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Abstrakt

P53 je znamy predevsim jako tumor supresorovy faktor, ktery reguluje expresi mnozstvi
geni tGcastnicich se regulace bunééného cyklu, oprav DNA a buné¢né smrti. Radu procest
vSak reguluje i mimo jadro buiiky svymi na transkripci nezavislymi aktivitami. Urcité
mnoZstvi proteinu p53 se naléza i v mitochondriich, kde prispiva k udrZovani integrity
mitochondridlniho genomu. Za apoptotickych podminek pak dochazi k rapidni translokaci
velkého mnoZstvi proteinu p53 na vnéjsi mitochondrialni membranu, kde se ic¢astni pro-

apoptotické signalizace.

Klicova slova: p53, mitochondrie, mtDNA, apoptéza

Abstract

Protein p53 is known as a tumor supressor. In nucleus, p53 regulates the expression of its
target genes, which are involved in cell cycle control, DNA repair and cell death. Protein
p53 also has transcription-independent activities outside the nucleus. Certain amount of
this protein can be found in mitochondria, where it is involved in mitochondrial genom
integrity maintaining. Under stress conditions, p53 rapidly translocates to outer mito-

chondrial membrane, and takes a part in apoptotic signalling pathway.
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Seznam pouzitych zkratek

APE
ATAD3
BER
BH
DBD
dGTP
GST
HAUSP
HIPK
HMG
HSP
Hsp60/Hsp10
CHCHD
LSP
MDM2
ML
mtDNA
MTS
mtSSB

NADH

Apurinni endonukleaza

Attachment domain 3

Base excision repair

Bcl Homology

DNA binding domain, DNA vazebna doména
Deoxyguanosine triphosphate

Glutathione S-transferase

Herpesvirus-associated ubiquitin-specific protease
Homeodomain-interacting protein kinase

High Mobility Group

Heavy strand promotor

Heat shock protein 60/10
Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-like protein
Light strand promotor

E3 ubiquitin ligaza

Myeloid leukemia

Mitochondrial DNA

Mitochondria-targeting sequence

Mitochondrial single strand binging protein

Nicotinamide adenine dinucleotide



NLS
0GG1
OMM
POLG
POLMRT
POLRMT
RECQL
RKO
RRM2B
SSB
TAD
TEFM
TFAM
TIM
TOM

TWINKLE

Nuclear localization signal
8-Oxoguanine glycosylase

Outer mitochondrial membrane
Polymerase Gamma gene

Mitochondrial RNA polymerase

RNA polymeraza mitochondrialni

RecQ like helicase

Bunécna linie kolorektalniho karcinomu
Ribonukleotid reduktaza M2 B

Single strand binding

Trans-activating domain

Transcription Exchange factor mitochondrial
Transcription factor A mitochondrial
Translocase of the inner membrane
Translocase of the outer membrane

Jaderné kdédovana mtDNA helikaza



1 Uvod

Vedle svych aktivit vjadre, kde reguluje expresi cilovych gend, je protein p53 schopen také
transkripcné nezavislych regulaci primou interakci s mimojadernymi proteiny. Tato prace
bude pojednavat o jeho interakcich s mitochondrialnimi proteiny a vlivu téchto interakci
na mitochondrie i buniku. Osud p53 v mitochondriich se liSi v zavislosti na podminkach. Za
normalnich, nestresovych podminek je protein p53 v ramci mitochondrii aktivni zejména
v mitochondridlni matrix v procesu udrZovani integrity mitochondrialniho genomu, za-
timco po riiznych stresovych podnétech dochazi k jeho translokaci na vnéjsi mitochondri-
alni membranu, kde se ucastni apoptotické signalizace, kterd vede az k permeabilizaci
vnéjsi mitochondridlni membrany, spusténi apoptézy a degradaci obsahu buriky, tedy i

mitochondrii samotnych.

V dalsich kapitolach této prace budou bliZe popsany aktivity p53 v mitochondriich.



2 Protein p53 a mitochondrie

V této kapitole budou bliZe popsany mitochondrie a protein p53.

2.1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou organely eukaryotnich bunék. Pravdépodobné maji endosymbioticky
plivod, soucasti buiiky se staly pohlcenim prokaryotniho organismu, nejspise alfa-proteo-
bakterie, coZ se stalo asi pred 1,2 miliardy let (Shih & Matzke, 2013). Tuto teorii podporuje
mimo jiné existence mitochondridlni DNA (mtDNA), kterd miiZe byt pozlistatkem genomu
ptivodniho endosymbionta. PfestoZe se vétSina gend béhem evoluce presunula do jadra,
mtDNA stale obsahuje nékolik desitek genti, nezbytnych pro jejich funkci. Mitochondrialni

genom bude detailnéji popsan v dalsi kapitole.

V mitochondriich se odehrava oxidativni metabolismus buriky, jako je Krebstiv cyklus, ox-
idativni fosforylace a oxidace mastnych kyselin. V buiice maji také signaliza¢ni funkci,

napriklad béhem apoptdzy.

Udavana velikost mitochondrii je asi 1x0,5 pm. Tyto organely jsou nicméné velmi dynam-
ické, jejich morfologie se miize lisit dle typd bunék, a neustale prochazeji procesem fiize a
déleni, takZe namisto jednotlivych kompaktnich organel tvori jakési propojené retikulum
(Frey, Renken, & Perkins, 2002).

vvvvv

huje poriny tvorici nespecifické péry, kterymi prochazi volnou difuzi molekuly azZ do 10
kDa. Vnitini membrana tvori ¢etné invaginace, nazvané Kristy. Jsou s ni asociovany pro-
teiny dychaciho retézce, oxidativni fosforylace a transportni proteiny. Oproti vnéjsi ma
vyss$i obsah proteinti a propousti pouze malé molekuly plynt a vody. Vnitfrek mitochondrii
vypliluje matrix, ve které jsou obsaZeny enzymy oxidativniho metabolismu, napft. Kreb-
sova cyklu, a dalsi proteiny, RNA, ribozomy a mtDNA. Samostatnym kompartmentem je

také mezimembranovy prostor (Voet & Voet, 2004).
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2.2 Protein p53

Protein p53, neboli tumor supresorovy protein, ma v organismu mnoho funkci. V jadre
funguje jako transkrip¢ni faktor, ktery reguluje expresi velkého poctu genii (Riley, Sontag,

Chen, & Levine, 2008), mimo jadro primou interakci s proteiny reguluje adu dalsich dé;ju.

Uéastni se regulace bunééného cyklu, riistu, proliferace, bunééné smrti, starnuti a diferen-
ciace, také opravnych mechanismi poskozeni DNA, a energetického metabolismu
(Vogelstein, Lane, & Levine, 2000).

2.2.1 Gen TP53

Lidsky gen pro p53 protein se nazyva TP53, nachazi se na p rameni 17. chromozomu na
pozici 13.1 (17p31.1) a ma 27 772 bazi. Mutace vtomto genu vyrazné zvysuji prav-
dépodobnost rakovinného bujeni, az 50 % vSech tumort ma mutaci v TP53 (Hollstein et
al.,, 1994).

2.2.2 Struktura

Protein p53 tvori 393 aminokyselin, jeho molekulovd hmotnost je 43,6 kDa a sklada se
z nékolika domén; N-konec proteinu tvoii transaktiva¢ni domény, TAD1 (aminokyseliny
17-25) a TAD2 (48- 56), tyto doména aktivuji transkripcni faktory. Nasleduje prolin bo-
hata doména a DNA vazebna doména DBD (aminokyseliny 102-292). Tato doména intera-
guje v jadie s DNA a v cytoplazmé s cilovymi proteiny. Dale je nuklearni lokaliza¢ni signal
(aminokyseliny 305-321) tetrameriza¢ni doména (325-355), diilezita pro formaci homo-
tetrameru p53, coZ je béZna forma aktivniho p53, a C-terminalni region (aminokyseliny
356-393), ktery ma vyznam ve stabilizaci interakce s DNA i proteiny. Protein ma nékolik
izoforem, jejich exprese se lisi dle tkani (UniProt, 2017), (Goodsell, 2002).
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3 Translokace

Proces translokace p53 do mitochondrii probiha velmi odliSné za normalnich, nestreso-

vych podminek, a po stresovém podnétu.

3.1 Translokace indukovana stresem

K rapidni translokaci p53 do mitochondrii dochazi po stresovém podnétu, jakym je napri-
klad genotoxicky stres (Natalie D Marchenko, Zaika, & Moll, 2000), hypoxie (Sansome,
Zaika, Marchenko, & Moll, 2001), tepelné poskozeni bunky (Gu et al., 2014) ¢i vystaveni
gamma zareni u radiosenzitivnich organi (Strom et al., 2006). Translokace neni podmi-
néna pritomnosti mitochondrialni targeting sekvence v proteinu p53, ale je regulovana
monoubiquitinaci E3 ubiquitin ligazou MDM?2 cytosolické frakce p53 (Natasha D
Marchenko, Wolff, Erster, Becker, & Moll, 2007). Ta za normalniho stavu provadi spolu
s dalsimi enzymy polyubiquitinaci C-terminalnich lysint p53; Lys 370, 372, 373, 381, 382
a 386, ¢imzZ je protein urcen k degradaci ve 26S proteasomu. Tak je udrZovana nizka hla-
dina p53 v cytosolu. Po stresovém stimulu ale dochazi u p53 k monoubiquitinaci. Mo-
noubiquitinovany p53 je stabilizovan a lokalizovan na vnéjsi mitochondrialni membranu,

kde spousti apoptézu.

Ubiquitinace E3 ligdzou MDM2 je regulovana jednak celkovou hladinou MDM2 v burice,
jednak posttranslacnimi modifikacemi p53. Béhem stresu se sniZuje hladina MDM2

v burice, takZe probiha pirevazné monoubiquitilace p53 (Li et al., 2003).

Posttransla¢ni modifikace p53 mohou mit vliv na afinitu p53 k MDM2. Jednim ze znamych
mechanismii zmény afinity je fosforylace Ser46 p53. Homeodomain-interacting protein
kindza-2 (HIPK2), aktivovana v reakci na poskozeni DNA UV zatrenim, fosforyluje p53 na
Ser46 zbytku. (D'Orazi et al., 2002). Tato fosforylace umozni prolyl-izomeraze Pin1 pro-
vést konformacni zmény p53 (Sorrentino et al., 2013), které snizuji afinitu p53 k MDM2.
Tim se zvysi se pomér monoubiquitinace oproti polyubiquitinaci a tedy i translokace na
vnéjsi mitochondridlni membranu. MDM2 vSak neslouZi jako transportér p53, v mito-
chondriich nebyly detekovany Zadné jejich komplexy. Po mitochondrialni translokaci do-
jde k rapidni deubiquitinylaci pomoci HAUSP komplexu, apoptoticky aktivni p53 tedy neni
ubiquitinylovany (Natasha D Marchenko et al., 2007).
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3.2 Translokace za nestresovych podminek

Za normalnich podminek je v mitochondriich pfitomno jen malé mnoZstvi proteinu p53,
presto i v absenci stresu dochazi k translokaci p53 do mitochondrii, i kdyZ v podstatné
mensi miie. Cast cytosolického p53 je importovana skrz vnéjsi i vnitini mitochondrialni
membranu pomoci transportéri TOM a TIM do matrix, kde se ucastni procest udrzujicich

integritu mtDNA.

Zatim jsou znamy tfi zplisoby translokace neubiquitinovaného p53. Prvnim z nich je ko-
lokalizace s RECQL helikazou. Interakci s touto helikazou je maskovana NLS p53, zatimco
84 aminokyselin na N-konci REXQL4 nese MTS, diky které je komplex lokalizovan do bliz-
kosti mitochondrialniho nukleoidu (De et al., 2012).

Dal$im zptsobem lokalizace p53 do mitochondrii je odhaleni kryptické MTS proteolytic-
kym Stépenim p53 a nasledny import jeho 40kDa podjednotky. Timto Stépenim dojde ke

ztraté obou transaktiva¢nich domén p53. (Boopathi, Srinivasan, Fang, & Avadhani, 2008).

Béhem treti cesty importu dochazi ke kovalentni vazbé p53 s importnim receptorem, oxi-
doreduktazou CHCHD4, lokalizovanou v mezimembranovém prostoru, nacezZ probéhne
translokace skrz TOM komplex. Tento transport je zavisly na oxidativni metabolické akti-
vité, pri oxidativnim stresu se zvysi exprese CHCHD4 a tim i import p53 (Zhuang et al.,
2013). Mechanismus, jakym se p53 dostane z mezimembranového prostoru do matrix,

neni presné znam.
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4 Mitochondrialni DNA

Lidsky mitochondrialni genom tvori dvouretézcova molekula DNA o délce 16 569 bazi,
ktera obsahuje celkem 37 genti. Konkrétné to jsou geny pro 12S a 16S RNA, 22tRNA, a 13
proteinti oxidativni fosforylace: podjednotky 1, 2 a 3 cytochrom-c-oxidazy, podjednotky 6
a 8 ATP synthazy, jeden protein cytochrom-c-oxidoreduktazy a 7 podjednotek NADH de-
hydrogenazy. RozliSujeme retézec tézky - H, s vy$S$im obsahem purint, a lehky - L, s vySsim
obsahem pyrimidinid. Geny jsou pfitomny na obou fetézcich, 28 genti na L-strand a 9 na
H-strand (Anderson et al., 1981).

4.1 Nukleoid

Nukleoid je oblast v mitochondrionu, ktera obsahuje mtDNA asociovanou s proteiny ne-
zbytnymi pro udrZovani jeji integrity a komplexy replikace a transkripce. Pocet nukleoidii
v lidské buiice se lisi dle typu buiiky, od 500 do 12 900 (Bogenhagen, 2012), jeden nukle-
oid savci obsahuje obvykle jednu az dvé molekuly mtDNA (Kukat et al., 2011). S mtDNA
je asociovano vice nez 50 proteinti (Bogenhagen, Wang, Shen, & Kobayashi, 2003). Pro
spravné sbaleni nukleoidu je nutny mitochondrialni transkrip¢ni faktor A (TFAM), ktery
se nespecificky vaze na mtDNA, a je ho takové mnozstvi, aby ji byl schopny celou rovno-
mérné pokryt. Vzdalenost mezi dimery TFAM na mtDNA je asi 35 aZ 40 nukleotidd (Alam
etal., 2003).

Proteiny replika¢niho a transkripcniho aparatu jsou také lokalizovany v bezprostredni
blizkosti mtDNA a jsou tedy soucasti nukleoidu. V mitochondriich jsou to DNA polymerazy
y POLG a POLG2, zajistujici replikaci a proofreading, RNA polymeraza POLMRT, tran-
skrip¢ni faktor B, DNA helikdza TWINKLE, LONP1 protedza a mitochondrialni tran-
skrip¢né elongacni faktor TEFM (Bogenhagen et al., 2003).

Mitochondrial single strand binging protein (mtSSB), tzv. covering protein, chrani béhem
transkripce a replikace jednoretézcovou mtDNA pied Stépenim nukledzami a opétovnym

spojenim (Maier et al,, 2001).

Protein p53 interaguje s fadou proteinii nukleoidu. V lidskych burikach je nukleoid ptipo-
jeny kvnitfni mitochondridlni membrané pomoci ATAD3 proteinu (Bogenhagen,
Rousseau, & Burke, 2008).
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4.2 Transkripce
Mezi geny mtDNA je minimum nekédujicich sekvenci. Vyjimkou je priblizné 1 kbp dlouhy
neko6dujici region, ve kterém se nachazi displacement neboli D-loop, struktura, ve které

jsou od sebe vlakna dsDNA oddéleny a mezi né je vsunuto treti vlakno DNA.

Transkripce mtDNA zac¢ina z promotortt HSP1 a HSP2 na H-fetézci a promotoru LSP na L-
Fetézci. LSP a HSP1 se nachazi v D-loop regula¢nim regionu, promotor HSP2 je down-
stream od HSP1. Transkripty jsou polycystronni a jsou polyadenylovany (Anderson et al.,
1981). Transkripci provadi mitochondrialni RNA polymeraza POLRMT (Masters, Stohl, &
Clayton, 1987), ktera pro svou funkci vyZaduje asociované transkrip¢ni faktory; mito-
chondrialni transkrip¢ni faktor A TFAM, ktery vaze mtDNA skrz své HMG-box domény
(Fisher & Clayton, 1985), dale transkrip¢ni faktory B TFB1M nebo TFB2M, které stimuluji
iniciaci transkripce interakci s TFAM (McCulloch & Shadel, 2003) a funguji jako rRNA ade-
nin methyltransferazy (Cotney & Shadel, 2006; Falkenberg et al., 2002). V pfitomnosti
téchto faktori se POLRMT vaZe na promotor a spousti transkripci (Gaspari, Falkenberg,

Larsson, & Gustafsson, 2004).

4.3 Replikace

Replikace mtDNA probiha z jednoho replikacniho pocatku na kazdém vlakné, Ou na H
vlakné a z OL na L vlakné (Shadel & Clayton, 1997). Podle asymetrického modelu je repli-
kace na obou vlaknech kontinualni, nejprve dochazi k zahajeni DNA syntézy v Ou na lea-
ding H vlakné, poté, co jsou replikovany asi dvé tretiny vldkna, zapoc¢ne replikace lagging
L vlakna z OL (Tapper & Clayton, 1981). Iniciace replikace je spojena s transkripci. Primer
potiebny k iniciaci v On je transkripénim produktem z LSP promotoru (Shadel & Clayton,
1997). Syntézu DNA provadi polymeraza y (Ropp & Copeland, 1996). Lidska polymeraza
Y je heterotrimer sloZeny z jedné katalytické podjednotky o velikosti 139 kDa a dvou pro-
cesivnich, 53 kDa velkych podjednotek (Yakubovskaya, Chen, Carrodeguas, Kisker, &
Bogenhagen, 2006). Katalyticka podjednotka ma jak polymerazovou, tak 3°5’exonuklea-
zovou aktivitu, provadi také proofreading nové syntetizovaného retézce (Kaguni, 2004).
Rozplétani asi 20 bp dlouhych usekii mtDNA v replikacni vidlicce se déje pomoci helikazy
TWINKLE (Spelbrink et al, 2001). Jeji aktivita je stimulovana proteinem mtSSB
(Korhonen, Gaspari, & Falkenberg, 2003).
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4.4 Opravy mitochondrialni DNA

V mitochondrialni DNA dochazi k mutacim priblizné desetkrat ¢astéji, nez v DNA jaderné
(Haag-Liautard et al., 2008). MtDNA se nachazi v blizkosti komplexli oxidativni fosfory-
lace, béhem které je produkovano mnozstvi volnych kyslikovych radikalt. Ty zpiisobuji
oxidativni poskozeni DNA, v jehoZ disledku dochazi casto k pfeméné deoxyguanosinu na
8-0x0-7,8-dihydroxo-2’-deoxyguanosin (Breen & Murphy, 1995) (Faucher, Doublié, & Jia,
2012). NejcastéjSim a nejlépe popsanym mechanismem opravy poskozeni mtDNA je Base
excision repair - BER (Kazak, Reyes, & Holt, 2012).

Prvni fazi BER je rozpoznani poskozené baze a nasledné stépeni N-glykosidické vazby en-
zymem glykosylazou. Chybna baze je tak odstranéna a na mtDNA dochazi k vytvoreni aba-
zického mista, ve kterém je zbyla fosfatova kostra odbourana endonukleazou APE1
(Fromme & Verdine, 2004). Chybéjici nukleotidy jsou poté dosyntetizovany polymerazou
y (Yakubovskaya et al., 2006), a DNA je spojena mitochondrialn{ ligazou III (Simsek et al.,
2011). Na priibéh BER ma vliv protein p53, ktery interaguje s polymerazou v, tato inter-

akce bude podrobnéji popsana niZze.

4.5 p53 a mitochondrialni genom

Protein p53 ma vyznamnou ulohu v udrZovani integrity mitochondridlniho genomu. Jed-
nak pusobi v jadre jako regulator transkripce genti podstatnych pro transkripci, replikaci
¢i opravu mtDNA, jednak v matrix pfimo interaguje s mtDNA a proteiny ucastnicimi se
replikace a opravnych aktivit, a sam ma 3°5’exonukleazovou aktivitu (Mummenbrauer et
al,, 1996). Obsah mtDNA v bunikach exprimujicich p53 je vyrazné vyssi, nez v p53 defici-
entnich burikach, coz ukazuje na vyznam exprese p53 pro funkci mitochondrialniho ge-

nomu (Kulawiec, Ayyasamy, & Singh, 2009).

4.6 Regulace transkripce p53 cilovych geni

Protein p53 v jadie transkrip¢éné reguluje mnozstvi gend. NiZe bude popsana transkrip¢ni

regulace dvou genii, TFAM a RRM2B, jejichZ exprese je podstatna pro funkci mtDNA.

4.6.1 TFAM

TFAM je jaderné kddovany gen pro mitochondrialni transkripcni faktor A, ktery se podili

na mtDNA replikaci, transkripci a sbaleni do nukleoidu (Shadel, 2008).
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Sekvence mysiho genu TFAM obsahuje ¢tyri putativni p53 vazebné konsenzus sekvence, z
nichZ u jedné byla zjiSténa interakce s p53. Schopnost Transaktivace TFAM genu protei-
nem p53 byla prokazana transfekci p53 deficientnich mysich embryonalnich fibroblastt
wt p53. U téchto transfektovanych bunék s funkénim p53 byla hladina mRNA TFAM vy-
razné vyssi, nez u kontrolnich bunék. (Park et al,, 2009). V kosterni svaloviné mysi bez
funkéniho p53 je sniZeny obsah mRNA i samotného proteinu TFAM. To ma za nasledek
sniZzené mnoZstvi mtDNA v mitochondriich a celkové nizsi fyzickou vydrz! téchto mysi.
Tato regulace je tkanoveé specificka, v jaternich ¢i srdecnich burikach nebylo sniZené mnoz-

stvi TFAM pozorovano.

Kromé regulace transkripce je p53 schopen také interagovat s proteinem TFAM v mito-

chondriich a ovlinovat tim jeho aktivitu, Cemuz se budu vénovat nize.

4.6.2 RRMZB

Protein p53 je transkrip¢nim regulatorem exprese jaderné kddovaného genu pro ribonuk-
leotid reduktazu M2 B (RRMZB) (Tanaka et al., 2000). Produkt tohoto genu je podjednot-
kou enzymu ribonukleotid reduktazy, ktera provadi syntézu dNTP potiebnych pro repli-
kaci a opravy mtDNA (Pontarin, Ferraro, Bee, Reichard, & Bianchi, 2012). Zména exprese

tohoto genu ma za nasledek rozsahlé deplece mitochondrialni DNA (Bourdon et al.,, 2007).

4.7 Interakce s proteiny v mitochondrialni matrix
V matrix mitochondrii protein p53 primo interaguje s nékolika proteiny zajiStujicimi
udrZbu a replikaci mtDNA. Jednotlivé interakce a jejich vyznam budou popsany v nasledu-

jicich odstavcich.

4.7.1 Polymerazay

Lidska polymeraza y je heterotrimer s jednou katalytickou a dvémi procesivnimi podjed-
notkami (Kaguni, 2004) a zajistuje replikaci mtDNA. Béhem syntézy mtDNA miiZe docha-
zet k zarazeni nespravného nukleotidu, coz je vedle oxidativniho poSkozeni DNA dalsi

moZzna pricina vzniku mutaci. 3’-5’exonukleazova aktivita polymerazy y sama o sobé ne-

1 excercise capacity
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staci k odstranéni téchto nukleotidd. V mitochondridlnim extraktu p53 deficientnich bu-
nék dochazelo k chybnému vytvareni dGTP:T part, které nebyly efektivné odstraniovany,
a k akumulaci kratkych tsekti mtDNA. Po ptridani rekombinantniho p53-GST ftzniho pro-
teinu doSlo k vyznamnému sniZzeni poc¢tu chybnych parti (Bakhanashvili et al., 2008). Od-
stranéni chybné sparovanych nukleotidii tedy probihd efektivnéji v pritomnosti p53,
ktery funguje jako externi proofreader a ma primy vliv na presnost syntézy mtDNA poly-

merazouy .

Interakce s p53 ma také roli v BER, kdy stimuluje aktivitu polymerazy y pti inkorporaci
nukleotidii do mtDNA, a tim zvysSuje G¢innost této opravy (de Souza-Pinto, Harris, & Bohr,
2004).

4.7.2 TFAM

Mitochondrialni transkrip¢ni faktor A - TFAM, je multifunk¢ni protein s hmotnosti 29 kDa,
ktery se ucastni udrzovani integrity mtDNA na nékolika urovnich, je nezbytny pfti repli-
kaci, transkripci, detekci a opravé poskozené DNA a pri skladani mtDNA do nukleoidu
(Kang & Hamasaki, 2005).

Tento protein je sloZzeny ze dvou tandemovych High Mobility Group boxti - HMG1 a HMG2,
které jsou spojeny 36 aminokyselin dlouhym zasaditym linker regionem, na C konci pro-
teinu je 27 zasaditych aminokyselinovych zbytk(. TFAM se v mitochondriich vyskytuje
v rovnovazném pomeéru jako dimer a monomer, pii nasednuti na mtDNA dimerizuje

(Wong, Rajagopalan, Freund, et al., 2009).

TFAM interaguje s proteinem p53. K primarni vazbé dochazi mezi HMG1 boxem TFAM a
transaktivacni doménou p53, ke slabsi sekundarni vazbé dochazi na C-terminalni regu-
la¢ni doméné (Wong, Rajagopalan, Freund, et al., 2009). Komplex TFAM-p53 je stabilizo-
van elektrostatickymi a hydrofobnimi interakcemi. Béhem vazby dochazi ke konformac-
nim zméndm u p53, kde se v TAD tvoii dva negativné nabité helixy (S15-L32 a Q38-D57),

spojené linker regionem, které pak TFAM vaze.

TFAM se preferen¢né vaze na poskozenou mtDNA obsahujici 8-0xoG (Yoshida et al., 2002)
a tak inhibuje aktivitu BER enzymij, jako napiiklad OGG1 a APE. Za pritomnosti p53 je tato
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aktivita TFAM utlumena. Dochazi také k inhibici vazby TFAM na oxidativné poSkozenou
DNA (Yoshida et al., 2003).

4.7.3 HmtSSB

Protein HmtSSB (Human mitochondrial single strand binding protein) je homotetramer
(Wong, Rajagopalan, Townsley, et al., 2009). Primarn{ struktura tohoto proteinu je homo-
logni k SSB proteinu E. coli, naopak nema Zadné podobnosti s jadernym ssb proteinem
RPA (Van Dyck, Foury, Stillman, & Brill, 1992).

HmtSSB se béhem replikace a transkripce mtDNA vaZe na jednotetézcovou DNA v D-loop,
¢imZ zabranuje opétovnému spojeni retézci (Van Tuyle & Pavco, 1985). Mimo to se
ucastni baleni mtDNA do nukleoidu (Bogenhagen et al., 2003), stimuluje helikazu
TWINKLE (Korhonen et al,, 2003) i polymerazu y (Williams & Kaguni, 1995). V pritom-
nosti mtSSB se procesivita této polymerazy dvakrat zvysi, je také stimulovana jeji 3°- 5°

exonukleazova aktivita a presnost syntézy (Farr, Wang, & Kaguni, 1999).

MtSSB interaguje s proteinem p53 skrz obé transaktivacni subdomény, TAD1 i TAD2
(Wong, Rajagopalan, Townsley, et al., 2009). Po kratkém genotoxickém stresu maji tyto
subdomény fosforylované serinové zbytky Ser 6, 9, 15 a 20, coZ zvySuje negativni naboj N-
konce p53 a tim i afinitu k mtSSB. Na homotetrameru mtSSB jsou ¢tyfi mozna vazebna
mista (Raghunathan, Kozlov, Lohman, & Waksman, 2000), lze tedy predpokladat, Ze je
schopen soucasné interakce jak s p53, tak s mtDNA. Jak jiz bylo feceno vysSe, p53 ma sla-
bou 3°-5" exonukledzovou aktivitu a je schopen hydrolyzovat 8-oxodG z mtDNA (Janus et
al., 1999). Pri interakci s mtSSB se tato aktivita mirné zvysuje, coz je pravdépodobné zpi-
sobeno tim, Ze ma komplex mtSSB-p53 vyssi afinitu k DNA, neZ p53 samotny (Wong,
Rajagopalan, Townsley, et al., 2009).

4.8 Prima interakce p53 s mtDNA

V lidském mitochondridlnim genomu bylo nalezeno sedm putativnich p53 vazebnych sek-
venci, které maji vysokou podobnost s konsenzus p53 vazebnou sekvenci, a to na pozici
1553, 1809, 2397, 2903, 4637, 12230 downstream od HSP a na pozici 16190 v D-loop re-

gionu downstream od LSP (Heyne et al., 2004). Pro zjiStén{ interakce s témito sekvencemi
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byly vytvoreny referencni plazmidy s jednotlivymi sekvencemi, minimalnim beta-globi-
novym promotorem a luciferazovym genem, a dale kontrolni plazmidy s promotorovou
sekvenci p53-responzivniho p21-Waf genu a prazdné vektory. Po 32hodinové inkubaci
s p53 byla pozorovana luciferazova aktivita u kontrolnich plazmidt s p21Waf promoto-
rem a u transfektovanych plazmidt obsahujicich putativni sekvenci 1553. U této jediné
sekvence, lokalizované v 16S rRNA lokusu, byla tedy prokazana schopnost vazat p53, a to
s pomérné nizkou afinitou. Jako p53 vazebny motiv byly urcené bp 1553-1572, coZje v lid-

ské mtDNA konzervovana sekvence. Vyznam této interakce neni presné znam.
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5 Mitochondrie v p53 indukované apoptoze

5.1 Apoptdza
Apoptdza, neboli Fizena bunécna smrt, je silné regulovany proces, béhem kterého dochazi
k nevratnym morfologickym a fyziologickym zménam, jako je kolaps cytoskeletu, frag-

mentace DNA a rozpad jaderné membrany.

5.1.1 Kaspazova kaskada

Kaspazy jsou proteazy, které se za normalnich podminek vyskytuji v burice jako inaktivni
prekurzory prokaspazy. BEhem apoptdzy u nich dochazi ke stépeni a konformaénim zmé-
nam, ¢imz jsou aktivovany. Miizeme je rozdélit na inicidtorové (mezi které radime kaspazu
2, 8,9 a 10) a efektorové (kam patri kaspaza 3, 6 a 7). Jako prvni jsou béhem apoptdzy
aktivovany inicidtorové kaspazy, které provedou proteolytické stépeni a tim aktivaci efek-
torovych kaspaz, a tim dojde ke spusténé proteolytické kaspazové kaskady. Efektorové
kaspazy poté Stépi riizné substraty a tak probihd apoptoticky proces rizené degradace,

ktery je jizZ nevratny (Nicholson, 1999).

5.1.2 Cesty apoptozy

Apoptéza probihd nékolika riiznymi cestami, podle ptivodu podnétu, ktery ji indukuje,
miliZeme cesty apoptézy rozdélit na vnitini - intrinsic, pokud podnét pochazi zevnitr
buriky, a vnéjsi - extrinsic, pokud je apoptdéza spusténa v reakci na extracelularni stimul
(Alberts, 2017).

5.2 p53 zavisla apoptdza

Protein p53 je schopen indukovat apoptézu. Transfekci p53 deficientnich bunék Saos-2
adenoviralnim expresnim vektorem s wt p53 lze u téchto bunék aktivovat kaspazovou
proteolytickou kaskddu a spustit apoptézu (Martin Schuler, Bossy-Wetzel, Goldstein,
Fitzgerald, & Green, 2000). V této p53 zavislé draze apoptdzy hraji kliCovou roli mitochon-
drie. V reakci na stresovy signal, kterym miuze byt napiiklad poskozeni DNA ¢i hypoxie, se
p53 velmi rychle lokalizuje na vnéjsi mitochondrialni membranu (Natalie D Marchenko et
al., 2000). Poté dojde ke kolapsu membranového potencialu a tvorbé péri ve vnéjsi mito-
chondridlni membrané, coZ ma za nasledek jeji permeabilizaci a uvolnéni cytochromu c,

Smac, Htra2 a dalSich apoptogennich faktori z mezimembranového prostoru do cytosolu
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(Green & Evan, 2002). Tam cytochrom c aktivuje iniciatorovou prokaspazu 9 skrze vazbu
na adaptorovy protein Apafl. Ten po navazani cytochromu c tvori heptamer zvany
apoptosom, ktery pritahuje a vaZe molekuly prokaspazy 9. Ty po pribliZeni aktivuji sebe a
poté i dalSi, exekuc¢ni prokaspazy, jako je prokaspaza 3, ¢imZ je spusSténa proteolyticka
kaskada (Green & Reed, 1998).

Mechanismus, jakym p53 apoptézu indukuje, je velmi komplexni, a probihd na vicero
urovnich. Jako prvni byla znama transkrip¢né regulac¢ni role p53. V jadre indukuje expresi
proapoptotickych genii Bax (Toshiyuki & Reed, 1995), NOXA (E. Oda et al., 2000), PUMA
(Nakano & Vousden, 2001) a p53AIP1 (K. Oda et al., 2000).

5.2.1 Transkrip¢né nezavisla indukce apoptozy

Aktivace transkripce téchto genti ale neni jediny zptisob, p53 indukuje apoptdézu i u bunék
bez transkrip¢ni i translac¢ni aktivity (Gao & Tsuchida, 1999), (Caelles, Helmberg, & Karin,
1994). Delece ¢i mutace v p53 transaktivacni doméné neni fatalni pro schopnost p53 in-
dukovat apoptézu (Haupt, Rowan, Shaulian, Vousden, & Oren, 1995). Navic, po pridani
rekombinantniho p53 do cytosolického extraktu bez pritomnosti bunécnych jader do-
chazi k uvolnéni cytochromu c z mitochondrii a aktivaci kaspazové kaskady (Ding et al.,
2000). VSechny tyto poznatky ukazuji, Ze paralelné s regulaci transkripce existuje dalsi,
rychlejsi pfima cesta, kterou p53 indukuje apoptézu. Vzhledem ke kli¢ové roli mitochon-

drif bude tato pifima cesta podrobnéji popsana.

5.2.2 Translokace na vnéjsi mitochondrialni membranu a jeji permeabilizace
Pri indukci p53 dependentni apoptdézy dochazi k rapidni translokaci ¢asti p53 na vnéjsi
mitochondridlni membranu, coz bylo zjisténo srovnanim mitochondridlnich frakci bunék
s wt p53 pred a po apoptotickém stimulu. Po poSkozeni DNA u bunék myeloidni leukemie
(ML-1) a bunék kolorektalniho karcinomu (RKO) pridanim camptothecinu, nebo po vyvo-
lani hypoxického stresu oSetfenim desferroxoaminem, byla ¢ast p53 lokalizovana v mito-
chondridlni frakci. Mitochondrialni lokalizace byla specificka pouze pro p53, jiné jaderné
proteiny detekovany nebyly. Dochazi k ni pouze v pripadé p53 cesty apoptdzy. Po indukci
p53 nezavislé, TNF cesty apoptézy u ML-1 bunék nebyla lokalizace p53 do mitochondrif

pozorovana, ackoliv celkova hladina p53 v buiice byla na stejné Grovni, jako po vyvolani
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p53 zavislé cesty desferroxoaminem. Z toho lze vyvodit zavér, Ze mitochondrialni lokali-
zace p53 béhem této cesty apoptdzy neni pouze dlisledkem zvySeného mnozstvi proteinu
v bunice ¢i reakci na poSkozeni organel, ale je diilezitou soucasti jeji regulacni drahy
(Natalie D Marchenko et al., 2000).

Vyznam mitochondridlni lokalizace p53 byl zkouman pridanim mitochondrialni targeting
sekvence k p53. Proteiny BclXL a Bcl2 jsou lokalizovany ve vnéjsi mitochondridlni mem-
brané (Gonzalez-Garcia et al., 1994) (Akao, Otsuki, Kataoka, Ito, & Tsujimoto, 1994). Fuzi
C-konce p53 s jejich transmembranovymi doménami byly ziskany fizni proteiny p53CTB
(faze s BclXL) a p53CTM (faze s Bcl2). Po transdukci p53 deficientnich bunék lymfomu
virovymi vektory exprimujicimi p53CTB nebo p53CTM byly tyto fizni proteiny translo-
kovany do vnéjsi mitochondridlni membrany. V jaddie bunék jejich pritomnost detekovana
nebyla, ani neprobihala transkripce proapoptotickych genti, piesto byla apoptoticka akti-
vita téchto bunék srovnatelna jako u bunék exprimujicich wt p53. Mitochondrialni lokali-
zace p53 je tedy postacujici k indukci apoptozy. (Mihara et al., 2003) (Talos, Petrenko,
Mena, & Moll, 2005).

Po translokaci na vnéjsi mitochondrialni membranu dochazi k jeji permeabilizaci a uvol-
néni cytochromu c. Tento proces je regulovan proteiny z Bcl2 rodiny, se kterymi p53 fy-

zicky interaguje a tim reguluje jejich aktivitu (Mihara et al., 2003).

5.2.3 Proteiny Bcl2 rodiny
Proteiny Bcl2 rodiny sdili alespoii jednu ze ¢ty homolognich domén s proteinem Bcl2,
tyto domény se nazyvaji BH - Bcl Homology, a proteiny podle nich miizeme rozdélit na tii

skupiny.

5231 BH4

Prvni skupina proteinti, BH4, ma s Bcl2 homologni vSechny 4 domény. Patfi sem Bcl2,
BclXL a Mcl1, coz jsou proteiny s antiapoptotickou funkci, které aktivné stabilizuji vnéjsi
mitochondrialni membranu a zabranuji jeji permeabilizaci (Gonzalez-Garcia et al., 1994)
(Akao et al.,, 1994). Mohou také interagovat s proapoptotickymi Bcl2 a tim je udrZovat

v inaktivnim stavu.
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5232 BHI123

Ve druhé skupiné BH123 jsou proteiny Bax a Bak s proapoptotickou funkci, které maji ho-
mologni domény BH1, BHZ a BH3. Za normalniho stavu jsou v burice pritomny jako inak-
tivni monomery, Bax v cytosolu, Bak na OMM (Wolter et al., 1997). Po apoptotickém sti-
mulu tvofi homoologomery a translokuji se na OMM, coz zpiisobi jeji permeabilizaci (Wei
etal.,, 2000).

5.2.3.3 BH3only

Proteiny treti skupiny BH3 jsou PUMA, NOXA, Bid a dalsi, maji proapoptotickou funkci,
prevadi death signal do mitochondrii. Za normalniho stavu se nachazi v cytosolu, po
apoptotickém stimulu probéhne translokace na OMM (Huang & Strasser, 2000), tam svou
BH3 doménou interaguji s Bcl2 a BclXL, ¢imZ inaktivuji jejich stabilizacni funkci, nebo

s BH123, ¢imzZ je aktivuji a umoZni jejich oligomerizaci (Emily et al., 2001).

5.3 Interakce Bcl2 proteinti s p53

Proteiny Bcl2 rodiny spolu mohou tvorit dimery (Oltval, Milliman, & Korsmeyer, 1993).
Po translokaci na OMM s nimi p53 fyzicky interaguje a tim reguluje jejich aktivitu (Natalie

D Marchenko et al., 2000). Jednotlivé interakce budou niZe podrobnéji popsany.

5.3.1 BclXL

BclXL je asociovan s vnéjsi mitochondrialni membranou, kterou stabilizuje a zabranuje jeji
permeabilizaci. Tvorba komplexi s p53 byla detekovana v p53 deficientnich buikach po
kotransfekci wt p53 s BclXL, stejné tak v HeLa bunkach exprimujicich BclXL a to s mito-
chondrialné targetovanym i wild type p53. Této interakce se neuastni protein Bax, po
trojité kotransfekci s nim vznikaly opét pouze p53/BclXL komplexy, a to ve stejném mnoz-
stvi, jako v nepritomnosti Bax. Komplexy byly detekovany také mezi proteiny cisté endo-
genniho plivodu, v mitochondriadlnim izolatu bunék kratkodobé vystavenych plisobeni ca-

mptothecinu, tedy po apoptotickém stimulu (Mihara et al., 2003).

NMR metodou bylo zjiSténo, Ze interakce probihd skrz DNA vazebnou doménu p53.
(Petros, Olejniczak, & Fesik, 2004). BclXL béhem interakce neprodéla zasadni konfor-

macni zmény, kontakt s p53 zajiStuje region na C-konci al helixu BH4 a dalsi dvé loops
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mezi helixy a3-a4 a a5-a6. Tento region neni totoZny s tim, ktery interaguje s BH3 pro-

teiny.

Formaci komplextli s BcIXL p53 inhibuje jeho stabiliza¢ni funkci a a tak primo indukuje
permeabilizaci vnéjsi mitochondridlni membrany. Pti overexpresi BclXL a Bcl2 dochazi
k zastaveni p53 zavislé apoptézy, p53 nestaci tvorit inhibi¢ni komplexy BclXL a OMM zi-
stava stabilizovana (M Schuler & Green, 2001).

5.3.2 Bcl2

Protein Bcl2 je strukturné velmi podobny BclXL, a i on dle o¢ekavani tvori komplexy s p53,
i kdyZ s mensi afinitou. Jejich formace byla detekovana imunoafinitni chromatografif ex-
trahovanych mitochondrialnich proteinti ML-1 bunék, kratkodobé vystavenych poskozeni
DNA camptothecinem. Kontakt probiha skrz DNA vazebnou doménu, pfi¢emz ani u jed-
noho z proteinti nedochazi k zdsadnim konforma¢nim zménam (Petros et al., 2004). Tuto

vazbu dokaze rozrusit BH3 protein Bid, ktery se k Bcl2 vaze s vyssi afinitou.

5.3.3 Interakce v pripadé mutaci v DNA vazebné doméné p53

Z interakci s BH4 proteiny vyplyva, Ze DNA vazebna doména p53 ma dvoji funkci, slouZzi
nejen pri transkrip¢ni regulaci, ale také pri primé cesté p53 zavislé apoptdzy. Proto byly
provedeny experimenty zjiSt'ujici, jaky vliv ma mutace v DBD p53 na schopnost proteinu

indukovat apoptozu.

Proteiny p53 exprimuji buiiky ML-1 a buiiky nddorové linie MDA 231, MDA 468 a dalsi,
exprimujici mutantni p53 s béZnymi mutacemi v DBD, byly vystaveny ptisobeni campto-
thecinu po dobu 3,5 hodin, takZe doslo k indukci apoptdzy. Imunoprecipitaci bylo deteko-
vano obdobné mnoZstvi p53 ve vSech bunikach. U bunék s mutantnim p53 vSak nedocha-

zelo k tvorbé komplext s Bcl2.

Mutantni p53 s nefunkéni DBD proto nejsou schopny vyvolat permeabilizaci OMM a uvol-
néni cytochromu c transkripcné nezavislym mechanismem, stejné tak nemohou induko-
vat apoptdzu transkripcni aktivaci proapoptotickych genti (Petros et al., 2004), (Tomita
etal., 2006).
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5.3.4 Bax

Bax je BH123 protein s proapoptotickou aktivitou, za normalniho stavu se nachazi v cyto-
solu jako neaktivni monomer, miiZze byt ve vazbé s antiapoptotickymi Bcl2. Béhem
apoptdzy je aktivovan interakci s BH3 doménou proteini Bid nebo Bim, poté projde kon-
formacnimi zménami, translokuje se do OMM, oligomerizuje a tvori pory v OMM, ¢imZ ji

permeabilizuje (Czabotar, Lessene, Strasser, & Adams, 2014).

Nepostradatelnost tohoto proteinu pro pribéh transkripcné nezavislé p53 dependentni
apoptdzy byla potvrzena experimenty s mySimi embryonalnimi fibroblasty (MEF), u kte-
rych byl inhibovan nuklearni import p53 pomoci WGA. U MEF exprimujicich Bax byla po

UV ozareni spuSténa apoptoza, u Bax deficientnich MEF k apoptdze nedoslo.

Po interakci Bax s p53 dojde k permeabilizaci OMM bez pritomnosti jakychkoliv dalSich
apoptotickych proteinii. Nebyla zjiSténa tvorba komplext p53/Bax. p53 aktivuje Bax tzv.
Hit-and-Run mechanismem, stejné jako BH3 only proteiny Bid a Bim. Jeho aktivaci umoz-
nuje také tim, Ze vazbou BclXL uvolni Bax z inhibi¢niho komplexu s BclXL - k tomu dochazi
jiz pri ekvimolarni koncentraci p53 a BclXL, zatimco k zpétnému rozruSeni komplexu
BclXL/p53 a tvorbé BelXL/Bax je tieba 50krat vyssi koncentrace Bax (Chipuk et al.,, 2004).

Vyznam interakce p53 a Bax tedy spociva jak v primé aktivaci tohoto proteinu, tak v uvol-

néni Bax z inhibi¢nich komplext s jinymi Bcl2 proteiny.

5.3.5 Bak

Protein Bak je strukturné a funk¢né podobny Bax, na rozdil od néj se ale nachazi v OMM.
Za normalnich podminek tvori komplexy s BclXl a Mcl-1, ¢imZ je udrZovan v inaktivnim
stavu. Pro aktivaci je nutné rozruSeni téchto komplext a nahrazeni Bak v nich BH3 only
proteiny (Willis et al., 2005). Poté mize aktivovany Bak formovat homooligomery a per-
meabilizovat OMM. Aktivace probiha i interakci s p53, ktery s Bak tvori komplexy, pfi-
¢emz spolu interaguji DNA-vazebnd doména p53 a N-terminalni alfa helix BH3 domény
BAK. Protein p53 také dokaZe rozrusSit inhibi¢ni komplexy Bak/Mcl-1. (Leu, Dumont,
Hafey, Murphy, & George, 2004), (Pietsch et al., 2008).
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5.4 Interakce s prokaspazou 3

Prokaspaza 3 je v buiice asociovana zejména s vnéjsi mitochondridlni membranou, v kom-
plexu s Hsp60 a Hsp10 (Leu et al., 2004) (Mihara et al., 2003). Po indukci apoptdzy je ak-
tivovana, disociuje z Hsp komplexu a putuje do cytosolu, mala c¢ast vSak zistava v mito-
chondriich (Natalie D Marchenko et al., 2000) (Mihara et al., 2003). Béhem apoptdzy tato
prokaspaza interaguje s p53, komplexy s p53 byly detekovany v mitochondriich Wm115
burikach melanomu exprimujicich wt p53 po oSetreni camptothecinem. Imunoprecipitaci
kaspazy 3 nebo p53 z lyzatu H1299 bunék bylo zjiSténo, Ze komplexy s kaspazou 3 za
apoptotickych podminek tvori asi 1-3 % celkového buné¢ného p53. Zajimavé je, Ze na roz-
dil od Bcl2 a BclXL, mutantni p53 proteiny jako R175H a R273H jsou schopny interagovat
s kaspazou 3 na podobné urovni jako wtp53, nicméné ma takovato interakce vliv na
schopnost kaspazy byt aktivovana iniciatorovou kaspazou 9. Po pridani kaspazy 9 k mito-
chondriim bunék transfekovanych R175H, exprimujicich mutantni p53, dochazelo k vy-
razné nizSimu Stépeni prokaspazy 3 a tvorbé aktivni kaspazy 3, nez u kontrolnich mito-
chondrii s wtp53 (Frank, Pietsch, Dumont, Tao, & Murphy, 2011). V Gvahu prichazi nékolik
moznych mechanismi, jakym tato interakce ovliviiuje pribéh apoptézy. Interakce p53 s
prokaspazou 3 miZe usnadnovat jeji Stépeni a aktivaci kaspazou 9. Kaspaza 3 muzZe pro-
tein p53 $tépit, a to na dvou specifickych mistech, konkrétné na Asp21 a Asp186, takze
vznikaji ¢tyti fragmenty p53(22-393), p53(1-186), p53(22-186) a p53(187-393). Dva z
téchto fragmentii obsahuji nukledrné lokaliza¢ni signalni sekvenci, dalsi dva, konkrétné
p53(1-186) a p53(22-186) se lokalizuji do mitochondrii, coZ vyvola zménu membrano-
vého potencialu (Sayan, Sayan, Knight, Melino, & Cohen, 2006). Interakce p53 s kaspazou

3 miZe tedy také primo urychlit permeabilizaci vnéjsi mitochondrialni membrany.
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6 Zavér

Je zfejmé, Ze aktivity proteinu p53 v mitochondriich nejsou pro funkci bunky jako celku
zanedbatelné. Ze dvou mitochondrialnich aktivit p53, které zde byly popsany, je 1épe pro-
zkoumana permeabilizace vnéjsSi mitochondrialni membrany a nasledna indukce
apoptdzy. Zajimavym poznatkem je, Ze proteiny s mutaci v DNA vazebné doméné, coz jsou
u p53 jedny z ¢astych mutaci, nejsou schopny indukovat nejen transkrip¢né-zavislou, ale
ani mitochondrialni cestu apoptézy, coZ ma jisté vyznam pro budouci vy-zkum v oblasti

nadorovych onemocnénti.

UZ méné je popsana funkce p53 v udrzbé mitochondrialniho genomu, a to i presto, Ze ma
tato jeho role pro organismus nemaly vyznam. Funk¢ni p53 v mitochondriich je totiz pod-
statny pro efektivni opravy mutaci mtDNA, které mohou vést k mitochondrialnim poru-

cham. Tato oblast by si jisté zaslouZila dalsi vyzkum.
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