Sejttipus-specifikus nanoskalaju fehérjevizsgalatok
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Miért van sziikségiink kannabinoid receptorokra?

Burns et al,
(2007) PNAS
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Monoacil-glicerinek

Raphael Mechoulam csoportja
fedezte fel 1992-1995-ben

David's brain” Mi az e’ndokan.nabmoud rendszer
Priyan Weerappuli alkotdsa, 2005 elettani feladata?
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Preszinaptikus
CB,; receptorok az idegvégzodéseken

Patkany hippokampusz GABAerg idegvégzodés

Katona et al (1999) Journal of Neuroscience

Regardless of the precise localization of CB1 along the axon
terminal membrane, these receptors could be easily reached by
endogenous cannabinoids potentially released from postsynaptic
sites (Stella and Promelli, 1998), (e.g., from the cell bodies and
proximal dendrites of pyramidal cells). Taken together, these
results suggest that cannabinoids exert their modulatory effects on
the GABAergic systems of the hippocampus by a presynaptic
rather than a postsynaptic mechanism.

Honnan érkezik a szinaptikus
endokannabinoid?



Posztszinaptikus endokannabinoid-szintetizalo
DiacylGlycerol Lipdz-a. a dendritekben

Katona et al. (2006) Journal of Neuroscience



A ,szinaptikus biztositék” modell

animation:

www.albafilm.hu

Katona and Freund (2008) Nature Medicine



A CB, receptor sejttipus-specifikus csokkenése
az epilepszids hippokampuszban

Ludanyn et al (2008) Journal of Neuroscuence

Tempordlis lebeny
eredetii epilepsziaban
a CB; receptorok
szelektiven a serkento
idegvégzodésekrol

tinnek el
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Toréekeny X szindroma: az endokannabinoid szintézis
sejttipus-specifikus karosodasa

The mGIuR theory of fragile X mental

| Jung et al (2012) Nature Communications
retardation

Mark F. Bear', Kimberly M. Huber? and Stephen T. Warren®
Trends in Neurosciences, 2004
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Mi térténik a PeriSzinaptikus nem mikadik

Masina szerkezetével? a serkenté szinapszisokban



A 2-AG endokannabinoidot eldallito
makromolekuldris komplex szétkapcsolodik
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Jung et al (2012)

Jic) A DGL-a 100 nanométerrel elcsuszik!
Nature Communications



Az agy komplexitdsa
hatalmas koncepciondlis és modszertani kihivas

Az idegrendszer egészséges és koros mikodésének
hatterében nanoskadlan létrejové sejttipus-specifikus

molekularis valtozasok allnak

~ 900 agyteriilet ~ 1000 sejttipus az agyban
(~200 az 6sszes tobbi

az emberi agyban szerviinkben)

~20,000 géniink

~90% -a be van kapcsolva az
idegrendszerben



Célkitiizes:
Molekularis valtozdsok nanométeres pontossdgui mérése
sejttipus-specifikus modon

stellate pyramidal

Konfokadlis mikroszkép: Elektronmikroszkap:

Gyors és sokszin(
de
korlatozott felbontasd
250 nm (x-y), 600 nm (z)

Nanométeres pontossdg
de id6- és munkaigényes,
csak 1-2 fehérjére alkalmas

K [4 _ . .k p ,
dudok et al elskésziletben  SSITTIPUS-specifikussag nehéz



A STORM szuper-rezolicios képalkotas

alapelve

Diffraction Limited Image Formation

® CB, Receptor
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Projection

Xiaowei Zhuang

Single Molecule Localization

(Harvard University)

a Original Structure Diffraction Limited Image
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Point Spread Function PSF Acquired by EMCCD Fitting Gaussian
b (PSF)

Super-Resolution
Localization

STORM (Stochastical Optical Reconstruction) Microscopy

@) (OX®) OO

=+ CB, Receptor

Fluorophores are in Only a Subset of Fluorophores Turning

Barna LdSZIé Cibr'dJCl C Dark State on in Each Imaging Cycle

Reconstruction of the
Super-Resolution Image



.~An Incoming Storm"”
Henri Edmond Cross (1908)

ointillizmus



Preszinaptikus CB, receptorok vizsgalata
STORM képalkotassal

DouI‘:SI‘I’e’STOI%@A g%
- imaging

T

Fluorofor lokalizdciés pontossdg
6 nm (xy) és 41 nm (z) 5 ym mélyen az agyszdvetben




Hogyan néz ki a STORM képalkotas?

Véletlenlenszeriien felvillano A centroidok 3D koordinatainak
fluoroforok osszegylijtése egy képen

CB,-immunfestés CB,-pozitiv GABAergic idegvégzddések

Acg. Time: 0:00:00.000




Mit latunk..és mit nem lathatunk egy STORM képen?

Hogyan ismerjik fel...
» a sejttipusokat?

» a szubcelluldris
kompartmentumokat?

Hwy




A konfokdlis és STORM képalkotas kombinaldsa

CB1 S'I;QRM/Biocytin"gf:Q‘hfocaI Biocytin confocal

1 H m i wi;.

g

Korrelalt konfokalis and STORM képek egy
biocytin-t6lt6tt CB,-pozitiv interneuron
idegvégzddéseiral




Elettani, anatomiai és molekularis paraméterek
sejt-specifikus mérése

Perisomatic Interneuron

Dudok et al
(2015)
A K il Nature

Neuroscience

riens

/biocytinfj C




Hogyan elemezheto

a konfokalis és STORM képek eltéro adatstruktiaraja?

Biocytin konfokadlis kép (axontermindlis)

.

CB, STORM

Localization | X Position Y Position Z Position

Sziirkedrnyalat-érték Point {nm) (nm) {nm)
1 14141.1 3362.6 311.0
8182 | 54 188 185 | 63 |80 |93 102 2 25061.6 17269.6 -21.5
Ne) 43|80 [78 |80 |80 )78 [73 [94 [100 3 27605.4 18385.0 311.0
E 85 |79 |80 |78 |77 |74 |65 |91 |0 4 19978.5 18758.6 66.4
S (38|35 |40 |35]39 |74 |77 |70 |65 5 25639.4 22537.6 -241.2
> |aolz25 123 |28 |37 les lea Lo |5 6 9264.5 23590.7 311.0
?‘2 o2 |26 | 22 |28 |40 |65 loa l2a |2 7 23193.5 27231.3 144.0
& |22 l28 2 [30 |37 leo |58 |56 lee 8 20710.4 27909.1 178.4
! 24588.9 28181.5 311.0

21| 22|23 |27 |38 |60 |67 |65 | 67

10 30868.0 29253.7 -9.2
st |l | (bl ) [l [ 2 11 12964.6 29632.3 241.2
Pixel X pozicié 12 16853.0 29715.9 -96.0
13 23595.6 33808.6 -229.5
14 20466.5 34943.1 298.6
15 9944.8 21210.3 -223.7

Tllesztés




VividSTORM:
Szabadon elérheto és fejlesztheté szoftver
a konfokdlis és szuper-rezolicios képek kezelésére

~STORM images

- Confocal images
Select | Config || Filtering H ROIs ‘

Select ‘ Config H Display |
Open files. ..

Close files

Open files...

Close files
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Unload selected  Close selected
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1000 nm-

Barna et al
(2016)
Nature Protocols

STORM image Confocal image
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[All channels] Pixel size: 0.080555 | Z slices: 15




Automatizdlt fliggetlen szegmentacio:

Az aktiv kontdr algoritmus

Biocytin-t6lt6tt axontermindlis

Marquez-Neila et al 2014 » Barna et al (2016) Nature Protocols
IEEE Trans Pattern Anal Mach Intell alapjdn



A relevans molekula lokalizacios pontok sziirése
aktiv kontdr algoritmussal

Active contour selector tool  ?

Confocal channel
Iteration cydes

p (smoothing parameter)

A1 (Relative importance of inside pixels)

A2 (Relative importance of outside pixels)

Dt )

Spline fit
Start contour evolution

Barna et al (2016) Nature Protocols




A VividSTORM
adatok megjelenitésére és elemzésére
egyarant alkalmas

Dudok et al (2015)
Nature Neuroscience

Cluster analysis

~ll DBSCAN

Eps (nm) '100 - Save all data |l
MnN (3 . Exportin .pdb [l

Internalization

Surface distance

~l Distance from surface
Internalization distance calculation channel Alexa405/Alexa647 ~  Threshold (nm) ‘ 100 - Save all data [l

Convex hull maker channel Alexa405/Alexa647 ~

~ll Distance from center of mass

Internalization Distance calculation channel Alexa405/Alexa647 ~ Save all data |l

Minimum distances

~ll Eudidean, within channel

Save all data Il

~ll Eudidean, between channels

Klaszteranalizis Molekuldris
AL tavolsagmérések

Minimum distance of points of channel Alexa405/Alexa647 ~

From channel Alexa405/Alexat47 ~

~ Surface, between channels

Convex hull maker channel Cy3/Alexab47 ¥  Distance limit from convex hull (nm) = Save all data
Reference hull maker channel Alexa405/Alexa647 v Exportin .pdb

Distance calculation channel ~ Cy3/Alexa647 v

Surface Density

~ll Measure surface density

L . o 'lh . 7 e 2
Convex hull maker channel Alexa405/Alexaé47 ~  Sampling density (NLP/um~2) ‘ 800 . Save all data [l ”p | I nTe rna I 1Zacl OS
Density calculation channel Alexa405/Alexaé47 ~ Density probe radius (nm) ’ 80 . \ o m é rié S e k

~ll Measure surface density distribution relative to reference

Convex hull maker channel Alexa405/Alexa647 ~ Sampling density (NLP/fum~2) ’800 . Save all data |l
Density calculation channel Alexa405/Alexaé47 ~ Density probe radius [nm] \80 .

Reference channel Alexa405/Alexa647 ~

: Lee et al (2015)
Barna et al (2016) Nature Protocols Journal of Neuroscience




A VividSTORM alkalmazasa mas szovetekben:

Parvalbumin-pozitiv sejtek kérgi nephronokban

Barna et al (2016) Nature Protocols



Molekularis valtozasok mérése:
a kannabinoid tolerancia jelensége

Vehicle
' CB, STORM

Hat napig tarto THC kezelés jelentés receptorszint
csokkenést okoz az idegvégzodéseken

Dudok et al (2015) Nature Neuroscience
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A receptorszint csokkenés
koncentraciofiiggo és lassan all helyre
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Dudok et al (2015) Nature Neuroscience

- Drdmai 75%-0s CB1
csokkenés
(élvezeti konc: 100ng/ml)

* 11 nap utdn 50%-os
javulds

« Teljes helyredllds 6 hét
utdn

« Csekély 16%-o0s CB,
csokkenés
(terdpids konc: 10 ng/ml)



Lefoglalt kannabiszmintak THC-tartalmanak valtozdsa

USA (1980-2012)

THC tartalom
% (GC)

O NV D> oh AN DD SN D> P P
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ElSohly MA et al: J Forensic Sci 45, 24 (2000); Marijuana Potency Monitoring Project, 2013




Osszefoglalds

A retrogrdd endokannabinoid jelpdlya alapvetd alkotéeleme

a kémiai szinapszisoknak

Mennyiségi és térbeli atrendezddése nanométeres tartomanyokban

fontos szerepet jatszhat neuroldgiai és pszichiatriai betegségekben

A konfokalis képalkotas kombindldsa szuper-rezolicids
mikroszkopiaval és a VividSTORM szoftver lehetové teszik a

sejttipus-specifikus molekuldris valtozdsok méréséet

A THC kezelés dozis-fiiggo modon csokkenti a CB; szintet, amely

meglepden lassan all helyre
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A kannabisz az egyik legosibb gyogyndvényiink

Camnabineae i < T a S

.

Gannadis sativa [

3 W B Nl
Cannabis sativa, Franz Eugen Kéhler's Medizinal-Pflantzen cimi S
konyvébél, amely1887-ben jelent meg. W. Miiller alkotdsa. Shen Nong (ie. ~2700)



Retrograd endokannabinoid jelatvitel

C +/+ +/- s
Kreitzer and Regehr
(2001) Neuron
\ZHOPA
Ohno-Shosaku et al
(2001) Neuron 40+ 60ms
= -
Wilson and Nicoll 2 1 l
(2001) Nature 3
e 20+
o
w
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ﬂ 0 T
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Patch-clamp elektrdodas s
Slottani mérés A CB,; receptor sziikséges

retrogrdd szinaptikus jeldtvitelhez

Hogyan épiil fel és miikédik a szinaptikus
endokannabinoid jelpdlya?



A patch-clamp elektrofiziologia, konfokalis mikroszkopia
és a STORM szuper-rezolicios képalkotds kombinaldsa




A sejttipus-specifikus STORM képalkotas elényei

Rendkiviil gyors:

1. nap: Patch-clamp élettani kisérletek
3. nap: Morfoldgiai analizis konfokdlis mikroszkdpidval

5. nap: Molekuldris nanoskdldju képalkotas STORM mikroszkdpidval



MOST COMMON HEALTH SIDE EFFECTS
OF USING MARIJUANA

Marijuana is commonly known as chronic, pot or hash and is consumed either by
eating, smoking or by soaking it in tea. Whether the human body is exposed to

this plant in small or large quantities, side effects are a sure fall out. Side effects of
using marijuana vary from the simple increase in appetite to much graver threats
like lung cancer.Let us explore what marijuana is capable of doing to the human

body.

THE SIDE EFFECTS OF MARIJUANA ARE:

EFFECTS ON THE REGULATORY SYSTEM IN THE BRAIN:

The drug affects the chemical balance in the regulatory system and
the pleasure centre of the brain. This imbalance in turn makes
adaptation to changes slower and starts affecting things like memory
and learning ability.

This symptom is a vicious cycle as the person soon finds him or
herself using the drug to get rid of the depression that has been
caused by the drug in the first place.

WITHDRAWAL AND OBSESSIVENESS

Marijuana users also suffer from severe withdraw symptoms when
the drug is not accessible to them. They often have cravings that
are uncontrollable and these can lead to results that are damaging.

Constant use of the drug increase the breathing, heart and blood rate

thus leading to taxing of the body. This in turn leads to the speeding up & ‘ﬁ
of the aging and hence increases the risks of cancer of the lungs, (/(J 5
strokes and heart attacks. ~O

A kannabisz
kockazatai

Akut paranoid pszichotikus
zavar

Skizofrénia spektrum
betegség

Bipoldris zavarok

Demotivacios szindroma

Kognitiv képességek
romldsa

Tanulasi és
memoriafolyamatok

Zavara

Epilepszias rohamok

Infarktus



A kannabisz terdpids jelentosége

pressure
bronchodilation
decreased

asthma

(
prevention of
nausea/vomiting
caused by
anticancer
drugs

therapeutic effects

® antiemetic
bronchial effect /

appetite
stimulation

——— therapeutic use
palliative care for
anorexia caused by
opioids, antiviral drugs,
AIDS-related illnesses or
terminal cancer

decreased intraocular

spasticity/ataxia/
muscle weakness

o
glaucoma

analgesia ‘

multiple sclerosis,
cerebral palsy,
spinal cord
injuries

®
cancer pain,
post-operative pain,
phantom limb pain




Az endokannabinoid rendszer

Cannabineae

Raphael Mechoulam fedezte fel
1964-ben

Gannabis sativa [

Allyn Howlett igazolta

Cannabis sativa, Franz Eugen Kshler's Medizinal-Pflantzen cimd a CB, kannabinoid receptor
konyvébél, amely1887-ben jelent meg. W. Miiller alkotdsa. létezését 1988-ban



A kannabisz az egyik legosibb gyogyndvényiink

Camnabineae i < T a S
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Gannadis sativa [

3 W B Nl
Cannabis sativa, Franz Eugen Kéhler's Medizinal-Pflantzen cimi S
konyvébél, amely1887-ben jelent meg. W. Miiller alkotdsa. Shen Nong (ie. ~2700)



Miért ilyen 6sszetett hatasd a kannabisz?

I

THC (A%-tetrahidrokannabinol)

. ’ . . Raphael Mechoulam fedezte fel 1964-ben
a pszichoaktiv kannabinoid P



