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Mitochondrialna DNA (mtDNA) bola objavena pred viac
ako pol storo€im. Komponenty mitochondrialnych
nukleoidov ~ (mt  nukleoidov),  nukleo—proteinovych
komplexov, do ktorych je mtDNA zbafovana, sa vsak
zacali Studovat az v uplynulych rokoch. Hoci sa vie, Ze
zbalovanie mt nukleoidov je primarne zabezpeCované
proteinmi obsahujucimi DNA véazobné domény HMG boxy
[1], povaha dalSich komponentov zG¢astnenych v regulacii
Struktary a dynamiky mt nukleoidu je stdle neznama.
Kvasinka Yarrowia lipolytica na rozdiel od Saccharomyces
cerevisiae nie je schopna tolerovat’ stratu mtDNA a je od
konvenéného kvasinkového modelového organizmu
S. cerevisiae zna¢ne evolu¢ne vzdialena [2]. MIDNA tejto
kvasinky je taktieZz zbalovand do mt nukleoidu, ktorého
hlavnou suc€astou je nedavno objaveny mitochondrialny
HMG box obsahujuci protein Mhb1 [3, 4].

Nasim cielom bolo odhalit (1) funkciu proteinu Mhb1 a
(2) zalozné mechanizmy, ktoré dokazu absenciu Mhb1p
kompenzovat. Za tymto G€elom bol skonstruovany
deleény mutant Y. lipolytica Amhb1. Prekvapivo, tento

kmen nevykazuje rastovy defekt na Standardnych
kultivatnych médiach a mé& zachovanu respiranu
kapacitu. Podla predbeznych vysledkov  ostava
nezmenena aj hladina expresie vybranych

mitochondrialnych génov, o naznacuje existenciu zatial
neznameho zachranného mechanizmu. Na druhej strane,
analyzy prostrednictvom fluorescenénej mikroskopie
odhalili, Ze kmen bez funkéného proteinu Mhb1 ma mt
nukleoidy s vyrazne zmenenou morfoloégiou. Zaroven sa
mtDNA  stdva nachylnejS§ia na pdOsobenie latok
interagujucich s mtDNA, €o bolo potvrdené zniZzenou
Zivotaschopnostou dele¢ného kmeria Amhb1 na médiach
s obsahom etidium bromidu. Metddou pulznej gélovej
elektroforézy sme separovali intaktné molekuly mtDNA
v géle, pricom sme odhalili zmenené mnoZstvo a mobilitu
mtDNA u dele¢ného kmeria v porovnani so Standardnym
typom. To by mohlo byt vysvetlené zvySenym mnozstvom
rekombinacnych intermediatov mtDNA a/alebo znizenym
poctom kopii mtDNA. Zatial €o dvojrozmerna (2D)
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agarézova elektroforéza mtDNA

nepotvrdila Ziadne
rozdiely v mnozstve rekombinaénych intermediatov,
metoda kvantitativnej RT-PCR nam zatial nepriniesla
jednoznaénu odpoved o pocte kopii mtDNA. Nase
vysledky vSak potvrdzuji, Ze protein Y/Mhb1, podobne
ako jeho funkéné homology z kvasiniek S. cerevisiae
(ScAbf2p) [5] a Candida albicans (CaGcflp) [6], je
pravdepodobne zahrnuty v zbalovani a stabilizacii
mitochondrialneho gendmu tejto kvasinky.
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Anaplasma phagocytophilum je pévodcom
granulocytarnej anaplazmoézy ludi a zvierat. V Europe je
prenasana klieStami z rodu Ixodes a to najma druhom
Ixodes ricinus. Rezervoarovymi hostitefmi sG viaceré
druhy stavovcov, ktoré su Specificky viazané na urcité
genotypy tejto vnutrobunkovej baktérie. Vzhladom na
vacSiu genetickl  heterogenitu A. phagocytophilum
v Eurépe je jej ekologicka asociacia s rezervoarovymi
hostitefmi nie Uplne objasnena. Na lepSie pochopenie
potencialneho risku prenosu A. phagocytophilum na fudi
a domace zvierata je potrebné objasnit’ cirkulaciu réznych
genotypov tejto baktérie ajej asociaciu s réznymi
rezervoarovymi hostitefmi. NaSim cielom bolo uréit
vnutrodruhovl variabilitu kmerfiov A. phagocytophilum
cirkulujucich v severnom Taliansku (provincia Trentino)
u klieStov cicajucich na Sirokom spektre hostitelov ako
napriklad na psoch, ovciach, vtakoch, hlodavcoch, vysokej
lesnej zvery a tiez klieStoch cicajucich na fudoch. Celkom
821 klieStov I. ricinus z vegetacie, 284 klieStov cicajucich
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na réznych hostiteloch (psy, ovce, vtaky, hlodavce, vysoka
lesna zver, fudia) a 1295 vzoriek krvi z hlodavcov bolo
pomocou PCR a Realtime PCR analyzovanych na
pritomnost baktérie A. phagocytophilum. Vnutrodruhova
variabilita a fylogenetické stromy boli zostrojené pomocou
analyzy sekvencii (msp4, groEL) z pozitivnych klieStov
z vegetacie, z pozitivnych klieStov z hostitelov a krvnych
vzoriek z hlodavcov. Nasledne fylogenetické stromy
poukazali na dve hlavne skupiny genotypov A.
phagocytophilum cirkulujucich v severnom Taliansku. Prva
skupina pozostavala z kmerov najdenych u vysokej lesne;j
zvery, oviec, psov, ludi a kmerov najdenych u klieStov
z vegetacie a druha skupina genotypov pozostavala len
z kmenov najdenych v krvnych vzorkach u hlodavcov.
Tieto genotypy z hlodavcov boli identické s genotypmi
najdenymi u klieStov . trianguliceps na Slovensku a UK
[1]. Nasa studia sa priklana k hypotéze o existencii dvoch
separovanych enzootickych cykloch A. phagocytophilum
cirkulujucich v Eurépe a taktiez objasfiuje povod kmeriov
ohrozujdcich fudi ako aj domace zvierata.
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Priadka moru$ova sa za poslednych desat rokov dostala
do centra zaujmu. Kompletné sekvenovanie jej genébmu v
roku 2004 umoznilo aplikaciu modernych molekularnych a
genetickych metéd na Stadium rdéznych biologickych
procesov. Priadka svojou velkostou predstavuje idedlny
modelovy organizmus pre $tudium fyziologickych dejov.
Zvliekanie hmyzu je hormonalne regulovany biologicky
proces, ktory umozZnuje sledovat mnozstvo zloZitych
pochodov od génovej expresie, cez vylu€ovanie réznych
bioaktivnych latok az po presne definované spravanie a
rézne fyziologické funkcie. Behaviordlne prejavy
sprevadzajuce jednotlivé fazy zvliekania su riadené
ekdyziotropnymi horménami (ETH) z periférnych Inka
buniek a mnozZstvom neuropeptidov zo Specializovanych
neurénov  centralneho  nervového  systému(CNS).
V pripravnej faze prebehne v tychto neurénoch expresia
ETH receptorov (ETHR-A a ETHR-B). Pocas ekdyzialnej
sekvencie (behavioralna faza) ETH aktivuje Specifické
neurdny, L4/IN-704, pricom dochadza k presne
nacasovanej produkcii cGMP a vyluGovaniu neuropeptidov
riadiacich prechod jedinca do dalSieho vyvinového Stadia.
V nasej praci sme pomocou imunohistochémie v tychto
neurénoch sledovali zvy$ovanie hladin cGMP a pomocou
in-situ  hybridizacie aimunohistochémie sme opisali
priebeh expresie vybranych neuropeptidov, allatostatinu
CC aburzikénu. Zaroveri sme pouzili rekombinantné
bakulovirusy na identifikaciu promoétorov pre oba tieto
neuropeptidy. Identifikované promotorové regulacné
oblasti spolu s ETHR-A sme dalej pouzili na pripravu
stabilnych transgénnych linii priadky moruSovej pomocou
vektora obsahujuceho piggyBac traspozomalny element.
Identifikacia promoétorov a priprava transgénnych linii
predstavuju vyborny nastroj pre pochopenie endokrinnej
regulacie zvliekania ainych komplexnych biologickych
procesov, ktoré su su€astou mnohych Zivych organizmov
vratane ¢loveka.
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Parkinsonova choroba (Parkinson disease, PD) je po
Alzheimerovej chorobe druhé najcastejSie
neurodegenerativne ochorenie. Ide o progresivne
ochorenie s velmi variabilnym vekom nastupu (priemer 60
rokov). Podla odhadov je na svete postihnutych touto
chorobou asi 4 milién obyvatelov. Napriek tomu, ZzZe
rozsiahle Studie pokusali najst environmentalne rizikové
faktory pre vznik choroby, genetické varianty sa povazuja
dnes za hlavny kauzativny faktor [1,2]. Mutacie v
siedmych uz znamych génoch, SNCA, UCH-L1, LRRK2,
GIGYF2, HTRA2/Omi, VPS35, EIF4G1 a dvoch
mapovanych Usekoch (PARK3 a PARK10) spdsobuju
autozomélne dominantnd formu ochorenia. Mutacie v
Siestich inych génoch, parkin, PINK1, DJ-1, ATP13A2,
PLA2G6 a FBXO7 maju za nasledok autozomalne
recesivnu formu. V roku 1996 bol popisany prvy lokus pre
PD - PARK1. V tomto lokuse nasli v jednej rodine s
autozomalne dominantnou (AD) formou PD prvu bodovu
mutaciu A53T v géne SCNA. Gén bol mapovani na
chromozdémovl poziciu 4921-9g23. Produktom génu je
alfa-synuklein, ¢o je hlavnou zloZzkou obsahu Lewyho
teliesok [2,3]. Protein SCNA pozostava zo 140
aminokyselinovych zvyskov [4]. Kruger a kol. identifikovali
ako prvi mutaciu ¢.88G>C (A30P) ujedného pacienta
s familiarnou formou PD [5]. Mutacia c.136G>A (E46K)
v géne SNCA spbdsobuje lahsiu tvorbu fibril [6], ktoré su
pritomné takisto aj pri poruchach odburavania alfa-
synukleinu v  ubikvitin—proteazomovom systéme a
v lyzozémoch [7]. Tieto tri mutacie si doteraz jediné
potvrdené patogénne bodové mutacie v géne SNCA
a nachadzaju sa vdruhom (A30P) avtretom exéne
(E46K, A53T).

Pomocou sekvenovania 2. a 3. exénu génu SNCA u 160
nepribuznych PD pacientoch sme nasli rézne sekvenéné
varianty. Dve doteraz nepopisané tiché mutéacie: c.45T>C
(p.V15V) - podla predikénych software-ov tato zmena
neovplyvni mechanizmus splicingu; a druhd tichd mutaciu
€.96G>A (p.K32K) - ktora podla spomenutych programov
potencialne mdze negativne ovplyvnit' zostrih, zni¢enim
oblasti ESRS (exonic splicing regulatory element). Nasli
sme aj jeden uz popisany intronicky polymorfizmus:
c.121+11C>T (IVS3+11C>T, rs35135226) v ex6ne 2 génu
SNCA. V tretom exéne génu SNCA sme nenasli ziadnu
sekvenénu zmenu.

Chceme sa podakovat vSetkym pacientom aich
rodinam. Tento projekt bol financovany grantom
GUK/494/2013.
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