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Yoong Shim modellje

A CB1 kannabinoid receptor

Allyn Howlett es William Devanne igazolta 

létezését 1988-ban



Miért van szükségünk kannabinoid receptorokra?

„David’s brain”
Priyan Weerappuli alkotása, 2005

Monoacil-glicerinek

N-acil-etanolaminok

Raphael Mechoulam csoportja 

fedezte fel 1992-1995-ben

Burns et al, 
(2007) PNAS

Mi az endokannabinoid rendszer 
élettani feladata?



Anterográd jelátvitel a 
kémiai szinapszisban:

axon>dendrit

Létezik-e 
visszacsatolási 
mechanizmus?



Preszinaptikus
CB1 receptorok az idegvégződéseken

Katona et al (1999) Journal of NeurosciencePatkány hippokampusz GABAerg idegvégződés

Honnan érkezik a szinaptikus
endokannabinoid?



Posztszinaptikus endokannabinoid-szintetizáló
DiacylGlycerol Lipáz- a dendritekben

sp1

sp2 sp3
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Katona et al. (2006) Journal of Neuroscience



A „szinaptikus biztosíték” modell

Katona and Freund (2008) Nature Medicine



Temporális lebeny 

eredetű epilepsziában

a CB1 receptorok 

szelektíven a serkentő 

idegvégződésekről 

tűnnek el

Ludányi et al (2008) Journal of Neuroscience

spCB1

A CB1 receptor sejttípus-specifikus csökkenése
az epilepsziás hippokampuszban

Kontroll Nem-szklerotikus Szklerotikus



mGluR-Endocannabinoid-mediálta

szinaptikus plaszticitás

nem működik

a serkentő szinapszisokban

Jung et al (2012) Nature Communications

Katona and Freund (2008) Nature Medicine 

Mi történik a PeriSzinaptikus
Masina szerkezetével? 

Törékeny X szindróma: az endokannabinoid szintézis 
sejttípus-specifikus károsodása  

Trends in Neurosciences, 2004



mGlu5 DGL-α

Jung et al (2012)
Nature Communications

A 2-AG endokannabinoidot előállító
makromolekuláris komplex szétkapcsolódik

A DGL-a 100 nanométerrel elcsúszik!



Az agy komplexitása 
hatalmas koncepcionális és módszertani kihívás

~ 900 agyterület 

az emberi agyban

~20,000 génünk 

~90% -a be van kapcsolva az 
idegrendszerben

~ 1000 sejttípus az agyban 
(~200 az összes többi 

szervünkben) 

Az idegrendszer egészséges és kóros működésének 

hátterében nanoskálán létrejövő sejttípus-specifikus 

molekuláris változások állnak



Konfokális mikroszkóp: 

Gyors és sokszínű

de

korlátozott felbontású 

250 nm (x-y), 600 nm (z)

Elektronmikroszkóp: 

Nanométeres pontosság

de idő- és munkaigényes, 

csak 1-2 fehérjére alkalmas

sejttípus-specifikusság nehéz

DGL-α

vGluT1

vGluT2

Génpuska

+

DiI

Dudok et al előkészületben

Célkitűzés: 
Molekuláris változások nanométeres pontosságú mérése 

sejttípus-specifikus módon



A STORM szuper-rezolúciós képalkotás 
alapelve

Xiaowei Zhuang

(Harvard University)

Barna László ábrája



„An Incoming Storm” 
Henri Edmond Cross (1908)

Pointillizmus



Wide-field 
epifluorescence 

imaging 

Preszinaptikus CB1 receptorok vizsgálata 
STORM képalkotással

Fluorofór lokalizációs pontosság
6 nm (xy) és 41 nm (z) 5 μm mélyen az agyszövetben

Confocal imagingDeconvolved confocal imagingDeconvolved confocal
and STORM imaging

CB1

bassoon
Double STORM 

imaging



Hogyan néz ki a STORM képalkotás?

Véletlenlenszerűen felvillanó 
fluorofórok

CB1-immunfestés 

A centroidok 3D koordinátáinak 
összegyűjtése egy képen

CB1-pozitív GABAergic idegvégződések



CB1-immunfestés az egér hippokampuszban

Hogyan ismerjük fel…

» a sejttípusokat?

» a szubcelluláris
kompartmentumokat?

Mit látunk…és mit nem láthatunk egy STORM képen? 

Bassoon-immunfestés az egér hippokampuszban



Dekonvolvált konfokális kép egy biocytin-
töltött interneuron idegvégződéseiről

A konfokális és STORM képalkotás kombinálása 

Korrelált konfokális and STORM képek egy 
biocytin-töltött CB1-pozitív interneuron

idegvégződéseiről



Dudok et al
(2015)
Nature

Neuroscience

Élettani, anatómiai és molekuláris paraméterek 
sejt-specifikus mérése



Hogyan elemezhető 

a konfokális és STORM képek eltérő adatstruktúrája?

Biocytin konfokális kép (axonterminális) CB1 STORM Illesztés

?
Szürkeárnyalat-érték
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Pixel X pozíció



VividSTORM: 
Szabadon elérhető és fejleszthető szoftver 

a konfokális és szuper-rezolúciós képek kezelésére

Barna et al
(2016)

Nature Protocols



Automatizált független szegmentáció:

Az aktív kontúr algoritmus

Marquez-Neila et al 2014
IEEE Trans Pattern Anal Mach Intell alapján

Biocytin-töltött axonterminális

Barna et al (2016) Nature Protocols



A releváns molekula lokalizációs pontok szűrése 
aktív kontúr algoritmussal

Barna et al (2016) Nature Protocols



A VividSTORM
adatok megjelenítésére és elemzésére 

egyaránt alkalmas
Dudok et al (2015)

Nature Neuroscience

Klaszteranalízis Molekuláris 
távolságmérések

Internalizációs
mérések

Lee et al (2015)
Journal of NeuroscienceBarna et al (2016) Nature Protocols



A VividSTORM alkalmazása más szövetekben:

Parvalbumin-pozítiv sejtek kérgi nephronokban

Barna et al (2016) Nature Protocols



Hat napig tartó THC kezelés jelentős receptorszint 
csökkenést okoz az idegvégződéseken

Dudok et al (2015) Nature Neuroscience 

Molekuláris változások mérése: 
a kannabinoid tolerancia jelensége



• Drámai 75%-os CB1 
csökkenés

(élvezeti konc: 100ng/ml)

• 11 nap után 50%-os 
javulás

• Teljes helyreállás 6 hét 
után

• Csekély 16%-os CB1

csökkenés
(terápiás konc: 10 ng/ml)

A receptorszint csökkenés 
koncentrációfüggő és lassan áll helyre

Dudok et al (2015) Nature Neuroscience 



Lefoglalt kannabiszminták THC-tartalmának változása

USA (1980-2012)

ElSohly MA et al: J Forensic Sci 45, 24 (2000); Marijuana Potency Monitoring Project, 2013
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A konfokális képalkotás kombinálása szuper-rezolúciós 

mikroszkópiával és a VividSTORM szoftver lehetővé teszik a 

sejttípus-specifikus molekuláris változások mérését 

Összefoglalás

A THC kezelés dózis-függő módon csökkenti a CB1 szintet, amely 

meglepően lassan áll helyre

A retrográd endokannabinoid jelpálya alapvető alkotóeleme 

a kémiai szinapszisoknak

Mennyiségi és térbeli átrendeződése nanométeres tartományokban 

fontos szerepet játszhat neurológiai és pszichiátriai betegségekben

A retrográd endokannabinoid jelpálya alapvető alkotóeleme 

a kémiai szinapszisoknak

Mennyiségi és térbeli átrendeződése nanométeres tartományokban 

fontos szerepet játszhat neurológiai és pszichiátriai betegségekben

A konfokális képalkotás kombinálása szuper-rezolúciós 

mikroszkópiával és a VividSTORM szoftver lehetővé teszik a 

sejttípus-specifikus molekuláris változások mérését 



Dudok Barna
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Köszönöm szépen a figyelmet!





A kannabisz az egyik legősibb gyógynövényünk

Cannabis sativa, Franz Eugen Köhler's Medizinal-Pflantzen című 
könyvéből, amely1887-ben jelent meg.  W. Müller alkotása. 

Shen Nong (ie. ~2700)



Kreitzer and Regehr
(2001) Neuron

Ohno-Shosaku et al
(2001) Neuron

Wilson and Nicoll
(2001) Nature

A CB1 receptor szükséges  
retrográd szinaptikus jelátvitelhez

Retrográd endokannabinoid jelátvitel

Patch-clamp elektródás 
élettani mérés

Hogyan épül fel és működik a szinaptikus
endokannabinoid jelpálya?



A patch-clamp elektrofiziológia, konfokális mikroszkópia 
és a STORM szuper-rezolúciós képalkotás kombinálása 

FN1 Patch-Clamp Nikon N-STORM + C2 konfokális fej



A sejttípus-specifikus STORM képalkotás előnyei

Rendkívül gyors:

1. nap: Patch-clamp élettani kísérletek

3. nap: Morfológiai analízis konfokális mikroszkópiával

5. nap: Molekuláris nanoskálájú képalkotás STORM mikroszkópiával

Nagy hatékonyságú mintavételezés:

7000 axonterminális elemzése azonosított hippokampális
interneuronokból

Képalkotás sebessége: ~20 bouton/óra

Ez a módszertani megközelítés 

bármilyen fehérjére és sejttípusra alkalmazható



A kannabisz
kockázatai

Akut paranoid pszichotikus 
zavar

Skizofrénia spektrum 
betegség

Epilepsziás rohamok

Bipoláris zavarok

Demotivációs szindróma

Infarktus

Kognitív képességek 
romlása

Tanulási és 
memóriafolyamatok 

zavara



A kannabisz terápiás jelentősége



Az endokannabinoid rendszer

Cannabis sativa, Franz Eugen Köhler's Medizinal-Pflantzen című 
könyvéből, amely1887-ben jelent meg.  W. Müller alkotása. 

Raphael Mechoulam fedezte fel
1964-ben

Δ9-THC

Allyn Howlett igazolta
a CB1 kannabinoid receptor 

létezését 1988-ban

Yoong Shim modellje



A kannabisz az egyik legősibb gyógynövényünk

Cannabis sativa, Franz Eugen Köhler's Medizinal-Pflantzen című 
könyvéből, amely1887-ben jelent meg.  W. Müller alkotása. 

Shen Nong (ie. ~2700)



Miért ilyen összetett hatású a kannabisz?

Raphael Mechoulam fedezte fel 1964-ben

Δ9-THC

THC (Δ9-tetrahidrokannabinol) 
a pszichoaktív kannabinoid


