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Sidlomas projektas yra tesinys visuotinés dotacijos projekto VP1-3.1-SMM-07-K-02-05 “Démesio
ir sensorinés informacijos virsmy mechanizmy tyrimas panaudojant genetinius neurony akytvumo
moduliacijos metodus” ir kartu yra dalis Neurofiziologijos laboratorijos Neuromoksly institute
tyrimy vystymo strategijos, kurios tikslas yra iSmokti naudoti Siuolaikinius metodus, tame tarpe
optogenetinius. Optogenetiniai metodai leidZia su Sviesos pagalba kontroliuoti neurony aktyvuma
ir tokiu badu tirti jy funkcijg. Kadangi Sviesai jautris kanalai yra ekspresuojami geny, kuriy
aktyvuma kontroliuoja promoteriai, galima pasiekti Sviesai jautriy kanaly ekspresijg tik tam tikrose
neurony grupése, ir tokiu badu tirti batent ty specifiniy neurony grupiy funkcija. Sis projektas kaip
tik ir siekia sukurti promoterj, tinkamg virusinei Sviesai jautriy kanaly ekspresijai iSimtinai
somotostatino neuronuose.

Somatostatino neuronai sudaro apie tre€dalj visy interneurony zievéje ir jy yra daug kitose
smegeny srityse, tame tarpe ir virSutiniuose kalneliuose, kuriuos tiriame masy Neurofiziologijos
laboratorijoje. Yra jau parodyta, kad regos zievéje pelése somatostatino neuronai dalyvauja regos
atsaky sumavime. Deja, kol kas néra zinoma, ar tokia pat funkcijg somatostatino neuronai atlieka
virSutiniuose kalneliuose. Dar daugiau, néra zinomos biofizikinés somatostatino neurony savybés
virSutiniuose kalneliuose. Todél mes norime istirti neurofiziologiniais ir optogenetiniais metodais
$iy lgsteliy savybes ir jy funkcijg. Sis projektas baty pirmas svarbus Zingsnis $ia kryptimi.

Konkrec€iai yra siuloma patikrinti mdsy turimo viruso su masy sukurtu promoteriu (darbg atliko dr.
Tatiana Tkatch) ir ekspresuojancio Zaligjj fluorescuojantj baltymg (angl. GFP) ekpresijg Ziurkés
virSutiniy kalneliy neuronuose. Mes darome S$io viruso injekcijas j virSutinius kalnelius ir galime
stebéti fluorescencija su misu turimu mikroskopu ir video kamera Andor Neo, kuri tinka
fluorescencijos stebéjimui, kaip zadinantis Sviesos $altinis yra naudojamas 480 nm bangos ilgio
LEDas. Mes taip pat daréme viruso transdukcijos eksperimentus zievés neurony kultGruose
(darbg atliko dr. Andrius Kaselis) ir paskui fiksuotos kultros buvo dazomos antikiinais MAP2,
kuris skirtas neurony zyméjimui, ir somatostatino antiknais. Gauti rezultatai rodo, kad visos
virusg ekpresuojancios lgstelés yra neuronai ir pusé virusg ekspresuojanciy neurony ekspresuoja
ir somatostatino peptida. Vaizdiné medZiaga pateikta Zemiau.

Galimi keli paaidkinimai, kodél ne visi virusg ekspresuojantys neuronai buvo pazymeéti
somatostatino antikdinais. Viena, gal antikiinai néra pakankamai jautras, daro didelj fong ir mums
sunku i$skirti Igsteles su Zemu somatostatino peptido lygiu. Antra, gali bati, kad kultdruose
somatostatino neuronai néra pilnai iSsivyste. Kad patikrinti Sig hipoteze, mes norime nustatyti,
kiek virusg eskpresuojanciy neurony ziurkés virSutiniuose kalneliuose yra somatostatino
neuronai. Tam mes norime daryti viruso injekcijas j virSutinius kalnelius, po 2 - 3 savaiciy daryti
plonus, ~10 um storio pjavius ir juos dazyti su somatostatino antiklnais. Taip pat planuojame
daryti kontrolinius eksperimentus dazant su parvalbumino, kalbindino ir CamKIl antikiinais.
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Neuronal markers

Bright field image with viral GFP fluorescence Virus GFP fluorescence

MAP2 antibody Alexa 594 labeling GFP and Alexa 594 overlap

Somatostatin antibodies

Bright field image with viral GFP fluorescence Virus GFP fluorescence

SST antibody Alexa 594 labeling GFP and Alexa 594 overlap

Paveikslélyje rodomi pavyzdZiai fiksuoty kulttry, kurios buvo dazytos su MAP2 antiktnais
(virSutinés dvi eilés) ir somatostatino antikiinais (apatiné dalis). Abiem atvejais viruso
fluorescencija yra parodyta Zalia spalva virSutinése eilutése, kairéje rodomas Sviesaus lauko
vaizdas sutapatintas su viruso fluorescentiniu vaizdu. VirSutinés eilutés kairéje rodoma tik viruso
fluorescencija. Apatiniai eilutéjes abiem atvejais antikiinais gautas dazymas rodomas raudonai
kairéje, o desSinéje puséje yra sutapatinti antikino ir viruso vaizdai. Sutapimas rodomas gelsvo

atspalvio spalva,



