitezke, hala ere, 

substratuaren zurruntasunak desberdintzapenean izan zezakeen garrantzia ez zen inoiz kontutan 

hartu. Materialaren gogortasunaren arabera leinu desberdinetara bidera daitezke zelulak. UC-

MSCs-ak adipozitoetara desberdintzen dira matrize bigunetan eta osteoblastoetara gogorretan 

(Xu et al., 2017a). 

UC-MSCs-en desberdintzapen osteogenikoa ez da beste MSCs-ek dutenaren bezain 

handia (Ishige et al., 2009), hala ere, zilbor-hesteko zein gunetako zelula izatearen arabera 

ahalmen osteogenikoak alda daiteke. Wharton-en gelatinako MSCs-ek beste UC-MSCs-ek 

baino desberdintzapen osteogeniko eraginkorragoa azaltzen dute (Mennan et al., 2013). 

Zilbor-hesteko zein tokitatik isolatuak izan ziren axola gabe, zelula guztiek ahalmen 

kondrogeniko antzerakoa erakutsi zuten, BM-MSCs-ek erakutsitakoa 3 aldiz handitzen 

(Mennan et al., 2013). 
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Endodermoa: Giza UC-MSCs-ak markatzaile hepatikoak adierazteko ahalmena dute eta in vivo 

eta in vitro desberdintzeko. UC-MSCs-ak kimikoki lesionatutako arratoi eredu batean 

transplantatzean hauek hepatozitotan desberdindu ziren eta eraginkortasunez integratu ziren 

gibel erian (Campard et al., 2008; Lin et al., 2010). 

Intsulina zelula produzitzaileei dagokienez, eraginkortasunez in vitro desberdindutako 

UC-MSCs-ak balio glizemiko normalak berreskuratu ditzakete porta zaineko injekzioa eta gero 

xagu eta arratoietan (Tsai et al., 2012; Wang et al., 2011).   

 

1.2.5.4Hortz mamiko zelula amak  (DPSCs)                                                                                                                                                                   

Beste ehunetan gertatzen den bezala, ahoa zuloan ere MSCs-ak daude gorputz helduan 

(Huang et al., 2009). 2000. urtean Gronthos et al.-ek BM-MSCs-en oso antzerakoak ziren hortz 

mamiko ehunetik eratorritako zelula ama populazio baten existentzia frogatu zuen (Gronthos et 

al., 2000). Hauek erakutsitako auto-berritze eta leinu neural eta mesenkimaletara desberdintzeko  

gaitasuna zela eta, hortz mamiko zelula ama deitu zitzaien (ingelesez, dental pulp stem cells, 

DPSCs) (Gronthos et al., 2002). Hortz zuloan dagoen hortz mamia inguratzen duen dentina 

geruza (ondontoblastoek eratua) estaltzen duen kanpoko esmalte batez (ameloblastoek eratua) 

dago osatua hortza (Shi and Gronthos, 2003). Hortz mamia nerbioz, odol hodiz, ehun 

mesenkimalez, zelula immunez eta zelula mesenkimalez (zelula ama mesenkimalak, 

fibroblastoak ) osaturik dagoen ehun konektibo laxoa da. Honek garrantzi handia du hortzaren 

lehenen eta bigarren mailako garapenean eta lesio eta txantxarra bezalako erasoen aurreko 

babesean. DPSCs-ek hazkuntza tasa handia erakutsi dute eta are garrantzitsuago, esku-hartze ez- 

inbasibo bidez eskuragarriak dira (Gardin et al., 2016) (8. irudia)( 9. irudia, gorria). Gaur egun 

ez dago behin betiko fenotipo immunerik DPSCs-entzako. Hala ere, zelula ama mesenkimaltzat 

hartzeko TZEI-k eskatzen dituen CD73, CD90, CD105 azaleko markatzaile ama mesenkimalen 

adierazpena guztiz definitua dago DPSCs-etan. Beste hainbat lanek CD27, CD29, CD44, 

CD146, CD166, CD271 eta STRO-1 adierazpen positiboa frogatu dute. Bestalde, DSPCs-ek 

CD34, CD45 (markatzaile hematopoietikoa), CD14 (monozito edomakrofago markatzailea), 

CD19 (B zelula markatzailea) eta HLA-DR (giza leukozito antigenoa) ez dituztela adierazten 

ere argitaratu da (Anitua et al., 2018; Gronthos et al., 2002; Kawashima, 2012). Harago joanda, 

DPSCs-ek zelula ama neural (Nestina, Vimentina) eta  zelula ama mesenkimal (Vimentina, I. 

Kolagenoa)-en markatzaileekin batera Oct-4, Nanog eta Sox2 markatzaile ama pluripotentzialak 

adierazteko gai dira. DPSCs-ek gainera, GFAP, β-III tubulina eta MAP-2 gandor neuraleko 
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zelulekin erlazionatutako markatzaileak ere adierazten dituzte (Feng et al., 2013; Ibarretxe et al., 

2012; Király et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. irudia. Hortz baten irudi longitudinala (Gardin et al., 2016). 

 

1.2.5.4.1Gandor neuraleko jatorria eta izaera ektomesenkimala 

Ornodunen enbrioietan hodi neuralaren aldameneko ertzean zelula pluripotentez 

osaturiko egitura iragankor bat da gandor neurala (GN). Gandor neuraleko zelula amak 

(ingelesez, neural crest stem cells, NCSCs) gorputz osoan zehar migratzeko gai dira izaera 

desberdineko ehun desberdinak sortuz. Hala nola, azaleko melanozitoak, guruin adrenal eta 

tiroideoko zelula endokrinoak, nerbio sistema periferikoa (NSP) eta garezur-aurpegiko egitura 

gehientsuak, hezur, mingain, muskulu eta nerbioak, besteak beste sor ditzakete (Shyamala et al., 

2015; Vega-Lopez et al., 2017). Izan ere, garezur-aurpegiko  egiturak NCSCs bereziz daude 

osaturik. Hodi neuralaren garapenean, neuroektodermoko ertzak batu egiten dira tolestura 

neurala gertatu ondoren. Behin, forma tubularra lortuta NCSCs-ek epitelio-mesenkima 

trantsizioa (EMT) jasaten dute, zelula ama ektomesenkimatikotan bihurtuz (ingelesez, 

ectomesenchymal stem cells, EMSCs). Beraz, NCSCs-ak, garezur-aurpegiko egiturak sortzeko 

migratzean, onezkero EMSCs-ak dira, zeintzuk hortz mamia eta lotailu periodontala bezalako 

ehun konektiboak eratuko dituzten enbrioiaren garapenean zehar (9. irudia) (Ibarretxe et al., 

2012). Ondorioz, DPSCs-ak eta goian aipaturiko beste zelula ama neuralak, NCSCs-en iturritzat 
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hartu dira, hauen GN-ko jatorri eta GN markatzaileen adierazpena kontuan hartuta (Chai et al., 

2000; Janebodin et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. irudia.  Gandor neuraleko zelulen jatorria  (Ibarretxe et al., 2012). 

 

1.2.5.4.2Beste zelula ama batzuk 

Ikerketarako zelularik erabilienak DPSCs-ak badira ere, azpimarratu beharra dago bestel 

hortz zelula ama batzuen existentzia. Hortz folikuluko zelula amak (ingelesez, dental follicle 

stem cells, DFSCs)  eta papila puntako zelula amak (ingelesez, stem cells from apical papilla, 

SCAP) aurki daitezke garapenean dauden hortz ehunetan, eta lotailu periodontaleko zelula amak 

(ingelesez, periodontal ligament stem cells, PDLSCs) eta hasieran esfoliaturiko hortz 

erorkorretako zelula amak (ingelesez, stem cells from primary exfoliated deciduous teeth, 

SHED) aurki daitezke hortz helduetan (Ibarretxe et al., 2012; Sharpe, 2016) (9. irudia).   

DFSCs: Hortz garapenean hortz-hozia inguratzen duen ehun enbrioniko ektomesenkimaletatik 

isola daitezke zelula hauek. Helduetan, DFSCs-ak irtetzeko dauden azkenaginen folikuluetatik 

lor daitezke (10. irudia, morea) (Morsczeck et al., 2005). DFSCs-ek ehun periodontalekin 

zerikusia duten zeluletara desberdintzeaz gain, beste leinu batzuetara ere bidea daitezke in vitro 

(Honda et al., 2010; Morsczeck et al., 2017). 

SCAP: Garapenean dauden hortzen sustraiak inguratzen dituen hazkuntza ratio handia duen 

populazio ektomesenkimala da. (10. irudia, horia). Normalean zelula hauek hortz 

morfogenesiaren garapenean badaude ere, SCAP- irtetzekotan dauden azkenaginetan aurki 
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daitezke helduetan (Bakopoulou et al., 2011). SCAP-ek ez dute bakarrik leinu neuraletara 

desberdintzeko abilezia erakutsi, baizik eta baita potentzial neurogeniko eta angiogenikoak 

(Nada and El Backly, 2018). 

PDLSCs: 2004.ean Seo et al.-ek DPSCs-ek dituzten hazkuntza tasa, desberdintzapen 

klonogeniko ahalmen eta markatzaile pluripotentzial antzekoak zituzten MSCs-ak  lortu zituen 

periostioko gune peribaskularretik, hauei lotailu periodontaleko zelula amak (ingelesez, 

periodontal ligament stem cells, PDLSCs) deritze (Liu et al., 2018a; Seo et al., 2004; Trubiani et 

al., 2010) (10. irudia, urdina).  

SHED: DPSCs-en antzera SHED-ak ere EMSCs-ak dira. Hazkuntza handia, oinarrizko 

markatzaile neuralen eta pluripotentzialen adierazpena eta burmuin ehun ostalarian integrazio 

eta biziraupen gaitasuna duten zelulak dira (Kerkis et al., 2006; Miura et al., 2003) (10. irudia, 

gorria). SHED-ek leinu mesenkimal (Bento et al., 2013; Sakai et al., 2010) eta leinu 

neurogenikotara desberdintzeko ahalmen azpimarragarria dute (Brar and Toor, 2012; Zhang et 

al., 2016b). Ezaugarri hauek kontuan izanez hauek EMSCs iturri bezala erabili daitezke, hala 

ere, hauen erabilera mugatua dago gizakian  eta lortu daitekeen material kantitatea gutxi da 

esfoliazio bitartean gertatzen den sustrai birxurgapena dela eta. 

 

10. irudia. Hortzetako ama zelula motak (Sharpe, 2016)-tik eraldatua. 

 

Birsortze terapia zelularretan DPSCs-ak benetan iturri erabilgarriak diren jakiteko beste zelula 

ama iturri batzuekin alderatu dira. DPSCs-ak BM-MSCs-ekin alderatu ziren lehenatariko 

lanean, desberdintzapen gaitasun eta markatzaile neural eta glial espezifiko antzekoak zituztela 

frogatu zen. Hala ere, DPSCs-ek metabolismo aktibo eta garatuagoa zutela ere ikusi zen eta 
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azkenean DPSCs-ek zelula amen ezaugarri neural eta epitelial gehiago zituztela ondorioztatu 

zen (Karaöz et al., 2011). DPSCs-eak beste MSCs iturri batzuekin konparatu ziren. Hurrengo 

lanean, UC-MSCs, odol menstrualeko zelulak eta DPSCs-eak izan ziren konparatuak.  UC-

MSCs-ek DPSCs-ek baino hazkuntza tasa handiagoa zutela erakutsi bazuten ere, DPSCs-ek 

seneszentzia txikiagoa eta desberdintzapen osteogeniko ahalmen handiago zutela ikusi zen beste 

bi mota zelularrekin konparatuta (Ren et al., 2016). Emaitza hauek hurrengo ikerketetan 

lortutako emaitzekin guztiz bat egiten dute, non hazkuntza faktoreen aktibitatea, hartzaileen 

aktibitatea eta seinale transdukzioa gain erregulatuta zuedela frogatu zen. Bestalde, UC-MSCs-

tan  hazkuntza zelularra eta erantzun immune eta angiogenesiarekin erlazionatutako geneak 

gainadierazita zeudela ikusi zuten. Beraz, UC-MSCs-en hazkuntza tasa handia, hazkuntza 

zelularraren geneen gain adierazpenarekin eta DPSCs-en seneszentzia baxua hazkuntza 

faktoreen aktibitate geneen areagotzearekin erlazionatu zitezkeen  (Kang et al., 2016). Beste 

ikerketa lan batean DPSCs, SHEDs, BM-MSCs eta fluido sinobialeko zelulak (ingelesez, 

synovial fluid cells, SFCs) arteko desberdintze ahalmena alderatu zen. BM-MSCs eta SFCs-ek 

ahalmen ostogeniko eta kondrogenikoa zuten bitartean, DPSCs eta SHEDs-ek ahalmen 

neurogeniko handiagoa erakutsi zuten. Ikerketa berdinean  SHED-ek DPSCs eta BM-MSCs-ek 

baino hazkuntza ratio handiagoa zutela ere frogatu zen (Isobe et al., 2016). Garapen jatorri 

desberdina kontuan izanda espero zen bezala SHEDs-ek DPSCs-ek baino zelula ama 

markatzaile gehiago zituzten, eta hauek baino ahalmen osteogeniko handiagoa. Gainera BM-

MSCs-ek baino osteogenesis gaitasun gutxiago erakutsi zuten, zeintzuk zelula ama markatzaile 

gutxiago ere adierazten zituzten (Aghajani et al., 2016). IPSCs-ak sindrome neurogenetikoak 

ikasteko zelula ama iturri nagusiak dira. Badago literaturan DPSCs-en birprogramazio eraginkor 

eta seguruan fokaturiko zenbait ikerketa. Izan ere, ezaguna da DPSCs zelula ama markatzaileak 

adierazten dituela oinarrizko baldintzetan inolako indukziorik gabe, beraz, zelula hauek iPSCs-

ak sortzerako orduan beste batzuk baino eraginkorragoak izan daitezkeela hipotetizatu dute 

autore batzuek (Pisal et al., 2018; Yan et al., 2010). 

 

1.2.5.4.3Serum gabeko hazkuntzak eta hortz-esferen eraketa 

Desberdintzapen tratamendu gehienek serum fetala (behi edo txahal) daramate osagarri bezala, 

zelulen ugaritze eta geruza bakar itsaskor moduko hazkuntza sustatzeko. Serumaren erabilerak 

DPSCs-eak leinu osteo/odontoblastikoetara bideratzen ditu, beraien berezko bidea jarraituz 

(Pisciotta et al., 2012; Yu et al., 2010). Horretaz aparte, elementu xenogenikoek erantzun 

immunea eta zelula transplantatuen errefusa eragin dezake terapia zelularretan (Gregory et al., 

2006; Horwitz et al., 2002). MSCs-eak zeluletan-oinarritutako produktu mediko (ZOPM) bezala 

izendatua izan zirenetik, DPSCs-eak  fabrikazio prozedura onak (FPO) betetzeko beharrezkoak 
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diren arau zorrotzen menpe prestatu behar ziren 2003/94/EC EU erregulazioak eskatzen duen 

bezala (Pacini, 2014). Serum gabeko hazkuntza inguruneen protokoloak azaldutako arazo horiek 

ekiditeko xedearekin izan dira garatuak. Ez da giza DPSCs-ekin (gDPSCs) bat-bateko 

desberdintzapen osteo/odontoblastikorik ikusi, xagu DPSCs-ekin (xDPSCs) gertatzen den 

bezala (Zainal Ariffin et al., 2013). Serum gabeko inguruneetan oinarritutako ikerketek 

gDPSCs-en bideragarritasuna eta amatasun ezaugarrien mantentzea frogatu dute baldintza 

horretan (Hirata et al., 2010). Lehen aipatu bezala GN-eko jatorriak zenbait ezaugarri berezi 

esleitzen dizkie DPSCs-ei. 

Neurosferen  in vitro eraketa neural ama/aitzindari zelularren ezaugarri berezi bat bada 

ere (Pineda et al., 2013), ez da ezustekoa beraien jatorri EMSCs kontuan hartuta , gDPSCs-ek 

hortz-esfera deituriko, neurosfera antzeko egiturak eratzeko gaitasuna izatea. Literaturan 

nolabaiteko kontraesana dago DPSCs-etatik eratorritako hortz-esferen desberdintzapen 

gaitasunaren erregulazioarekiko. Autore batzuek  hortz-esfera moduko DPSCs-ek lortutako 

aurre-biderapen osteogenikoa komentatzen dute serum gabeko baldintzetan (Bakopoulou et al., 

2017; Bonnamain et al., 2013), beste lan batzuek bitartean, DPSCs-ak zenbait egun serum 

gabeko ingurunean haztean hortz-esferek markatzaile pluripotentzialak areagotzen dituztela 

diote (Hirata et al., 2010; Lee et al., 2017; Xiao and Tsutsui, 2013). Idazle guztiak ez datoz bat 

desberdintzapen neuralean ematen den hortz-esferen eraketa denborarekin, Gervois et al.-ek 

hortz-esferak hasierako desberdintzapen alditan ematen zela zioten eta Karbanova et al.-ek , 

berriz, eraketa azkenengo faseetan ematen zela erakutsi zuten. Hala ere, biek bat egin zuten, 

beste ikerketa askorekin batera, hortz-esferen markatzaile neural desberdinen adierazpena eta 

leinu neuraletara, baita giza neurona dopaminergikotara ere, desberdintzeko gaitasunaren arteko 

loturan (Chun et al., 2016; Gervois et al., 2015a; Karbanová et al., 2011; Osathanon et al., 

2014). 

 

1.2.5.4.4DPSCs-en ezaugarri neuro-babesle eta immuno-modulatzaileak 

DPSCs-ek erakutsitako desberdintzapen pluripotentziala bezain garrantzitsua NGF 

(ingelesez, nerve growth factor), BDNF (ingelesez, brain-derived neurotrophic factor), GDNF 

(ingelesez, glial cell line derived neurotrophic factor), NT-3 (ingelesez, neurotrophin 3), VEGF 

(ingelesez, vascular endothelial growth factor) eta PDGF (ingelesez, platelet-derived growth 

factor)-en adierazpen eta jariapen gaitasuna da (Mead et al., 2014a; Sakai et al., 2012).  BM-

MSCs eta AT-MSCs-ekin alderatuta in vivo eta in vitro frogatu da faktore hauek adierazteko 

DPSCs-ek duten gaitasun handiagoa (Caseiro et al., 2016). Emaitza hauek DPSCs-ek nerbio 

sistemarekin erlazionaturiko arazoei aurre egiteko ezaugarri neuro-babesle handiagoak dituztela 

sustatzen dute. Literaturan faktore hauek duten garrantzia zabalki deskribatu da. Adibidez, 
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zenbait taldek faktore trofikoen onurak jorratu dituzte, i) neuro-endekapenaren hasierako fasetan 

ematen den apoptosi neural eta neurona sentsorialen biziraupenean (Nosrat et al., 2001) edota ii) 

axoi hazkuntza inhibitzaileen presentzian axoi birsortzearen sustapenean (Arthur et al., 2009; 

Kolar et al., 2017) bizkarrezur-muineko lesio (BEML) eredutan. DPSCs-ek babes zelular zuzen 

eta zeharkakoa eman zuten lesio iskemikoa astrozitoen eredu esperimentalean  (Song et al., 

2017). 

Faktore trofikoen jariapenaz haratago, faktore immuno-modulatzaile eta hantura-

kontrako faktoreen garrantzia ondo dokumentatua izan da DPSCs-tan-oinarritutako ehun 

birsortze entseiutan. DPSCs-ek interleukina-8 (IL-8), interleukina-6 (IL-6), eta TGF- β bitarteko 

Toll-moduko hartzaile (TLR) 4,TGF-β, HHF eta indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) adieraz 

ditzaketela ere izan da argitaratua  (Bianco et al., 2016; Özdemir et al., 2016; Tomic et al., 

2011). TGF-β, HHF eta IDO-a T zelulen eta odol periferikoko zelula nukleo-bakarren 

aktibazioa zapaldu dezakete, erantzun immune alogenikoa inhibituz (Kwack et al., 2017; Sugita 

et al., 2015). Gainera, IL-8-ak axoien osotasuna kontserba dezakela ikusi da BEML istripu 

lesioan (He et al., 2013). T zelulak DPSCs-ekin batera ereitean giza leukozito antigeno-G, 

baskular itsaspen-1 molekula, zelula barneko itsaspen-1molekula, IL-6, TGF-β, HHF, eta IL-10 

jariapena ekarri zuen. Are gehiago, IL-2 elementu hanturazlea, IL-6 hartzailea, IL-12, IL-17A 

eta tumore nekrosi-α faktorea (TNF-α) zitokinak azpi-erregulatuak izan ziren (Demircan et al., 

2011), T zelulen hazkuntza maila %90 jaistearekin batera (Pierdomenico et al., 2005). Beste 

ikerketa batean, DPSCs-ek izugarrizko eragin modulatzailea zutela frogatu zen 

CD4+CD25+FoxP3+ T zelula erregulatzaileen kantitatea areagotzen. Laburbilduz, efektu 

immuno-modulatzaile hauek zelula ama terapia autogeniko eta alogenikoa seguru eta 

eraginkorrak lortzeko giltza izan daiteke. 

 

1.2.5.4.5DPSCs-en desberdintzapena 

DPSCs-en izaera EMSC-a kontuan izanik, ez da arraroa adipocito, kondroblasto eta 

osteo/odontoblasto ehun konektibo berezietako zeluletan desberdintzeko erakutsitako 

erraztasuna (Gronthos et al., 2002; Kawashima, 2012). Hala ere, honezkero hainbat aldiz aipatu 

den bezala, DPSCs-ek hiru hozi-geruzatako zelulak lortzeko ahalmena erakutsi badute ere, 

gutxienez bi hozi-geruzatako zeluletara desberdintzeko erraztasuna esleitzen die izaera berezi 

honek . 
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11. irudia. DPSCs derived cell types (Ibarretxe et al., 2012) 

Ektodermoa: Beste MSCs batzuekin alderatuz DPSCs-ek dituzten abantailarik 

garrantzitsuenak, in vitro neurona funtzional bihurtzea errazten duten GN jatorria eta oinarrizko 

ezaugarri neuralak dira. Azken urteotan, desberdintzapen neuralentzako protokolo asko garatu 

dira. Fibroblastoen hazkuntza faktorea (bFGF), hazkuntza faktore epidermala (EGF), NGF, 

BDNF, GDNF, sonic hedgehog, NT-3, azido erretinoikoa (RA), forskolina eta heparina 

bezalako hazkuntza faktore, neurotrofina eta beste molekula txiki batzuk ezinbestekoak dira 

desberdintzapen neuro-induzitzailetan ingurunetan. B27, ITSx, amino azido ez esentzialak eta 

N2 hazkuntza osagarriak ere maiz erabili dira protokolo hauetan (Arthur et al., 2008; Chang et 

al., 2014; Gervois et al., 2015; Kanafi et al., 2014; Király et al., 2011; Osathanon et al., 2014; 

Xiao and Tsutsui, 2013; Zhang et al., 2017) (11eta 12. irudiak). 

Orain aipatutako lanetan eta 1.3.4.3 atalean (Serum gabeko hazkuntzak eta hortz-esferen 

eraketa) aipatutako lan gehienek hortz-esferen eraketa desberdintzapen neuralaren beharrezko 

pausu bat bezala hartzen dute. Badaude zenbait talde, berriz, pausu hau saltatzen dutela. 

Inguruneko faktore endogenoak eta pausu anitzeko potrokolo induzitzaileak erabiliz, azpi-leinu 

motore eta dopaminergiko neuronal bereziak lortu zituzten (Chang et al., 2014; Gnanasegaran et 

al., 2018; Kanafi et al., 2014). BDNF, NT-3 eta GDNF erabiliz  gongoil espiraleko neurona-

modukotara ere izan ziren desberdinduak DPSCs-ak (Gonmanee et al., 2018). 
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NeuN, MAP-2, DCX eta itsaspen molekula neuralak bezalako, desberdintzapen neurala 

berresteko erabili diren ezaugarri ohikoak albo batera utzita, zenbait ikerketek entsaio 

elektrofisiologikoak egin zituzten DPSCs-en desberdintzapen neuralaren funtzionaltasuna 

sakonago aztertzeko xedearekin. Oraindik ez denez DPSCs-etatik eratorritako neuronen ekintza 

potentzialik inoiz ikusi, ez dago batere argi ea neurona heldu funtzionalik lortzeko protokolo 

eraginkorrik badagoen, hala ere, boltai menpeko sodio eta potasio kanal funtzionalak deskribatu 

dira DPSCs-etan (Arthur et al., 2008; Gervois et al., 2015a; Király et al., 2009). 

DPSCs-eak ere desberdindu daitezke zelula glial edo aitzindarietara. xDPSCs-en 

desberdintzapen oligodendrozitikoa hortz mamiko heterogeneitate klonala azaltzeko erabili zen, 

non bakarrik Nestina positiboak zirenak jasan zuten desberdintzapena (Young et al., 2016). 

Genetikoki eraldatutako gDPSCs-ak oligodendrozito aitzindaritan bihurtzen ziren Olig2 genea 

gain adierazi ondoren (Askari et al., 2014). Gainera, Martens et al. DPSCs-ak, I. motako 

kolagenoz egindako 3D hidrogeletan axoiak mielinizatzeko gai ziren Schwannen zelula 

funtzionaletara desberdintzeko gai izan ziren (Martens et al., 2014). 

Mesodermoa: DPSCs-ak MSCs kontsideratzeko TZIE-ek eskatutako ezaugarrietako bat 

osteoblasto, adipozito eta kondroblastotara desberdintzeko ahalmena da (Dominici et al., 2006). 

Desberdintzapen osteogenikoa ondo dokumentatua izan da zenbait ikerketa lanetan. 

Beste desberdintzapen protokoloekin gertatzen den bezala, osteo-desberdintzapenak ere errezeta 

gehienetan errepikatzen diren osagarriak behar ditu. Dexametasona, L-azido askorbikoa eta β-

glizerol fosfatoa beharrezkoak dira DPSCs-etatik eratorritako fosfatasa alkalinoa, I. motako 

kolagenoa, osteokalzina, osteonektina, osteopontina, osterix eta runt-ekin erlazionatutako 2. 

transkripzio faktorea  (RUNX2) adierazten dituzten osteoblasto-moduko zelulak lortzeko (Ajlan 

et al., 2015; Atari et al., 2012a; Bhuptani and Patravale, 2016; Goto et al., 2016; Riccio et al., 

2010). Hain zuzen ere RUNX2 errregulatzaile osteo/odontoblastiko garrantzitsuenetarikoa da. 

Honek osteoblastoen gene adierazpena eta mineralizazioa aktibatzen ditu desberdintzapen 

osteoblastikoare hasierako faseetan (Vimalraj et al., 2015; Xu et al., 2015b). Gainera, RUNX2-k 

potentzial odontoblastikoaren arduradu du dentina sialofosfoproteina (DSPP)  aktibatuz , zeinek 

dentina sialoproteina eta fosfoproteína kodifikatzen dituen (Han et al., 2014). DSPP eta dentina 

matrizearen 1  proteina (DMP1)-ren adierazpenaren gain-erregulazioa eta fosfatasa alkalinoaren 

aktibitatearen areagotzea desberdintzapen odontoblastikoaren ezaugarriak dira (Abuarqoub et 

al., 2015; Paduano et al., 2016). 

DPSCSs-en desberdintzapena adipogenikoa intsulina, dexametasona eta 3-isobutil-1-

metilxantina (IBMX) daramatzan ingurune induktiboak erabiliz lor daiteke. Bai O tanta 

lipidikoen tindaketa, zein peroxisoma ugaritzaileak aktibatutako γ hartzailearen, 4. motako 

glukosa garraiatzailearen, gantz azido lotzaileen 4. proteinaren eta lipoproteina lipasa 
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markatzaile adipogenikoen adierazpena beharrezkoa da desberdintzapena berresteko (Grottkau 

et al., 2010; Lee et al., 2015; Zhang et al., 2006). 

Desberdintzapen kondroblastikoa ITSx, dexametasona, L-azido askorbikoa, L-prolina , 

sodio pirubatoa eta TGF-β3-rekin osatutako ingurune induktiboa erabiliz lortu daiteke (Hilkens 

et al., 2013; Jang et al., 2016; Nemeth et al., 2014). TGF-β proteina superfamiliak erantzukizun 

galanta dauka kondrogenesiaren fase garrantzitsutan, kartilagoko desberdintze/de-desberdintze 

aktibitatetan erregulatzaile izanik (Dexheimer et al., 2016). 

DPSCs-ak zelula mota ez ohikotara desberdintzeko gai dira, kardiomiozito (Ferro et al., 

2012) eta muskulu leuneko zeluletara (Song et al., 2016), adibidez. Zelula endotelialak 

gutxienez 30 egunez BSF %20-an zuen a-MEM-an hazita lortu ziren DPSCs-tatik  (d’Aquino et 

al., 2007). Marchionni et al.-ek ere DPSCs-ak, BSF %2-a eta 50 ng/ml VEGF-rekin ornitutako 

DMEM ingurunean 7 egunez hazita lortu zituen zelula endotelialak (Marchionni et al., 2009) 

(11 eta 12. irudiak). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12. irudia. DPSCs-tatik eratorritako hiru hozi-geruzatako zelula mota desberdinak (Anitua et al., 2018) 

 

Endodermoa:  Orain dela urte batzuk uste zenaren aurka, DPSCs-tatik ez dira bakarrik leinu 

ektodermiko eta mesodermikoko zelulak lortzen. Ikerketa berriek DPSCs-en gaitasun 

pluripotentziala aztertu dute, honi buruzko zalantzak argituz. Azkeneko bost urtetan, zelula 

hauek duten malgutasun zelularra frogatu da, leinu endodermaleko zeluletara desberdintzeko 
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gaitasuna erakutsi ostean (12. irudia). DPSCs-en desberdintzapen hepatikoa markatzaile hepato 

espezifikoen adierazpenarekin berretsi da. Desberdintzapen hepatikoa aztertu zuten ikerketak 

serum gabeko edo serum gutxiko (%1-%2) kontzentrazioak zituzten inguruneak gutxienez 

hurrengo elementuetatik; HHF, ITSx, dexametasona eta M onkostatina, bi-rekin konbinatuz 

burutu ziren (Chen et al., 2016; Ferro et al., 2012; Han et al., 2017; Ishkitiev et al., 2012). 

DPSCs-tatik zelula pankreatikotara desberdintzea ere ikusi da. Lortutako zelulek intsulina, 

glukagoia, somatostatina eta polipeptido pankreatikoa produzitu zezaketen markatzaile 

pankreatikoen adierazpenaren areagotzearekin batera. Ishkitiev et al.-ek CD117+ zelulak 

desberdintzapen pankreatikoa jasateko zelula aproposenak zirela erakutsi zuten. Yagi Mendoza 

et al.-ek, berriz, desberdintzapen pankreatikoan PI3K/AKT eta WNT-ek jokatzen duten paper 

garrantzitsua argitu zuten, Carnevale et al.-ek desberdintzapena 7. egunean  hasten zela ikusi 

zuten bitartean (Carnevale et al., 2013; Ishkitiev et al., 2013; Yagi Mendoza et al., 2018). 

 

1.2.5.4.6DPSCs-tan oinarritutako birsortze terapiak  

Desberdintzapen ahalmenetik at, DPSCs-en ezaugarri angiogeniko, immuno-

modulatzaile eta neuro-babesleak hartu behar dira kontutan (Luo et al., 2018). Bereizgarri guzti 

hauek DPSCs-ak birsortze terapiatan erabiltzeko iturri aproposenean bihurtzen ditu, zehazki 

nerbio ehun birsortzean NSP-koarekin partekatutako NC jatorria kontuan hartuta. Gainera, 

baskulogenesia garrantzitsua izan liteke ehun birsorkuntzan, elikagai eta oxigenoa zuzkituz 

ehun gune minduei (13.irudia). 

13. irudia. DPSCs eta aldamio egiturak nerbio sitemako gaixotasunetan erabiltzeko (Luo et al., 2018). 
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1.2.5.4.6.1DPSCs bitarteko baskulogenesia eta angiogenesia 

Baskulogenesisaeta angiogenesia garapen enbrionarioan zehar sare baskular osatzeko 

beharrezkoak diren prozesuak dira. Bi termino hauek askotan sinonimo bezala erabili badira ere, 

baskulogenesia odol hodi berrien de novo eraketa da angiogenesia existitzen ziren hodietatik 

odol hodi berrien eratzea den bitartean. Zein baino zein beharrezkoak dira ehun eta organoek 

beharrezkoak duten odol hornitzea lortzeko hauen funtzionamendu normala mantentzeko 

(Patan, 2004). Faktore trofiko angiogenikoak dira odol hodi berrien sortzearen erantzule 

(Carmeliet, 2000). MSCs gehienek bezala, DPSCs-ek ere hurrengo faktore angiogenikoak jaria 

ditzakete; kolonia-kitzikatzaile faktorea, interleukina-8, angiogenina, endotelina-1, 

angiopoietina-1, eta intsulina-bezalako hazkuntza faktorearen-3 proteína lotzailea (Bronckaers 

et al., 2013; Ratajczak et al., 2016). VEGF, PDGF, bFGF, eta NGF hazkuntza faktore 

estimulatzaileak (Mead et al., 2014a; Tran-Hung et al., 2008) jariatzearekin batera, DPSCs-ek 

zelula endotelialen biziraupena, hazkuntza eta tubulogenesia eragin dezakete (Tran-Hung et al., 

2006). Are gehiago, Bronckaers et al.-ek zelula endotelialen migrazio eta baskulogenesia 

PI3K/AKT eta MEK/ERK bideen aktibazio bitartez ematen zela aurkitu zuten. DPSCs-en 

desberdintzapen endotelial ahalmena eta faktore angiogeniko eta estimulatzaileen adierazpena 

kontuan hartuta, zelula hauek angiogenesi terapeutiko eragin dezakete (Psaltis et al., 2008). 

Jada 1999.an Takahashi et al.-ek zelula ama eta EPCs-ak erabili zituzten iskemia 

gaixotasuna sendatzeko (Takahashi et al., 1999). Beranduago, 2008.urtean, arratoiaren DPSCs-

ak miokardioko infartu (MI) ereduan transplantatu ziren. Odol hodi berrien eraketa eta 

funtzionamendu hobetu eta infartatutako gunea txikitu zen DPSCs-en presentziaren eraginez 

(Gandia et al., 2008). Hiru urte beranduago, cd31-/cd146- DPSCs-ak burmuineko iskemia 

fokatuko arratoi ereduan txertatu ziren, baskulogenesia areagotzea eta burmuineko iskemia 

lesioa txikitzea lortu zuten MCAO eredu horretan (Sugiyama et al., 2011). gDPSCs-tan 

oinarritutako ikasketa gutxietako batek arratoien burmuin lesio-osteko sendatzean DPSCs-ek 

duten efektu parakrinoak garrantzia iradokitzen du, ordezkapenean ez oinarritutako terapia 

garrantzia emanez (Leong et al., 2012). DPSCs-ak HUVECs-ekin konbinatzean mikro-hodien 

eraketa erakutsi zuten, DPSCs-ek  in vivo angiogenesian zelula peribaskular bezala jokatu 

zezaketela iradoki zutelarik (Nam et al., 2017). Orain dela gutxi, 3D inprimagailu teknika erabili 

zen dentina/mami egitura baskularizatua sortzeko (Hilkens et al., 2017). 

 

1.2.5.4.6.2DPSCs bitarteko birsortze neurala 

Pazientek eta beraien gertukoek jasandako gizarte, ekonomiko eta dependentzia zamek 

terapia neuro-birsortzaileak ikerketa lehentasuna izan dute. NSCs-en erabilera ezinbestekoa izan 
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beharko litzateke nerbio ehun birsortze terapietan, baina, bai organismo helduan aurkezten duen 

intzidentzia txikiak zein eskuragarritasun zailak, ikertzaileak zelula ama berrien iturriak 

aurkitzera bultzatu ditu. Dagoen kantitate handia eta eskuragarritasun erlatiboki errazak, MSCs-

ak NSCs-ek utzitako lekua betetzeko hautagai aproposean bilakatzen ditu (Kerkis et al., 2006; 

Kim et al., 2012). Alabaina, MSCs guztiak ez dira aproposak helburu hortarako, izan ere, 

DPSCs-ek beharrezko ezaugarriak azaltzen dituzte, besteak beste, markatzaile pluripotentzial 

enbrionikoak eta zelula ama neuralen markatzaileak, GN jatorria, desberdintzapen neurala 

lortzeko gaitasuna eta paziente beretik lortu daitezke inolako esku-hartze mingarririk gabe. 

DPSCs-ak beste MSCs-ak bezain kantitate haundian ez badaude ere, hauek ugaritze tasa 

handiak dituzte (Gronthos et al., 2000). Pazienteen zelula propioak erabiliz  terapia autologoetan 

erabiltzeko nerbio ehunean larria izan daitekeen erreakzio immunea ekidin daiteke. Ikerketa 

asko egin dira nerbio sistema zentralean (NSZ) eta nerbio sistema periferikoan (NSP). Haietako 

batzuk zelula-zelula ordezkapenean daude oinarriturik baina orokorrean, sekretoman 

oinarrituriko terapia zelularrak dira. 

 

1.2.5.4.6.2.1Nerbio Sistema zentrala (NSZ) 

Nerbio sistema zentrala inguruneko seinaleak jaso eta hauei eman beharreko erantzunak 

kontrolatu eta koordinatzen dituen organoa da. Hau burmuina eta bizkarrezur muinaz dago 

osaturik. Jadanik erabili dira zelula amak NSZ-ko gaixotasunen terapietan (Tatullo et al., 2015; 

Varga and Gerber, 2014). Aitzindari zelularren populazio urriak (Mead et al., 2017), mielinari 

lotutako hazkuntza faktore inhibitzaileek (Geoffroy and Zheng, 2014) eta orban glialaren 

eraketak (Stichel and Müller, 1998), erasoen aurrean NSZ-ak duen birsortze eta sendatze asko 

ahultzen dute. 

-Gaixotasun neuro-endekatzaileak: Azlheimerren (AG) eta Parkinsonen gaixotasunak (PG), 

zahartzaroari loturiko lehenengo eta bigarren gaixotasun ohikoenak dira, hurrenez-hurren. Biak 

oso ikasiak izan dira eta DPSCs-etan oinarrituriko zenbait terapia argitaratu dira azkenengo 

urteetan (Apel et al., 2009). Zelula barneko neuro-zuntzen desantolakuntzak, galtze neuronalak 

eta peptide disolbaezinen metaketek sortzen dute AG-a. Aldaketa fisiologiko hauek 

sintomatologia ezagun bat eragiten dute; memoria galtzea, hutsegite kognitiboak eta hizkuntza  

akatsak, besteak veste (Huang and Mucke, 2012). DPSCs-tan oinarrituriko terapia zelularrek 

izaera defizit eta akats fisiologikoetan dituzten onurak  erakusteko in vivo eta in vitro AG 

ereduak erabili izan dira (Apel et al., 2009; Shin et al., 2014). Beste AG eredu batzuk ere izan 

dira erabiliak. Horrela, azido okadaikoak eragindako AG-a DPSCs-ek sustatutako birsortze 

neuronal, mikrotubuluen egonkortasunaren babesa eta egitura zitoeskeletikoaren mantentzearen 

bitartez sendatu zen (Wang et al., 2017a). Bi ikerketek DPSCs-ek erakutsitako VEGF, 
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fraktalkina, RANTES, eta fms-ri lotutako tirosina 3 kinasen jariapen handiak, beta amiloide 

(Aβ) peptidoak bideratutako apoptosi eta zitotoxikotasunaren aurrean duen babespen ahalmena 

frogatu zuten (Ahmed et al., 2016; Mita et al., 2015). 

 DPSCs-ak oso erabiliak izan dira neurona dopaminergikoak (DA) lortzeko in vitro 

(Chang et al., 2014; Gnanasegaran et al., 2018; Kanafi et al., 2014). PD-aren neuroendekapen 

jarraituak bide nigrostriatal-eko neurona DA-en galera dakar. Galtze honek bradykinesia, 

muskulu gogortzea, dardara eta ez-egonkortasun postural eragiten du pazienteetan (Dauer and 

Przedborski, 2003).  NSZ-ko beste gaixotasun batzuetan deskribatu den bezala, DPSCs-ek 

hantura kontrako aktibitatea ezinbestekoa da ehun sendaketan. Horrela, MPTP bitartez 

eragindako zahartze-PG xagu ereduan, jokabide hutsegitea sendatzea eta neurona DA-en 

funtzioen leheneratzea lortu zen. Hau IL2, IL4, eta TNF-β hanturaren aurkako faktoreen 

gainerregulazioaren eta IL-1α, IL- 1β, IL6, IL8, eta TNF-α hantura eragiten duten faktoreen 

jariapenaren murrizketaren bitartez lortu zen (Gnanasegaran et al., 2017a). In vitro ikusitako 

beste kasu batean MPTP-ri lotutako eskasiak DPSCs-en neuro-immunomodulazioari esker 

murriztu ziren (Gnanasegaran et al., 2017b). 6-hidroxidopamina (6-OHDA) bidez sortutako PG 

eredua DPSCs-ek sustatutako neurona DA biziraupenari esker in vitro (Chun et al., 2016; 

Nosrat et al., 2004) eta in vivo (Fujii et al., 2015) izan ziren konponduak. 

-Garuneko hodietako istripua edo istripu zerebrobaskularra: Garuneko odol horniduraren 

murrizketa edo etena da, garun heriotza, luzaroko ezintasuna edota heriotza sortu ditzake 

burmuin ehuneko gabezi honek (Sughrue et al., 2004). Afekzio honekiko interesa oso handia da, 

mundu osoko prebenitu daitekeen heriotza kausen artean 2. zergatia zen eta produkzio galeraren 

kausen artean 4. zergatia zen 2012.urtean (Kuklina et al., 2012). Luzaroan gosetean egon den 

burmuinak jasandako kalteak atzeraezinak izan daitezke. Gainera, ez daude oso terapia 

eraginkorrik oraindik (Hossmann, 2006). Gaur egun, terapia zelularretan zelula amen erabilerak 

baikortzat hartu daitezke erakutsitako ezaugarri bereziak begiratuta (Lemmens and Steinberg, 

2013).  DPSCs-en erabilerari dagokionez, zenbait in vivo lanek DPSCs-en eraginkortasun 

terapeutikoa frogatu zuten MCAO jasandako arratoien gune iskemikoetan zelula hauek 

txertatuz. Eragina bai DA neuronen zelula-zelula ordezkapenri  (Yang et al., 2009) zein jariapen 

trofikoari esker lortu zen (Sugiyama et al., 2011). Orain dela gutxi argitaratutako ikerketa batek, 

zain barnetik arratoi DPSCs-ak BDNF-rekin batera MCAO arratoi eredutan administratzean, 

bakarrik txertatutako BDNF edo DPSCs alderatuz funtzio neurologikoak errazago berreskuratu 

ditzaketela frogatu du (Zhang et al., 2018b). Faktore trofiko eta hantura-kontrako faktoreen 

jariapenaren garrantzia erakutsi zuten Song et al.-ek, DPSCs-ak zein DPSC-etatik eratorritako 

medio baldintzatua oxigeno-glukosa depribazioz (OGD) sortutako iskemia in vitro eredu batean 

giza astrozitoen zito-babespenean frogatuz (Song et al., 2015). 
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-BEML: Honek, lesion gunearen eta larritasunaren arabera gorputzaren kontrol motorea eta 

sentsorialaren galera eragin dezake. 2018.urtean 250 000 eta 500 000 bitarteko pertsona 

kopuruak jasan zuen lesio hau munduko osasun elkartearen (MOE) arabera. BEML bi 

denboraldi fisiopatologiko independienteta bana daiteke. Lehenengoak nerbio ehun eta ehun 

baskularraren suntsipena hartzen du kontutan eta bigarrenak, neuro-hanturari loturiko 

erantzunak eragiten ditu, hala nola, apoptosia, estres oxidatiboa, orban glialaren eraketa eta 

zitotoxizitatea (Jiang et al., 2014). GN-eko jatorriak eta ezaugarri ektomesenkimalek oso 

erabilgarri bihurtu dituzte DPSCs-ak BEML terapietan. DPSCs-ak hasierako ehun suntsipena 

murrizteko zelula iturri berria dira hauek duten desberdintzapen neuronal eta oligodendrozitikoa 

ahalmenari esker (Yamamoto et al., 2014a, 2014b). Era berean, DPSCs-ak ondorengo hantura 

prozesua eraso dezake, IL-1β-rekin, ras homologoaren gene familiako kidea (Rhoa), loturiko 

nekrosi hemorragiko jarraia murriztuz eta sulfonil-urea 1 hartzailea (SUR1) adieraziz, zeinek 

birsortze axonala eragiten duen faktore neurotrofikoen produkzioa eraginez (Nosrat et al., 2001; 

Yang et al., 2017). DPSCs-ak kitosanarekin bateratzean, BEML-ren erruz eragindako zelula 

apoptosia ekiditu eta motore funtzionala berreskuratu daiteke (Zhang et al., 2016a). 

-Erretinako Kaltea: Fotohartzaileak, zelula bipolarrak eta erretinako gongoil zelula (ingelesez, 

retinal ganglion cells, RGCs)  eratzen dute erretina (Ramsden et al., 2013). Zenbait gaitzek 

eragin dezakete erretinako lesioak, besteak beste, neuropatia optiko traumatikoa (ingelesez, 

traumatic optic neuropathy, TON) eta RGCs-en endekapen glaukoma kaltegarriak (Munemasa 

and Kitaoka, 2015). Hazkuntza faktore neurotrofikoen produkzio urriak eta hazkuntza 

axonalaren molekula inhibitzaileek erretinaren birsorkuntza ekiditen dute (Berry et al., 2008). 

Horren aurka, DPSCs-ek pazientearen beraren erretinako neuronen biziraupena eragiteko 

faktoreak jaria ditzakete eta DPSCs-ak RGCs-moduko (Roozafzoon et al., 2015) zeluletan eta 

fotohartzailetan (Bray et al., 2014)  desberdin daitezke in vivo. Izan ere, Mead et al.-ek  arratoi 

eredu baten nerbio optikoaren lesioa eta gero gorputz beirakaran txertatutako DPSCs-ek  NGF, 

BDNF eta NT-3 bidezko berreskuratzea eragin zutela frogatu zuten RGCs-en neuro-

babespenarekin batera (Mead et al., 2013). Haratago joanda, DPSCs-ak gorputz beirakaran 

transplantatu eta ondoren 35 egunez murriztu zen glaukoma, RGCs-en heriotza eragotziz (Mead 

et al., 2016). 

1.2.5.4.6.2.2Nerbio sistema periferikoa (NSP) 

Nerbio kranialek, III-tik XII-ra, eta goi zein behe adarrak hornitzen dituzten nerbioek 

osatzen dute NPS-a. Hauek SNZ, gorputz adarra eta organoen arteko lotailu bezala jokatzen 

dute (Catala and Kubis, 2013). Nerbio periferikoko gaixotasun eta lesioak ezgaitasun fisiko eta 

min neuropatikotan eratortzen dira. Nerbio amaierako jostea, ehun txertaketa eta hazkuntza 

estimulazio terapiak dira tratamendu kliniko ohikoenak (Battiston et al., 2005; Matsuyama et 
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al., 2000; Pfister et al., 2011).  Nerbioko txertaketa autologoa nerbio periferiko luzeko 

hutsegiteak sendatzeko urre-patroia da (Tamaki et al., 2016). Auto-txertaketarekin zerikusia 

duten desabantailek, nerbio emaile eskuragarritasuna eta hutsegite morfometrikoak nerbio ehun 

ingeniaritza eta zelula ama terapiak bateratuz konpon daitezke (Pereira et al., 2014). Sasaki et 

al.-ek aurpegiko nerbio minduaren birsortze funtzionala lortu zuten DPSCs-ak erabiliz (Sasaki 

et al., 2011). Antzerako beste bi ikerketek DPSCs-tatik eratorritako Schwannen zelula-moduko 

zelulez beteriko kolagenozko hodiak erabiliz, nerbio ziatikoaren birsortzea lortu zuten (Martens 

et al., 2014; Sanen et al., 2017). Genetikoki eraldatutako DPSCs-ek, oligodendrozito funtzional 

bezala jokatu zuten in vitro  eta nerbio periferikoaren konponketa sustatu zuten xagu ereduan 

(Askari et al., 2015). 
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Analisi estatistikoak 

Emaitza guztiak batezbesteko ± errore estandar bezala daude aurkeztuak. Alderaketa 

estatistikoak Mann Whitney U-ren testa, Student-en t-testa, Dunn-en post-hoc testarekin 

ostatutako Kruskal Wallis testa, edota Bonferroni eta Scheffe post-hoc probekin osatutako bide 

bakarreko ANOVA erabiliz egin ziren. Estatistika IBM SPSS Statistics v.22 programa erabiliz 

egin zen. Esangura estatistikoa *p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001-tzat hartu da. Esperimentu 

independente kopurua atal bakoitzean dago adierazia. 

Animaliak eta zelula txertaketak 

c57bl6 xaguen kumaldi  odolkide Nestina-GFP eta Swissnu/un timo-gabeak giza eta xagu 

zelulen txertaketetan hostalari bezala erabiltzeko izan ziren erabiliak. Ugaritzen fase aktiboan 

zeuden  Nestina-GFP neurosferak edo DPSCs hortz-esferak bereizi eta Neurocult serum-gabeko 

ingurunean jaso ziren. 500.000 zelula/ µl-ko kontzentrazioko 2 µl injektatu ziren (0.5 µL/min)  

aldebakarreko hurrengo koordenadetan (bregmatik aterata): AP = −1.9, L = −1.2, eta DV = −2 

eta −2.1. Zelula transplantea 33G-ko orraztun (Hamilton, Bonaduz, Suitza) 10 µl-ko Hamilton 

xiringari loturiko animali txikientzako aparatu estereotaxikoa erabiliz burutu zen. Prozedura 

kirurgiko guztiak ketamina (75 mg/kg, Imalgen; Merial,Lyon, France) eta medetomidina (1 

mg/kg, Domitor; Pfizer, Paris, France)-dun anestesia erabiliz egin ziren. Operazio ostean, 

astebetez parazetamola (1.64 mg/mLDoliprane; Sanofi, France) eman zitzaien edariarekin 

batera.  Animaliak ur eta janariarekin ad libitum egon ziren kolonia isolatzaile gune berezietan. 

Hemen 19–22 Cº-ko tenperatura egonkorra eta %40-50-eko hezetasuna zuten 12:12 orduko 

argi/ilun zikloekin batera. Animali esperimentuak azaroaren 24-ko, 1986 (86/609/EEC) 

Komunitateen Kontseiluaren Zuzentarauak esandakoarekin bat egin zuten eta eskudun aginteak 

(Bizkaiko Foru Aldundiak) onartuak izan ziren. 

 

Alizarina Gorria  

Hazkuntzan hiru aste izan eta gero, zelulaz kanpoko hezur matrize metaketa kaltzikikatuak 

tindatu ziren Alizarina gorria erabiliz.gDPSCs-ak 30 minutuz izan ziren fixatuak %10 

formalinarekin (#F7503, Sigma, St. Louis, MO, AEB).  Ondoren uretatik pasatu eta 4.3-ko Ph-

dun 2 g/100 ml  Alizarina S gorrian murgildu genuen 45 minutuz (#400480250, Fisher 

Scientific, Hampton, Nou Hampshire, AEB). Azkenik, PBS-rekin 5 minutuko 3 garbiketa egin 

ondoren, Alizarina gorriaren absorbantzia 450 nm neurtu zen Synergy HT Multi-Mode 

Microplate Reader (Biotek,Winooski, Vermont, AEB) irakurlean. 
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Fluxu zitometria 

Miloi erdi DPSCs entzimatikoki bereiziak CD90-FITC 1:50 (Biolegend, San Diego, 

California, AEB), CD105-PE 1:50 (eBioscience,Waltham, Massachusetts, AEB), CD73-APC 

1:50 (eBioscience,Waltham, Massachusetts, AEB), CD45-APC 1:50 (Biolegend, San Diego, 

California, AEB) edo IgG2a κ Isotype control (Biolegend, San Diego, California ,AEB) 

gehitutako %0.15 BSA-dun PBS soluzioan 40 minutuz izotzetan inkubatu ziren. Ondoren, 

DPSCs-ak % 0.15 BSA-dun PBS-arekin garbitu eta zelulak % 0.15 BSA-dun PBS 300 µl-tan 

bersuspenditu ziren berriro.  Hauek, Beckman Coulter Gallios (Beckman Coulter Life Sciences, 

Indianapolis, AEB) FACS.-a izan zen zelula markatuak kontatzeko eta hauen balioak 

erakusteko arduraduna. Flowing Software 2.5 (University of Turku, Finlandia) erabili zen 

analisiak egiteko. 

gDPSC-en isolamendu eta hazkuntza  

 gDPSCs-ak giza 15 eta 40 urte bitarteko emaile osasuntsuen hirugarren haginetatik izan 

ziren isolatuak, zeintzuk kontsentimendu informatua eman zuten. Hortzak mekanikoki apurtuak 

izan ziren eta hortz mamia entzimatikoki digeritua. Horretarako hortz mamiak 3 mg/ml 

kolagenasa eta 4 mg/ml dispasarekin (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, AEB) 

izan ziren tratatuak ordu batez 37Cº-tan. 5 minutuz 15000 rpm-tara zentrifugatu eta gero, 

zelulak mekanikoki disoziatuak izan ziren 18G-ko orratz batekin (BD Microlance). 

DMEM+ %10 BSF: DPSCs-ak  2 mM L-glutamina (Sigma, St. Louis, MO, AEB), penizilina 

100 U/ml + estreptomizina antibiotikoak 150 µg/ml (Gibco, Karlsruhe, Alemania).eta  

inaktibatutako %10-BSF-rekin osatutako DMEM (ingelesez, Dulbecco’s modified Eagle´s 

medium, Lonza, Basel, Suitza)-ean hazi ziren. Hazkuntza medio hau 2-3 egunero aldatzen da, 

eta 3 hilabete manten daitezke zelulak egoera optimoan, 6 pasetara helduz. Zelulen ugaritze eta 

manteinu aproposa bermatzeko ingurune aproposa da hau. 

StemPro MSC SFM™ : Behin %10+DMEM hazkuntza konfluente dagoela, gDPSCs-ak STP 

deritzon, ondo definitutako hazkuntza ingurune  batean hazi ziren aste betez. Hau, StemPro 

MSC SFM osagarria (Gibco, Karlsruhe, Alemania) 9:1 erlazioan eta penizilina 100 U/ml eta  

estreptomizina 150 µg/ml (Gibco, Karlsruhe, Alemania) gehituaz osatzen da.  Mesenkimako 

zelula amentzako hazkuntza ingurune berezia da. 

StemPro MSC SFM™ + DBDNF/NT3: STP ingurunean aste betez egon ostean, hau STP+NTF2 

medioarekin ordezkatu zen. Honen formulazioa, goian aipatutako STP-ri 500 ng/ml BDNF 
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(Peprotech, London, EB) eta  20 ng/ml NT-3 (Peprotech, London, EB) gehitzean datza. Zelulak 

7 egunez usten dira gehienez medio honetan hasten. 

 

Neurocult™ hazkuntzarako ingurunea: DPSCs-ak hasierako digestio entzimatikoa izan eta 

berehala jartzen dira ingurune honetan. Hemen sortutako hortz-esferek auto-berritze ahalmena 

erakusten dute pase bakoitzean, ugaritzerako ingurune aproposa da hau. Giza Neurocult™ NS-

A oinarrizko ingurunea (cat# 05750, Stem Cell Technologies, Vancouver, Kanada)  eta 

Neurocult™ ugaritze osagarria 9:1 erlazioan (cat# 05753, Stem Cell Technologies, Vancouver, 

Kanada), Heparina 2 µg/ml soluzioarekin  (cat# 07980, Stem Cell Technologies, Vancouver, 

Kanada), bitA gabeko B27-arekin (Thermofisher, Waltham, Massachusetts, aeb), 20 ng/ml 

EGF-rekin eta  10 ng/ml FGFb-rekin (Peprotech, London, UK) elkartzean giza Neurocult 

hazkuntza ingurunea lortzen da. 

gDPSCs desberdintzapen protokoloa 

15000 cell/cm2 zelula erein ziren estalitako eta estali gabeko kubreetan, protokoloaren 

arabera. 

Desberdintzapen osteogenikoa: DPSCs-ak aurretik DMEM+ % 10 BSF/STP/STP+NTF2 hazi 

ziren, ondoren, hazkuntza ingurune bakoitza 20 µM β-glizerolfosfato (Sigma, G9422, St. Louis, 

MO, USA), 10 nM dexametasona (D4902, Sigma, St. Louis, MO, USA), eta 52 nM azido 

askorbiko (#100468, Merck, Darmstadt, Germany)–ekin hornitutako %10 BSF-dun DMEM-era 

aldatu zen hiru astez desberdintzapen osteogenikoak lortzeko. 

 

Desberdintzapen neurogenikoa: Neurocult™ hazkuntzarako ingurunean 7 egunez egon 

ondoren, lortutako hortz-esferak bereizi eta lamininaz estalitako kubretxotan itsatsi ziren kasu 

honetan. Indukzio neurogenikoa, Neurocult™ desberdintzapenerako ingurunea erabiliz lortu 

zen. Hau, desberdintzapen osagarria 9:1 erlazioan (Stem Cell Technologies, Vancouver, 

Kanada), 2 µg/ml Heparina (Stem Cell Technologies, Vancouver, Kanada), EGF 20 ng/ml, 

FGFb 10 ng/ml (Peprotech, London, EB) eta % 2 B27 (Thermofisher, Waltham, Massachusetts, 

AEB)-kin zegoen osatua. Zelulak gutxienez 7 egunez hazi ziren medio honetan 

desberdintzapena ikusten hasteko. 

  

Desberdintzapen endoteliala: Aurretik beste inongo hazkuntza ingurunetan egon gabe, DPSCs-

ak zuzenean hurrengo ingurunean hasi ziren. Giza Neurocult™ NS-A oinarrizko ingurunea 

(cat# 05750, Stem Cell Technologies, Vancouver, Kanada)  eta Neurocult™ ugaritze osagarria 

9:1 erlazioan (cat# 05753, Stem Cell Technologies, Vancouver, Kanada), Heparina 2 µg/ml 

soluzioarekin  (cat# 07980, Stem Cell Technologies, Vancouver, Kanada), bitA gabeko B27-



Jon Luzuriaga Gonzalez  

74 
 

arekin (Thermofisher, Waltham, Massachusetts, aeb), 20 ng/ml EGF-rekin eta  10 ng/ml FGFb-

rekin (Peprotech, London, UK) elkartzean giza Neurocult hazkuntza ingurunea lortzen da. Gure 

emaitzek medio honek DPSCs-ak zelula endotelial bilaka ditzaketela erakutsi dute. 

Desberdintzapen protokolo honek lamininaz estalitako kubreetan eraginkortasuna erakutsi du 

eta baita estali gabeko hortz-esfera moduko egitura hazkuntzetan. 

 

 

NSCs hazkuntzak 

Nestina-GFP xaguetatik, PBS-sakarosa hotzarekin hipokanpoak atera eta 6 hobiko 

plaketan edo T25 atxikimendu baxuko matrazean erein ziren, heparina (2 mg/ml), EGF (20 

ng/ml; Invitrogen) eta  FGF2 (10 ng/ml; Invitrogen)-rekin hornitutako Neurocult™ 

hazkuntzarako ingurunean. Hauek %5 CO2-a zuten  eta 37Cº-ko tenperatura  baldintza  

egonkorretan mantendu ziren. Lortutako neurosferak 7 egunero akutasarekin (Sigma, St. Louis, 

MO)  entzimatikoki bereiztu ziren. 

 

PCR konbentzionala eta denbora-errealeko PCR kuantitatiboa (qPCR) 

iScript cDNA Kit (BioRad, 1708890) erabiliz extraitutako RNA totalaren alderantzizko 

transkripzioa egin zen cDNA (20 ng/µl). Hurrengo erreaktiboak erabili ziren 20 µ-ko bolumen 

finala lortzeko: iScript reverse Transcriptase (1µl), 5x iScript Reaction Mix (4ul) eta Nuclease 

Free water (aldagaia). Gene adierazpen konparaketa egiteko, 0.5 µl primer eta laginen 3 ng/µl 

kontzentrazioa nahastu ziren Power SYBR® Green PCR Master Mix 2x (4367659, Applied 

Biosystems TM)-ekin, ondoren, CFX96  touch real-time Detection System (BioRad) erabili 

genuen geneen adierazpenaren balioak jasotzeko. 10 µl final lortu ziren, cDNA-ren a 4 ng/µl, 

0.8 µl primer eta My TaqTM Red Mix (Bioline, BIO-25043)-ekin nahastuz. Lortutako 

produktuen luzeera %2 agarosa gelean elektroforesia eginez detektatu genuen. Erreakzio 

guztiak era hirukoitzean egin ziren eta gene bakotitzaren adierazpen erlatiboa 2-ΔΔCt erabiliz 

ezagutu zen. Erabilitako primerrak, berriz, Primer-Blast method (Primer Bank)-tik edo beste lan 

batzuetik hartu ziren. 

 

RNA extrakzio eta alderantzizko transkripzioa 

Hazkuntza desberdinetako zelula pelletak PBS-rekin garbituak, tripsinizatuak (T1426, Sigma)  

eta 5 minutuz 1500 rpm-tara zentrifugatu ostean, hauek -80Cºtan izoztu ziren erabili behar ziren 

arte. RNA extrakzioa RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania)-aren argibideak jarraituz 
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egin zen. RNA kontzentrazioa Nanodrop Synergy HT (Biotek, Winooski, Vermont, AEB) 

makinarekin lortu zen eta purutasuna 260/280nm abrsorbantzia ratioa kalkulatuz jakin genuen. 

RNA-ren alderantzizko transkripzioa fabrikatzaileen argibideak jarraituz extraitutako RNA-ren 

1000 ng iScript cDNA Kit (1708890, Biorad, Hercules, California)-ean erabili ziren. 

 

Western blot-a 

Lagin guztietan kontzentrazio parekoa lortzeko, 20.000zelula/µl-ko kontzentrazioan 

birsuspenditu ziren zelulak proteasa (11873580001; Roche) eta fosfatasa (78420; Thermo 

Scientific) inhibitzaileekin osaturiko RIPA lisi bufferean (R0278, Sigma, St. Louis, MO). 

Hemendik, LDS laginentzako bufferarekin (NP0007; Invitrogen by Life technologies) 

hornitutako RIPAn 30 proteina   µg diluitu ziren. Ondoren, laginak 5 minutuz 95Cº tan berotu 

eta %4–12 Bis-Tris NuPAGE geletan (NP0322BOX; Novex by Life Technologies) kargatu 

ziren. Elektroforesirako NuPAGE migrazio bufferra (NP001; Novex by Life Technologies) 

erabili zen. Proteinak transferitzeko nitrozelulosazko mintzak (LC2000; Invitrogen by Life 

Technologies) eta NuPAGE tranferentzia bufferrak (NP0006-1; Invitrogen by Life 

Technologies) erabili ziren XCell Sure Lock Electrophoresis makinarekin (NP0007, Novex, 

Life Technologies) batera. Ponceau (P7170-1L, Sigma St. Louis, MO)  tindaketa kargatze 

kontroltzat erabili zen, kargaturiko bandetan proteina antzemateko. ERK-fosforilatua eta ERK 

total antigorputzak (biak 1:1000, #4370 eta #4695 hurrenez-hurren, Cell Signaling 

Technologies) eta Stat3-fosforilatua eta Stat3 (biak 1:1000, #9145 eta #9132, hurrenez-hurren, 

Cell Signaling Technologies). 

 

Zelula biziko kaltzio irudiak 

gDPSCs-ak kubre kristaltxotan izan ziren ereinak eta hazten eta beharrezko kontaktuak egiten 

utzi zitaien zelulei 7 egunez. 5 µM fura-2/AM edo 2 µM fluo-4/AM (Invitrogen, Waltham, 

Massachusetts, AEB) 37 Cº-tan  inkubatu ziren zelulekin 60 minutuz. Berehala, kubretxoak 

fluxu ganbaran (Warner Instruments) ezarri ziren giro tenperaturan 10 mM Hepes-arekin 

hornitutako HBSS (ingelesez, Hank`s balanced salt solution, Invitrogen, Waltham, 

Massachusetts, AEB) emari egonkorrarekin. Zelulak 340 eta 380nm-ko luzerako argiekin 

kitzikatuak izan ziren aldizka, eta 510nm-tik gorako argi emisioa jaso zen. F340/380 ratioa 

erabili zen [Ca2+] zitoplasmatikoa neurtzeko. Fluo-4-rako 488 nm kitsikapen bakarra egin zen 

eta emisioa 520 nm jaso eta ΔF/F eran izan ziren balioak analisatuta, non ΔF =F-F0. F agonista 

duen soluzioaren fluoreszentzia intentsitatea da, F0 soluzio kontrolaren intesntsitatea den 
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bitartean. Grabazioa Olympus IX71 mikroskopioari instalatutako C10600-10B Hamamatsu 

kamerari esker izan zen posible. Datuen analisia eskuz aukeratutako intereseko guneak erabiliz 

egin zen atzeko guneen kenketa eginez Fiji software bitartez. Emaitzak hazkuntza ingurune 

desberdinetan hazitako 3-4 paziente zelulen grabazioan daude oinarrituta. 

 

Zelulen hazkuntzen eta garun xerren immuno-tindaketa 

Animaliak sakonki anestesiatuak izan ziren %2.5 Avertinarekin, ondoren, bihotz 

bidezko pH 7.2–ko  0.1 M sodio fosfato soluzioan %4 paraformaldeidoa daraman perfusioa egin 

eta laginak prozesatu ziren. 48 Cº-tan gau-osoko post-fixapena egin ondoren, burmuinak 

agarosa murgildu ziren eta VT 1200S vibratomoa erabiliz (Leica, France) 20µm laginak lortu 

genituen. Xagu burmuinean modifikatu gabeko giza DPSCs-ak detektatzeko antigorputz 

espezifikoak erabili genituen  human Nestin (MAB1259, 1:200 R&D systems) eta giza CD31 

(BBA7, 1:200 R&D systems). Burmuineko baskulatura CD31 (550247, 1:300 BD Pharmingen), 

laminin (L9393, 1:200 Sigma, St. Louis, MO), eta VEGF (ABS82-AF647, 1:200 Sigma, St. 

Louis, MO) antigorputzekin tindatu ziren. Hazkuntza zelularrak nahi izandako denboraz hazi 

ostean, hauek  gela tenperaturan 10 minutuko % 4-ko PFA-n inkubatuz fixatu ziren. Ondoren % 

0.1 Triton X-100-ekin permeabilizatu eta gau osoa 4Cº-tan hurrengo antigorputzik primariokin 

utzi ziren: Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) (MAB3402, 1:400; Millipore, Lake Placid, 

NY), Nestin (NES, 1:200 Aves Labs), S100ß (Z0311, 1:1000, Dako, Glostrup, Danimarka), 

NeuN (EPR12763, 1:200; Abcam, Cambridge, EB), Doblekortina (DCX) (sc-8066, 1:200; Santa 

Cruz, Dallas, TX, AEB), CD31 (550247, 1:300 BD Pharmingen, San Jose, CA , AEB), Anti-

STAT3 (phospho Y705) antigorputza (1:500, ab76315, Abcam), anti-human-CD31 (1:200, 

F8402, Sigma St. Louis, MO), VEGF (ABS82-AF647, 1:200 Sigma, St. Louis, MO) eta 

laminina (L9393, 1:200 Sigma, St. Louis, MO). Hazkuntza zelularrak zein ehun sekzioak, Alexa 

488, 568 and 647-ri lotutako xagu, untxi eta ahuntz aurkako asto antigorputz sekundarioekin 

inkubatuak izan ziren 2 orduz eta 30 minutuz giro tenperaturan, hurrenez-hurren. Prestakinak 

DAPI-rekin tindatu ziren nukleoak ikusi ahal izateko eta Leica SP8 mikroskopio konfokalean 

atera ziren argazkiak x40 handipenetan. 
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Zelula ama mesenkimalen (ingelesez, mesenchymal stem cells, MSCs) ezaugarri 

angiogeniko, neuro-babesle, hantura kontra  eta erakutsitako pluripotentzialitateak, nerbio 

ehunetako birsortze entsaiotan zelula hauek erabiltzea idea ona izango litzateke. Halabaina, 

hazkuntza eta desberdintze medio gehienek BFS daramatzate konposatu bezala, honela, terapia 

zelularretan bete beharreko FPO eskatzen duten eskakizunetako batean huts eginez. Gainera, 

MSCs-ek bi arazo eragozpen azaltzen dituzte neuro birsorkuntza terapiatan erabiltzeko. 1) ez 

dute inongo erlaziorik ektodermoarekin, nondik garapenean zehar zelula neuralak garatuko 

diren eta 2) sarritan esku-hartze gogorrak beharrezko izaten dira zelula hauek eskuratzeko. 

 

Beraz, gure hipotesiak gDPSCs-en GN-ko jatorria eta ezaugarri ektomesenkimalak 

kontuan izanda, serum gabeko hazkuntza inguruneak erabiliz desberdintzapen protokolo 

eraginkor eta seguruagoak lortzea errazagoa izango litzatekela dio. Protokolo hauen 

eraginkortasunak eta gDPSCs-en eskuragarritasunak nerbio ehuneko bisortze terapia 

zelularretan erabiltzeko benetan apropos bihurtzen dituzte 
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Lan honen helburu nagusia serum gabeko, seguru, eraginkor eta transplanteetan erabilgarriak 

diren neurodesberdintzapen protokoloak testatzea eta hobetzea da, horrela inolako eraldaketa 

transgeniko ez epipenetikorik jasan ez duten gDPSCs-ek duten ahalmen neurogenikoa 

probatzeko. 

 

3.1. Helburu Zehatzak 

 

1. Serum gabeko STP ingurunean, zelula ama mesenkimalentzako medio berezia, 

hazitako gDPSCs-en karakterizazio ektomesenkimalak  

2. DMEM + FBS 10% eta serum gabeko STP- hazitako gDPSCs-en arteko hazkuntza 

ezaugarri eta ezaugarri morfologikoen arteko konparaketa. 

3. DMEM + FBS 10% eta serum gabeko STP- hazitako gDPSCs-en  neurotrasnmisore 

hartzaileen eta boltai menpeko kaltzio kanalen funtzionaltasuna frogatzea. 

4. Neurodesberdintzapen protokolo berri bat diseinatzea serum gabeko STP-ak 

sustatutako aldaketetatik onura ateraz. 

5. Hazkuntza ingurune desberdinetan hazitako gDPSCs-ek duten ahalmen neuro/glio-

genikoa ezagutzea. 

6. Neurocult™ hedapenerako medioan, NSCs-entzako medio berezia, hazitako gDPSCs-

en ahalmen ektomesenkimal, endotelial and neuro/glio-genikoaren azterketa.  

7. Neurocult™ desberdintzapenerako medioan, NSCs-entzako medio, berezia hazitako 

gDPSCs-en ahalmen ektomesenkimal, endotelial and neuro/glio-genikoaren azterketa.  

8. In vivo xaguen burmuinean txertatutako gDPSCs-ek erakusten duten ehun integrazio, 

gaitasun neuro/glio-genikoa eta baskulogenesi ahalmenaren azterketa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Emaitzak eta Eztabaida 

 

I.atala: Hortzetako zelula amak bio-ingeniaritzan erabiltzeko tresna balioanitzak eta kranio-

aurpegi-masailetako ehunen birsortzea. (Berrikuspena) 

II.atala: Ingurune neurogenikoan hazitako giza hortz muineko zelula amen desberdintzapen 

endoteliala eta xagu burmuinean neo-baskulogenesiaren sustatzea. (Ikerketa artikulua). 

 

III.atala: BDNF eta NT3-a serum gabeko ingurunean hazitako hortz muineko zelula amak 

gandor neuraleko progenitore neurogeniko eta gliogenikotara berprogramatzeko gai dira. 

(Ikerketa artikulua).     
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Nerbio ehuna mindu dezaketen kondizioak AG eta PG neuro-endekapen 

gaixotasunetatik mintze traumatikoraino doazen gaixotasunak barneratzen ditu. Adibidez urtero, 

250 000 eta 500 000 pertsonek bitartean jasaten dute BEML Munduko Osasun Elkartearen 

(MOE) arabera. Horrelako lesioek beraiekin intzidentzia altua, tratamendu eraginkorren 

hutsunea, ezgaitze izaera eta hemendik eratorritako zama ekonomiko zein sozialek, (Lopez, 

2011) lehentasun bilakatzen dute terapia neuro-birsortzaileen diseinu eta garapen beharra.  

Azkenengo urteotan ikerketa lan askok deskribatu dute zelula ametan fokatutako 

estrategia berritzaileak endekatutako zein apurtutako nerbio ehunetan. Zuntz nerbiosoen 

berreraikuntza lortzeko erabilitako zelula neural berriak sortzeko biderik onena NSCs-ak  izan 

beharko balira ere (Steward et al., 2013) , giza gorputz helduan aurki daitezkeen NSCs-en 

kantitate urriari hauek lortzeko zailtasun latza gehitzean, terapia zelular autologoetan  

erabilgarritasuna asko murrizten da. 

Giza gorputz helduan aurkitu daitezkeen zelula ama ezagun eta eskuragarrienak bezala 

dira deskribatuak MSCs-ak. Hauek hezur muinetik, zilbor hestetik, ehun adiposotik eta hortz 

egituretatik izan daitezke isolatuak, beste hainbat lekuren arten (El Omar et al., 2014). Ohiko 

MSCs-ak erabiliz BEML osatzeko terapia eraginkorrak badaude ere (Vaquero et al., 2018), 

DPSCs-en erabileraren garrantzia asko handitu da neuro-birsortzean azkenengo urteetan. GN-tik 

eratorritako NSP-rekin partekatutako jatorriak, azaldutako izaera ektomesenkimalak zein hauen 

eskuragarritasun handiak, birsorkuntza saiakera berritzaileetan erabiltzeko baliokideak direla 

iradokitzen du (Aurrekoetxea et al., 2015). 

gDPSCs-en hazkuntza eskurik esku joan da BSF-ren osagarritasunarekin, hau animali 

jatorria duten elikagai, faktore eta elementu ez ezagunez dago osaturik. Serum-aren erabilerak 

hazkuntza ratio eta hazkuntza denbora luzeagoak lortzea eragiten du. Hala ere, %10-20 BSF-

rekin osatutako inguruneen erabilera zelula amen izaera mesenkimalaren sustatzearekin dago 

erlazionatuta. Izan ere, lehenago argitaratutako zenbait lanek BSF-ren kontzentrazio altuekin 

denbora luzez tratatu ostean bapateko osteo/odonto- desberdintzapena jasateko joera zutela 

erakutsi zuten (Pisciotta et al., 2012; Yu et al., 2010). Honetaz aparte, erreakzio immunea eta 

alergia, serum xenogenikoaren erabilerarekin zuzenki erlazionatzen zituzten lanak ere izan ziren 

argitaratuak (Gregory et al., 2006; Horwitz et al., 2002). Serum erabileraren eragozpen guztiak 

kontuan izan da, honen erabilera ez egokitzat hartu daiteke birsortze terapietan. 

Ikerketa lan hau giza zelula terapietan erabilgarriak diren zelulak lortzeko serum gabeko 

hazkuntza ingurune komertzialen garapen, diseinu eta frogapenean zentratzen da.  

NeurocultTM  eta StemPro MSCTM (STP) serum gabeko hazkuntza inguruneak erabili 

ditugu, gDPSCs-ak hazteko, normalean erabiltzen den DMEM+ %10-20 BSF-aren ordez. Bai 
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NeurocultTM  zein STP-a mota zelular espezifikoak hazteko erabili ohi dira. Horrela, 

NeurocultTM –a NSCs-en in vitro hedapenean erabiltzen dat, STP berezeki giza zelula ama 

mesenkimalen hazkuntzarako erabiltzen den bitartean. 

Serum gabeko inguruneen erabilera ez da oraindik oso hedatua gDPSCs-en hazkuntza, 

isolamendu eta desberdintzapenean. Hala ere, argitaratuta dauden lan urriek aski argitu dute 

hazkuntza eta desberdintze protokolo berrikoiek dakartzaten onurak. Horrela, era askean 

NeurocultTM eta STP hazkuntza inguruneak erabiliz lortu ditugun emaitzek ( II. Eta III.atalak, 

emaitzak eta eztabaida) Hirata el al.-ek lehenengo aldiz azaldu zuten ondorioarekin, serum 

gabeko inguruneetan zelulen biziraupenarekin, alegia, bat egiten zuten (Hirata et al., 2010). 

Gainera, bi hazkuntza ingurune hauetan, ziur aski BSF-aren absentziaren ondorioz, hazkuntza 

ratioa jeisten zela ere erakutsi genuen. Hortik haratago, gure taldeak gDPSCs-ek 3D moduko 

egitura esferoideetara jasandako aldaketa karakterizatu zuen. Hortz-esfera deituriko egitura 

esferoide ez itsaskor hauek, GN-ko zelula amek eta NSCs-ek in vitro, eratutako egitura 

esferoideen oso antzerakoak dira  (Fournier et al., 2016; Lee et al., 2007a; Reynolds and Weiss, 

1992). Honek, Bonnanamain et al.-ek  deskribatutako emaitzekin bat egiten badu ere, gure bi 

lanetan lortutako emaitzek hortz-esferen eraketa efizienteagoa iradokitzen du, guk lortutako 

hortz-esferen ia %100 -koaren eraketa Bonnamain et al.-ek lortutako %30-ekoarekin konparatuz 

(Bonnamain et al., 2013). 

  Hemen jasotako lan bakoitzean hazkuntza zelularra zein markatzaile batzuen 

adierazpena, erabilitako hazkuntza egoeraren arabera aldatu daitekeela erakutsi badugu ere, 

aztertu genituen gDPSCs-ek markatzaile mesenkimal eta GN-eko markatzaileen adierazpen 

patroi berdintsua zutela erakutsi genuen. Aztertutako hedapenerako hiru hazkuntza inguruneek; 

hedapenerako  NeurocultTM, STP eta DMEM + %10 BSF espero gabeko azalerako mesenkimal 

ama CD73, CD90 eta CD105 markatzaileak adierazi zituzten ( ez dira daturik aurkeztu 

hedapenerako NeurocultTM-tzat ). Gainera, Nestina eta GFAP balore berdintsuak ikusi genituen 

landutako hiru hazkuntza ingurune eta baita NSCs kontrol positiboan ere. Markatzaile eta 

ezaugarri guzti hauek GN-tik eratorritako zelula ama mesenkimalek erakutsitako patroiarekin 

egiten dute bat. Izan ere, jada deskribatua dago GN-eko progenitoreen presentzia gune 

peribaskularretan kokaturik hortz muin barruan (Janebodin et al., 2011; Kaukua et al., 2014). 

GN zelula amak leinu neuraletara bideratu daitezke, NSP-ko zelula glial eta neuronalak sortuz, 

edota leinu ektomesenkimaleko bidea har dezakete, enbrioiaren garapenean zehar masail-

aurpegiko egitura gehienak eratuko dituen ehun konektibo berezia sortuz (Aurrekoetxea et al., 

2015).  

Behin, NeurocultTM erabilita GN-tik eratorriko EMSCs-ak lortu ostean, zelula hauek 

neurobirsorkuntza terapietan izan dezaketen potentzialaz ohartu ginen. Hau kontuan izan da, 
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STP-ren, giza zelula ama mesenkimaletzako hazkuntza ingurune espezializatua, erabilerak 

logikoa zirudien EMSCs-ak lortzeko. Ingurune hau erabiliz ez genuen bakarrik GN-eko zelula 

amen (ingelesez, neural crest stem cells, NCSCs) lorpena haunditu, NeurocultTM erabiliaz 

lortutako progenitore neural edo endotelial izateko jada konprometituta dauden zelulak lortu 

beharrean NCSCs huts edo aratzagoak lortzeko ere gai izan ginen. 

NeurocultTM  eta STP-n hazitako gDPSCs-ek hortz-esfera berdintsuak eratzeko gai 

baziren ere, bi protokolo hauek ezaugarri desberdinak eransteko kapazak dira. Alde batetik, 

STP-n hazitako gDPSCs-ek ustekabeko NTRK2 eta  NTRK3 gain adierazpena zutela aurkitu 

genuen. Bi hartzaile hauek aktibitate tirosina kinasa  duten hartzaileen familiaren barne daude 

eta ama zelula neuralen fisiologia eta aktibitate zelularrean garrantzitsuak ei dira, 

desberdintzapen eta biziraute neuronalean besteak beste  (Bibel and Barde, 2000; Oliveira et al., 

2013). Dakigun arte, gu izan gara gDPSCs-tan hartzaile hauen adierazpena frogatu duen lehen 

taldea. Lehenago STP-n haziak izandako gDPSCs-ak 7 egunez BDNF eta NT3-ren, 

NRTK2/TrkB eta NRTK3/TrkC hartzaileen lotailuak hurrenez hurren, presentzian jarri ondoren, 

NTRK2 eta NTRK3-k homeostasi eta desberdintzapenean izan zezaketen garrantzia proposatu 

zen. Gainera, aldaketa molekular eta fisiologikoek, proliferazioaren hazkuntzak, “amatasun” 

NANOG, SOX2  eta OCT4a markatzaile pluripotentzialen gain adierazpenak eta GN-eko zelula 

amen HNK1 and p75NTR markatzaileen gain adierazpenak, neurotrofina exogenoak gehituz 

gDPSCs-en leinuan NCSCs primitiboetarantz atzera pausu bat eman zela iradokitzeko arrazoiak 

izan ziren. 

Bestalde, oinarrizko markatzailetatik aparte NeurocultTM ereindako gDPSCs-ek ez zuten goian 

aipatutako NCSCs-en antzeko aldaketarik jasan. Baina, VEGF eta CD31 markatzaile 

endotelialak adierazteko gai izan ziren bai laminan itsatsirik zein suspentsioan, nolabaiteko 

desberdintzapen edo aukerapena iradokiz.  

Ziur aski DMEM+ %10 BSF-ean hazitako gDPSCs-aek ere badute NCSCs-rekin 

antzekotasuna. Xiao eta Tsutsui-k diotenez, zelula heldu eta progenitorez daude osaturik 

hasieran hortz-esferak, baina denbora joan ahala hortz-esferen egitura itxiak eragindako 

hipoxiak serum gabeko inguruneak eragiten duen gosetearekin batera, zelula konprometitu 

helduen heriotza eragiten dute. Zelula amek eta zelula ama neuralek baldintza hipoxikotan 

biziraun dezakete, eta are gehiago, gDPSCs-ak kitzikatuak dira baldintza hipoxikotan (Xiao and 

Tsutsui, 2013). 

Neurobirsorkuntzan bilatzen den xedeetako bat patologia edo lesioen ondorioz 

gertatutako zelula neuronalen berrezartzea da. Giza nerbio sistema helduan dauden neurona 

kantitate izugarriak sortutako konekxioak erronka gogorra bihurtzen dute neurobirsortzea 

ikertzaileentzat. Orokorrean, gDPSCs-ek zelula neuronal eta glialetara desberdintzeko duten 
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ahalmena frogatu dugu lan hauekin. Erabilitako ingurunean arabera desberdintzapena zuzena ala 

zeharkakoa izan daiteke. 

Gorago komentatu den bezala,  gDPSCs-ak 7 egunez BDNF eta NT-3-z konposaturiko 

STP ingurunean haztean, NCSCs-en zelulak lortu ziren nolabaiteko dedesberdintzapen prozesu 

bat eman zelarik. GDPSCs ektomesenkimaletatik GN zelula ama lortzeko birprogramazio 

funtzioanala eman ote zen berresteko zelula hauek zelula neuraletan bihur zitezkeen testatu 

genuen. Jada badago deskribatuta desberdintzapen patua serum presentzia edo absentziaren 

arabera alda daitekeela. Izan ere, guk DMEM + BSF %10-en hazitako gDPSCs-etatik 

ondorioztatu bezala, serum presentziak NCSCs-en izaera ektomesenkimala sustatzen du (Lee et 

al., 2007a). Lehenago BSF-ren presentzian egondako gDPSCs-ak DMEM + %10BFS eta STP 

inguruneetan haztean izaera mesenkimala aurkezten jarraitzen zuten BDNF eta NT-3 gehitu 

arte. Hauek gehitu eta gero NC markatzaileak eta markatzaile pluripotentzialen igoera bat ikusi 

genuen. Igoera hau era berean “amatasunaren” handitzearekin dago lotua (Uribe-Etxebarria et 

al., 2017). GN-eko progenitoreek eta zelula ektomesenkimalek dituzten ezaugarriek hauek 

zelula desberdinetan desberdintzea eragiten dute. Horrela, gDPSCs-ak BDNF/NT-3-rekin tratatu 

eta gero ez zirela gai osteoblasto edota hezur matrize mineralizatua sortzeko ikusi genuen 

ingurune hezur bideratzailean, DMEM + %10 BSF-ean hazitako zelulek berriz bideratze 

osteogeniko argia zutela antzeman genuen. Neurotrofinekin tratatzean gDPSCs-ek konpromesu 

mesenkimala galtzeaz gain ahalmen neurogeniko handia areagotzen zuten desberdintzapenerako 

NeurocultTM ingurune neurobideratzailean haztean. DMEM + %10 BSF-ean  ereindako emaile 

bereko gDPSC-ek bost aldiz gehigo adierazi zituzten markatzaile neuronal (NeuN, DCX) eta 

glialak (p75NTR, S100β). Lortutako emaitzek bultzaturik, NCSCs populazio funtzionala areagotu 

dezakeen hazkuntza protokoloa diseinatzen lehenak izan ginela esan dezakegu. Hau, 

desberdintzapen ez zuzen bezala deskribatu daiteke, leinu neuraleko zelulak lortzeko behar 

diren pausu kopurua dela eta (1.irudia ). 
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1. Irudia. “BDNF eta NT3-a serum gabeko ingurunean hazitako hortz muineko zelula amak gandor neuraleko 

progenitore neurogeniko eta gliogenikotara berprogramatzeko gai dira”-en irudi laburpena (III. atala). 

NeurocultTM desberdintzapen ingurunean, NSCs-ak zelula heldutara desberdintzeko 

erabiltzen den hazkuntzarako NeurocultTM .-aren aldaera, hazitako gDPSCs-en kasuan, NSCs-ek 

azaldutako ahalmen neurogeniko antzerakoa erakutsi zuten. Bitamina A-dun B27-a gehiturik 

zuen desberdintzapenerako serum gabeko NeurocultTM-an aste bete hazi ondoren, gDPSCs-ak 

NeuN eta DCX adierazten hasi ziren. Era berean izan ziren adieraziak GFAP eta S100b. Ez zen 

desberdintasun estatistiko esanguratsurik aurkitu NSCs-ek erakutsi zuten markatzaileen 

adierazpen baloreekin. Lortutako emaitzek desberdintzapenerako NeurocultTM –ean hazitako 

gDPSCs-ek ahalmen neurogeniko zuzena dutela  iradokitzen dute (2.irudia). 

Aski onartua dago zelula neuronalen ordezkapenaren garrantzia neurobirsortze 

terapietan, hala ere, arazo neurologiko batzuk ez daude zuzenki galera neuronalarekin 

erlazionaturik baizik eta irrigazioarekin. Horrela, Takahashi et al. lehenengo aldiz EPCs eta 

zelula amak erabili zituztenetik gaixotasun iskemikoan baskulogenesia sustatzeko (Takahashi et 

al., 1999), angiogenesiaren eta baskulogenesiaren paperaren garrantzia handitzen joan da 

zenbait gaixotasun neuraletan, MI-an eta iskemian, besteak beste (Tatullo et al., 2015).  Jada 

berretsitako potentzial neurogenikotik at, gDPSCs-ek zuten leinu endotelialera desberdintzeko 

ahalmena ezagutu nahi genuen. Zelula endotelial baskularrak lortzen zituzten zenbait lan 

bazeuden ere, hauek %10 serum-aren presentzian zeuden haziak edota, serum gabeko 

protokoloa ez zegoen giza zelulentzako prestatuta (d’Aquino et al., 2007; Weiss et al., 1990). 

Gu izan gara serum gabeko baldintzetan gDPSCs-tatik zelula endotelial baskularrak lortu dituen 

lehen taldea. Desberdintzapenerako NeurocultTM –a erabiliz zelula neurogenikoak lortzeko gai 

izan bagara ere, vitamina A gabeko B27, EGF eta bFGF-ez ornituriko hazkuntzarako 

NeurocultTM-a erabiltzean VEGF eta CD31 markatzaile endotelialak adierazteko gai ziren 

zelulak lortu genitzakelaz konturatu ginen. Hazkuntzarako NeurocultTM-an lortutako STAT3 eta 

ERK-en aktibazioaren berri emateaz gain hauen garrantzia ere azpimarratu genuen gDPSCs-en 

desberdintze endotelialean. Gure emaitzak guztiz bat datoz beste talde batzuen ondorioekin, non 

ERK-ek angiogenesian duen garrantzia (Xu et al., 2008) eta fosfo-STAT3-k VEGF-aren 

gainadierazpenarekin  (Niu et al., 2002) eta zelula endotelialen aktibazioarekin (Chen et al., 

2008) duen erlazioa azaltzen diren. Haratago joanda, Bento et al.-ek ERK-en aktibazioaren 

ondorioz SHED-ek jasandako desberdintze endoteliala, VEGF bitarteko VEGFR2-ren 

kitzikadurarekin lotu zuten (Bento et al., 2013). Emaitza hauek kontuan izanda gDPSCs-tatik  

zelula endotelialak sortzea lortu genuela ondorioztatu daiteke (2. irudia). 
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2. Irudia. “Ingurune neurogenikoan hazitako giza hortz muineko zelula amen desberdintzapen endoteliala eta 

xagu burmuinean neobaskulogenesiaren sustatzea” –en irudi laburpena (II. atala). 

Lan honetan zehar hainbat aldiz aipatu den bezala, hamaika lan daude literaturan 

garrantzia handiago ematen diotenak aktibitate neurobabesleari zelula-zelula zaharberritzeari 

baino (Ratajczak et al., 2016; Song et al., 2017). Mead et al.-ek esandakoarekin bat eginez guk 

ere frogatu genuen NGF, BDNF eta NT-3-ren adierazpena gDPSCs-tan (Mead et al., 2014b). 

In vitro jasotako emaitza guzti hauek oso itxaropentsuak dira protokolo hauek gizakien 

terapia zelularretan erabiltzeko. Hala ere, zelula hauek in vivo eredutan izan dezaketen jarrerak 

guztiz aldatu lezake aurreko planteamendua. Izan ere, desberdintzapenerako NeurocultTM-an 

hazitako gDPSCs-ak markatzaile glial eta neuronalak adierazteko gai baziren ere in vitro, ezin 

izan genuen inolako markatzaile neuralik aurkitu gDPSCs-en in vivo garezur barneko 

txertaketaren ondoren.  Seguraski sistema immune espezifikoak kendu zituen gDPSCs 

neurodesberdindu guztiak  ( ez da daturik erakusten). Bestalde, hilabete baten buruan CD31+ 

Nestin+ VEGF+ ziren gDPSCs-ak aurkitu genituen xagu biluzietan egindako txertaketa 

intrakranialetan. Nestina (Suzuki et al., 2010), VEGF (Ferrara et al., 2003 eta lamininaren 

(Malinda et al., 2008) areagotzeak angiogenesiaren bereizgarritzat hartzen dira. Laminina %50-

ean jaisten da zahartzearekin erlazionaturiko arazoetan (Gavazzi et al., 1995)  eta TGF-β 

azpierregulatu dezake zelula epitelialetan (Streuli et al., 1993), zein zahartzean gune 

neurogenikoaren kieszentzian inplikatua dagoen (Pineda et al., 2013). amiloidezuntzexkak 

depolimerizatzeko ahalmenak, lamininaren degradazioak burmuineko iskemian eta lamininaren 

aldakuntzak  NSZ-ko lesioetan, lamininak duen garrantziaz konturatzea egin zigun. Ondorioz, 

hortz esferetatik eratorritako eta ondoren xagu immunokonprometituen burmuinean txertatutako 
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gDPSCs-ek eragindako laminina igoerak onuragarriak izan daitezke gaztetze eta 

neuroendekapen gaixotasun terapietan  (Bronfman et al., 1996; Fukuda et al., 2004; Ji and 

Tsirka, 2012). 

STP-n ereindako gDPSCs-en kasuan, zelula hauek ingurune berrietara egokitzeko duten 

ahalmena, hots, ehunetan integratzeko duten gaitasuna ebaluatzea ezinbestekoa da. Ehun 

ostalarian kanpoko zelulen txertaketa aproposa izan dadin, garrantzi handikoak dira 

elkarrekintza funtzional berrien eraketak eta ehun hostalariarekin informazioa trukatzeko 

ahalmena (Guerzon et al., 2011; Muschler et al., 2004). Lanean zehar aipatutako gDPSCs-en 

NCSCs izaera  BDNF eta NT-3-aren erabilerari esker lortu dira, bi hauek nerbio sisteman 

askatzen diren elementu ohikoenak izanik. NCSCs-erantz atze pausua emanez 

birprogramaturiko gDPSCs-ak erabiltzea baino, hobea izango litzateke STP hutsean hazitako 

zelulekin lan egitea. Horrela, kanpoko neurotrofinak erabiltzea sahiestuko genuke, 

gainadierazitako NTRK2 eta NTRK3 hostalariaren barne neurotrofinekin aktibatuz. 

Neurotransmisoreak dira zelula arteko komunikazioen elementu nagusiak nerbio ehunean. Esate 

baterako garapenean zehar GABA eta glutamatoa ezinbestekoak dira konekzio sinaptikoen 

eraketarako (Ben-Ari, 2001; Egorov and Draguhn, 2013). Neurotransmisore desberdinen 

aurrean zuten erantzunaren ezagupena beharrezkoa zen gDPSCs-ek ehun ostalariarekin izan 

zitzakeen elkarrekintza motak aztertzeko, alegia, ehunaren funtzionamendu aproposa sustatuko 

duten komunikazio koordinatuak sortzeko. Ustekabean, STP-n hazitako zeluletan, 

gainadierazita dagoen eta ATPyS  agonistarekin testatu genuen hartzaile purinergikoa , P2XR7, 

albo batera utzita, hartzaile ionotropikoen azpiunitateen adierazpen berdintsua ikusi genuen ikusi 

DMEM+ % 10 BSF eta STP inguruneetan. gDPSCs-en agonista batzuekiko kitzikagarritasuna 

argi eta garbi frogatu genuen kaltzio mikrofluoreszentzia entsaioen bitartez. Neurotransmisoreen 

hartzaileak adierazteaz gain, bi hazkuntza ingurunetan hazitako gDPSC-ak Ca+2 uhinen 

hedapenaren erantzuleak diren, garapenean zehar ematen den nerbio ehunaren ezaugarri 

bereizgarri bat,  Konexina (Cx26, Cx43) eta Panexinen (Pnx1) azpiunitateak adierazteko ere gai 

dira (Bruzzone et al., 2003; Harrison et al., 2007; Nadarajah et al., 1997; Ray et al., 2005). 

gDPSCs-tan lehenengo aldiz Ellis et al.-ek deskribatutako boltai menpeko L motako Bay-K-ri 

sentikorrak diren kaltzio kanalen presentzia funtzionala ere berretsi genuen (Ellis et al., 2014).  

Aztertutako elementu guztiek aproposak bihurtzen dituzte gDPSC-ak birsorkuntza terapietan 

erabiltzeko, hauek beharrezkoak baitira nerbio ehunean behar bezala integratzeko. 

 

Laburtzeko, hemen batutako emaitza guztiek serum gabeko ingurunetan gDPSCs-en 

biziraugarritasuna bermatu daitekela iradokitzeaz gain, ingurune hauek neurobirsortze terapietan 

erabilgarriak izan daitezkeen aldaketa molekular, funtzional eta fisiologikoak sustatu ditzaketela 
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ondorioztatu dugu. Oraindik haratago, gDPSCs-ek erakutsitako leino neurogeniko eta 

endoletialetara desberdintzeko ahalmen argiak, seinale neurobabesleen adierazpenak eta xagu 

burmuinean integratzeko eta neobaskularizatzeko gaitasunak, ez bakarrik nerbio ehunen, baizik 

eta, ehun ez nerbiosoen birsortze terapia zelular berriei aterak irekitzeko beharrezkoak diren 

ezaugarriak dira (Luo et al., 2018).  
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Leinu neuraletara desberdintzeko ahalmen handiagoa iradokitzen duten ezaugarri 

fisiologiko, molekular eta jokabide berrien ezagupena lortu da gDPSCs-tan serum gabeko 

hazkuntza ingurune berritzaileak erabiltzearekin batera. Azpimarratzekoak dira gainera gDPSC-

ak nerbio ehunen birsorkuntzan izan dezaketen garrantzia lanean zehar aurkitu ditugun gaitasun 

neurobabeslea eta ezaugarri baskulogenikoek kontuan hartuta. 

Hurrengoa ondorioztatu da lan hontatik aterako emaitzak begiratuz: 

1. Serum gabeko STP hazkuntza medioak ez du inolako eraginik gDPSCs-en ezaugarri 

ektomesenkimalen adierazpenean. Hauek markatzaile ama neural, mesenkimal eta 

pluripotenteak adierazten jarraitzen dute.  

2. DMEM + FBS 10% -an ereindako gDPSCs-ak geruza-bakar eran hazten diren 

bitartean, STP serum gabean hazitako gDPSCs-ak hortz-esfera bezala izendatutako 

3D egiturak eratzeko ahalmena dute. Gainera, DMEM + FBS 10%-an ereindako zelulen 

hazkuntza ratioa STP-n hazitakoek erakutsitakoa baino askoz handiagoa da. Honek 

serum absentziak ondorioz eragindako kiesentzia egoera bat iradokitzen du .  

3. Aztertutako neurotransmisore eta boltai menpeko kaltzio kanal guztiak funtzionalak 

dira ia portzentaia berdinean DMEM + FBS 10% eta STP. 

4. NTRK2 eta NTRK3, neurotrofina hartzaileak gainadierazita daude serum gabeko STP-n 

hazitako zeluletan. 

5. BDNF eta NT3 gehitzean, hurrenez hurren, NTRK2 eta NTRK3-en ohiko estekatzaileak, 

serum gabeko STP hazkuntza ingurunean, STP + NTF2 deritzoguna, hazkuntza ratioa  

serum-dun kultibotan dagoenaren mailara igotzearekin batera, GN-ko markatzaileak 

eta markatzaile pluripotentzialak gainadieraziak dira. gDPSCs-en leinu segidan 

NCSCs-taranzko atzera pausu bat lortu dugularik, STP-n zeuden zelulak zuten 

kiesentzia egoera gaindituz. 

6. STP+NTF2 hazkuntza ingurunean ereindako zelulek, bakarrik STP-n edota DMEM- 

FBS 10%-n hazitako zelulek erakutsitako ahalmen neurogenikoa baino ahalmen 

esanguratsuki handiagoa erakutsi zuten.    

7. Neurocult™ hedapenerako medioan hazitako gDPSCs-ak hortz-esferak sortzeko 

ahalmena dute eta baita ama mesenkimal markatzaileak zein markatzaile endotelialak  

adierazteko gaitasuna. 

8. Neurocult™ desberdintzapenerako medioan hazitako gDPSCs-ak markatzaile glial eta 

neuronalak adierazteko gai dira, markatzaile endotelialik adierazten ez duten 

bitartean. 
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9. Xaguen burmuinean baskulogenesia eragiteko eta integratzeko gaitasuna erakutsi 

zuten neurocult™ hedapenerako medioan aurre-hazitako gDPSCs-ek. 
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