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Abstrakt

Protein p53 je znamy predevsim jako tumor supresorovy faktor, ktery reguluje expresi mnozstvi
gent udastnicich se regulace bunééného cyklu, oprav DNA a bunééné smrti. Radu procesii viak
reguluje i mimo jadro buiiky svymi na transkripci nezavislymi aktivitami. Za fyziologickych
podminek se urcité mnozstvi proteinu p53 nachazi v mitochondriich, kde ptispiva k udrzovani
integrity mitochondridlniho genomu. Po stresovém stimulu pak dochézi k rychlé translokaci
velkého mnozstvi proteinu p53 na vnéjsi mitochondridlni membréanu 1 do mitochondriélni ma-

trix, kde se u€astni indukce programované bunécné smrti, apoptdzy ¢i nekrédzy.

Klicova slova: p53, mitochondrie, mtDNA, apoptdza, nekroza

Abstract

Protein p53 is known as a tumor suppressor. 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. Under physiological condi-
tions, certain amount of this protein can be found in mitochondria, where it is involved in mi-
tochondrial genome integrity maintaining. Under stress conditions, p53 protein rapidly translo-
cates to outer mitochondrial membrane or mitochondrial matrix, and takes a part in apoptotic

or necrotic signaling pathway.
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Seznam pouZzitych zkratek

Apafl Apoptotic protease activating factor 1

APE Apurinni endonukledza

BER Base excision repair

BH Bcl Homology

CypD Cyclophilin D

DBD DNA binding domain, DNA vazebna doména

D-loop Displacement loop

dGTP Deoxyguanosine triphosphate

Drpl Dynamine-related protein 1

GST Glutathione S-transferase

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

HMG High Mobility Group

HSP Heavy strand promotor

Hsp Heat shock protein 60/10

CHCHD Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain-like protein
IMS intermembrane space, mezimembranovy prostor

LSP Light strand promotor

MDM2 E3 ubiquitin ligdza

ML-1 Myeloid leukemia 1

MOMP Mitochondrial outer membrane permeabilization
mPT Mitochondrial permeability transition

mPTP Mitochondrial permeability transition pore

mtDNA Mitochondrial DNA

MTS Mitochondria-targeting sequence, mitochondrialni cilova sekvence
mtSSB Mitochondrial single strand binging protein

NADH Nicotinamide adenine dinucleotide

NLS Nuclear localization signal, jaderny lokaliza¢ni signal

OMM Outer mitochondrial membrane



OSCP
PET-p
POLG
POLMRT
POLRMT
RECQLA
RKO
RRM2B
RTS
SPG7
SSB
TAD
TEFM
TFAM
TIM
TOM
TWINKLE
VDAC

Oligomycin sensitivity conferring protein
Pifithrin- p

Polymerase Gamma gene

Mitochondrial RNA polymerase

RNA polymeraza mitochondrialni

RecQ like helicase 4

Bunéc¢na linie kolorektalniho karcinomu
Ribonukleotid reduktaza M2 B
Rothmund Thompson syndrome

Spastic Paraplegia 7

Single strand binding

Trans-activating domain

Transcription Exchange factor mitochondrial
Transcription factor A mitochondrial
Translocase of the inner membrane
Translocase of the outer membrane
Jadern¢ kodovana mtDNA helikéaza

Voltage-dependent anion channel



Obsah

L UVO oot n st sttt ettt n sttt e st ss st anen s 1
2 PIOTEIN P53 ...ttt bt b bbbt e e 2
2.1 GBN TPO3 ... s 2
2.2 STIUKEUFE ...ttt 2
2.3 Posttranslacni MOdIfIKACE .......c.cueiiiiiiiiiie e 3

3 Translokace proteinu pS53 do MItOChONAIIL ....ccicvviiiiiiiiiiic i 4
3.1 Translokace za fyziologickych podminek ..........c.cccovviiiiiiiiiiiiiiiii e 4
3.1.1 Translokace zavisla na oxidativnim metabolismu a CHCHDA4 ................cccooeeiie. 4
3.1.2 Translokace zavisla na RECQLA4 heliKaze.........ccccccovvviiiiiiiiiiiiiie e 5

3.2 Translokace proteinu p53 za podminek vedoucich k programované buné¢né smrti........ 6
3.2.1 Prabeh transSloKaACE .........eiuiiiiiiiie ittt 6
3.2.2 Funkce MDM2 E3 ubiquitin lIZAZY .....ccveverieieiiiiiiiniesie e 6
3.2.3 Regulace ubiquitinace proteinu pS3 MDM2 ligAZOU.........cceereeriiieiiriieenieeiee e 7
3.2.4 Cilova lokalizace proteinu p53 v mitochondriich..........ccccvvviiiiiiiinii e, 8
3.2.5 Vyuziti regulace mitochondrialni translokace proteinu p53.......cccccceiiieiiiniieninnne. 8

4 Uloha proteinu p53 v transkripéné nezavislé indukci apoptozy ...........covverveeevrereerrsrnsnns 10
4.1 APOPLOZA....viiiiiiiii i 10
4.1.1 Kaspazova Kaskada ..........ccocuiiiiiiiiiiii 10

4.2 Indukce apoptdzy proteinem p53 nezavisla na transkripCi.......cccovcveviiiiiieeiiiicnineee, 10
4.2.1 Mitochondrialni translokace P53 .......cocviiiiiiiiiie e 11
4.2.2 Permeabilizace vnéj$i mitochondridlni membrany ...........cccoviiiiiniiiiiciccens 11

4.3 Interakce proteinu p53 s proteiny BCI2 rodiny ........cccoceviiiiiiiiiiiieese e 12
4.3.1 Proteiny BCI2 FOUINY ......cooiiiiieiie ettt 12
4.3.2 Interakce s antiapoptotickymi proteiny BelXL, Bel2 a Mcll ..., 12
4.3.3 Interakce s proapoptotickymi proteiny Bax a Bak..........ccccceoevininiiiiiiiiccn, 13
4.3.4 Vyznam DNA vazebné domény proteinu p53 v indukci apoptozy ..........ccccvvvvennnns 14

4.4 Interakce s proteinu P53 S prokaspazou 3.......ccceveriiieieieiiniesieiee e 14
4.5 Klinické vyuZiti regulace apOPtOZY .......coverveiiiereieiieiie et 14

5 Uloha proteinu p53 v transkripéné nezavislé indukci NeKIOZy ..........oovvveevveerereriesereesenenn. 16
S T NEKIOZA. ...ttt sttt b b ne e 16
5.2 Indukce nekrozy proteinem P53 .......oiviiiiiiiiiiiiee e 16
5.2.1 Mitochondrialni pory piechodné propustnosti..........ccccvvveririiiiciiiiciieieceseen 16
5.2.2 Interakce proteinu p53 s cyclophilinem D ........ooooiiiiiiii e 17

5.3 Vyuziti regulace indukce nekrdzy proteinem pS3.......cccovvviiiiiiiiiiiieniiiee 18



5.3.1 Inhibice mitochondrialni translokace proteinu p53 a jeji klinické vyuziti............... 18

6 Funkce proteinu p53 v udrzovani integrity mitochondrialniho genomu...........cc.ccccveveennee. 20
6.1 NUKIEOIU ... 20
6.2 THTANSKITPCE ...ttt bbbttt nb bbbt e e 20
TG I  =T 0] 11 Uot OSSR 21
6.4 Opravy mitochondridlni DINA .........ccooiiiiiiiiiiii e 21
6.5 Regulace transkripce genti ucastnicich se udrzby mtDNA proteinem p53 .........ccveenneee. 21
6.6 Interakce s proteiny NUKIEOIAU ..........ccveiiiiieiiee e 22

6.6.1 POLYIMETAZA Y ..veiiivieiiiie ettt e be e ae e 22
TG TZ A I N |V TSRS 23
B.6.3 HIMESSB ...ttt ettt et et e sreesbeeneeareenne e 24

6.7 Pfima interakce proteinu p5S3 SMIDNA ..o 25
6.8 Dusledky plisobeni proteinu p53 v mitochondridlni matrixX ........ccoceveveeiiieiiiniinsieeninns 25
T ZZAVET ...ttt Rt R e e R e Rt e R et b e e et n e e nneeareennre s 27

Seznam PouZIte HETALUIY ........coiiiiiiiiiiii s 28



1 Uvod

Protein p53 ma celou v burice celou fadu funkci. Vedle svych transkripéné regulacnich ak-
tivit v jadre je schopen také na transkripci nezavislych regulaci pfimou interakci s cytosolic-
kymi proteiny. Tato prace se zabyva funkci proteinu p53 v mitochondriich, popisuje inter-
akce s mitochondridlnimi proteiny a genomem a dusledky téchto interakci pro funkci mito-

chondrii 1 celé bunky.

V bunce mizeme rozlisit dvé samostatné frakce proteinu p53, jadernou a cytosolickou. Pro-
tein p53 uvnitt a na povrchu mitochondrii pochazi z cytosolické frakce, a jeho obsah se 1isi
Vv zavislosti na aktualnim stavu buniky. Za fyziologickych podminek je malé mnozZstvi pro-
teinu p53 lokalizovano Vv blizkosti mitochondridlniho nukleoidu, kde se ucastni procest za-
jistujicich udrzbu kvality mitochondridlni DNA. Po stresovém podnétu dochazi k rychlé
translokaci velkého mnozstvi proteinu p53 na mitochondridlni povrch, kde interakci s pro-
teiny Bcl2 rodiny indukuje spusténi apoptdzy, a piipadné i do mitochondrialni matrix, kde
interakci s cyclophilinem D aktivuje otevieni mitochondrialnich port piechodné propust-

nosti a spusténi nekrozy.



2 Protein p53

Protein p53, neboli tumor supresorovy protein, ma v organismu celou fadu funkci. Ucastni
se regulace bunééného cyklu, ristu, proliferace, bunécného déleni, senescence a diferenci-

ace. Je schopen iniciovat bunéénou smrt (Vogelstein, Lane, & Levine, 2000).

V jadie buiiky ptisobi protein p53 jako transkripéni faktor regulujici expresi mnozstvi genti
(Riley, Sontag, Chen, & Levine, 2008), mimo jadro se pfimou fyzickou interakci s proteiny
ucastni bunécnych procest. Poruchy signalizacnich drah proteinu p53 mohou byt pfi¢inou

vzniku rakoviny.

2.1 Gen TP53

Lidsky gen kodujici protein p53 se nazyva TP53, nachazi se na p rameni 17. chromozomu
na pozici 13.1 (17p31.1) ama 27 772 bazi. Az 50 % lidskych rakovinnych bun¢k ma mutaci
v TP53 genu, jedna se tedy o nejcastéjsi cil mutace u rakoviny lidi (Olivier, Hollstein, &
Hainaut, 2010). Vrozena predispozice pro rozvoj rakoviny zpisobena mutaci v TP53 genu

se nazyva syndrom Li-Fraumeni.

2.2 Struktura

Protein p53 tvofi 393 aminokyselin, jeho molekulovd hmotnost je 43,6 kDa a sklada se z na-
sledujicich domén; na N-konci proteinu jsou dvé transaktivaéni domény, TADI (aminoky-
seliny 17-25) a TAD2 (48-56), tyto domény aktivuji transkrip¢ni faktory. Nasleduje doména
bohata na prolin 61-94) a DNA vazebna doména (DBD) (102-292), kterd zprostfedkovava
interakci s DNA i cilovymi proteiny. Déle je jaderny lokaliza¢ni signal NLS (aminokyseliny
305-321), tetrameriza¢ni doména (325-355), diilezita pro formaci homotetrameru p53, coz
je bézna forma aktivniho p53, a C-terminalni region (aminokyseliny 356-393), ktery ma vy-
znam ve stabilizaci interakce s DNA i proteiny. Protein ma nekolik isoforem, vSechny ko-
duje gen TP53 a jejich exprese se lisi dle tkani (UniProt, 2017).



Obrazek 1. Struktura proteinu p53 s barevné odlisenymi doménami: Transaktivacni do-
mény — modra a zelend, Prolin bohata doména — oranzova, DNA vazebna doména — fialova,
Tetramerizacni doména - Zluta, C-terminani doména - Seda. Prevzato a upraveno

podle (Saha, Kar, & Sa, 2015).

Béznou aktivni formou proteinu p53 je homotetramer, kde spolu jednotlivé monomery in-
teraguji svymi tetramerizacnimi doménami. Struktura proteinu p53 v mitochondriich v sou-
Casné dobé neni zcela znama, mize mit formu tetrameru i monomeru (Kristina Heyne et al.,
2008). Pro indukci apoptdzy na vnéjsi mitochondrialni membrané je postacujici monomer
proteinu p53, pfipadné pouze jeho DNA vazebna doména (Mossalam, Matissek, Okal,
Constance, & Lim, 2012). Béhem indukce nekrozy v mitochondrialni matrix ma protein p53

formu tetrameru (Vaseva et al., 2012).

2.3 Posttranslacni modifikace

Aktivita proteinu p53 je regulovana posttranslaénimi modifikacemi. Fosforylace protein p53
stabilizuje a zvysuje jeho DNA vazebnou aktivitu (Ashcroft & Vousden, 1999). Acetylace
také pozitivné reguluje stabilitu proteinu p53 a jeho transkripéné aktivaéni funkce (Barlev et
al., 2001). Polybiquitinace proteinu p53 slouzi jako signal k degradaci, kdeZto monoubiqu-

itinace pusobi stabilizacné (Li et al., 2003).



3 Translokace proteinu p53 do mitochondrii

Naprosta vétSina mitochondrialnich proteinti je syntetizovana na cytosolickych ribosomech
a do organel nasledné¢ dopravena procesem zvanym translokace. Proteiny urc¢ené pro trans-
port do mitochondrii maji vétSinou na svém N-konci mitochondrialni cilovou sekvenci
(MTS). V cytosolu jsou tyto proteiny chranény proti sbaleni interakci s chaperony Hsp70.
Priichod skrz membrany mitochondrii zajistuji translokdzy, ve vnéj$i membrané to jsou
TOM komplexy, ve vnitini TIM komplexy. TOM komplex je tvofen receptorovymi proteiny
Tom20, Tom22 a Tom70 a proteinem Tom40 tvoticim kanal umoznujici prichod skrz mem-
branu. TIM komplex se sklada z proteinti Tim23, ktery tvoii por, a ddle Tim50 a Tim17
(Wiedemann, Frazier, & Pfanner, 2004). Translokace proteinu p53 do mitochondrii probiha
vicero zptsoby. Mechanismus se 1i$i v zavislosti na stavu buiiky, translokace probiha jinak
Vv klidovém stavu, jinak po rtiznych stresovych stimulech a béhem bunééné smrti. Vysledna

lokalizace proteinu p53 v mitochondriich zavisi pravé na zpisobu translokace.

Zajimavou skute¢nosti je, Ze protein p53 nema mitochondrialni cilovou sekvenci (MTS).
Zda a jakym mechanismem k translokaci proteinu p3 dojde je uréeno jeho posttransla¢nimi

modifikacemi.

3.1 Translokace za fyziologickych podminek

3.1.1 Translokace zavisla na oxidativnim metabolismu a CHCHDA4

CHCHD4, sav¢i homolog kvasinkového Mia40, je gen kddujici receptor Ui€astnici se trans-
portu proteinti do mezimembranového prostoru (IMS). Pies N-koncovy motiv Cys-Pro-Cys
tvori disulfidické vazby s cysteinovymi residui substratovych proteini urenych pro trans-
port do IMS, ¢imzZ u nich indukuje tvorbu disulfidickych mistkd. Tento d€j mé vyznam pro

spravné sbaleni proteinu v IMS (Mesecke et al., 2005).

Béhem oxidacniho stresu dochazi ke zvySené transkripci genu CHCHD4. Zarovei jsou ve
zvySené mife oxidovany cysteinové zbytky proteinu p53, coz jej ¢ini vhodnym substratem

pro CHCHD4 (Augustyn, Merino, & Barton, 2007).

Zvyseni exprese genu CHCHD4 vede ke zménam v distribuci a aktivité proteinu p53
Vv buiice. Obsah proteinu p53 v bunééném jadie a jeho transkripéné regulacni aktivity se

snizi. Vétsi mnoZstvi proteinu p53 je lokalizovano v mitochondriich, pfi¢emz jeho celkovy



obsah v buice zistava stejny. V mitochondriich 1ze detekovat kolokalizaci proteint

CHCHD4 a p53 (Zhuang et al., 2013).

Tento mechanismus translokace ma vyznam v udrZzovani integrity mitochondriadlniho ge-
nomu. Béhem zvySeni respiracni aktivity a vzniku oxida¢niho stresu, ktery miize mit za na-
sledek poskozeni mtDNA, dochdzi ke zvySeni transportu proteinu p53 do matrix mitochon-
drii, kde se ucastni replikace, transkripce a oprav mitochondrialniho genomu. V bunkach s
overexpresi CHCHD4 1ze po vystaveni oxidacnimu stresu oSetfenim peroxidem vodiku po-
zorovat vyrazné lepsi obnovu integrity mtDNA oproti kontrole. Tento jev nepozorujeme U
bun¢k bez funkéniho p53. Mechanismus, kterym se p53 dostane z mezimembranového pro-

storu k nukleoidu mtDNA, neni pfesné znam (Zhuang et al., 2013)

Tento systém translokace umoziuje p53 odlisn¢ regulovat dva riizné genomy v zavislosti na

oxidativni metabolické aktivité.

3.1.2 Translokace zavisla na RECQL4 helikaze

RECQLA4 je DNA helikaza, ktera se ucastni formace prereplikaéniho komplexu a iniciace
replikace jaderné DNA (Sangrithi et al., 2005). Pfestoze ma tento protein ve své sekvenci
jaderny lokaliza¢ni signal (NLS), 1ze jej detekovat i mimo jadro bunky (Petkovic, Dietschy,
Freire, Jiao, & Stagljar, 2005). Protein p53 je transkripénim regulatorem genu RECQLA4, po
poskozeni DNA funguje jako represor promotoru. Mimo to miize s proteinem RECQL4 také
pfimo interagovat v cytoplasmég, region aminokyselin 293-362 proteinu p53 interaguje
s aminokyselinami 270-400 na N-konci RECQLA4, ¢imZ dochazi k piekryti NLS obou pro-
teinl. RECQL ma také funkéni MTS, diky které interaguje s receptorem Tom20 ve vnéjsi
mitochondrialni membrané, coZ umozni transport obou proteind skrz komplex TOM. Me-
chanismus prichodu vnitini membranou neni pfesn€ znam. Proteiny jsou pak lokalizovany

k mitochondrialnimu nukleoidu, kde se ucastni regulace replikace mtDNA (De et al., 2012).

Mira interakce proteinu p53 s RECQL4 a tedy i mitochondrialni translokace jejich komplexu
se 1i8i v zavislosti na bunééném cyklu. Béhem pozdni S faze a G2 faze jsou tyto proteiny
akumulovany spiSe v mitochondrialni frakci, zatimco béhem S véaze je vétSina RECQL4 de-
tekovatelna v jadfe. Pii poSkozeni DNA je interakce proteinu p53 a RECQL4 rozruSena,
takze proteiny smétuji do jadra. Za fyziologickych podminek se v§ak komplexy RECQL4 a

p53 nachazi primarné v blizkosti mitochondrialniho nukleoidu (De et al., 2012).
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Tento mechanismus translokace je nezbytny pro spravny prub¢h replikace mtDNA, slouzi
vSak také jako prevence nezadouci aktivity p53 v jadie pfi absenci stresu. Buiiky s mutaci
v genu RECQL4, takzvané RTS buriky, vykazuji zvySenou senzitivitu ke genotoxickému
stresu (Jin et al., 2008). To je zplsobeno zvySenou akumulaci transkripéné aktivniho pro-

teinu p53 v jejich jadre.

3.2 Translokace proteinu p53 za podminek vedoucich k programo-
vané bunécéné smrti

3.2.1 Prib¢h translokace

Za stresovych podminek se chovani proteinu p53 vyrazné lisi. Po stresovém stimulu, jakym
je napiiklad genotoxicky stres (N. D. Marchenko, Zaika, & Moll, 2000), hypoxie (Sansome,
Zaika, Marchenko, & Moll, 2001), tepelné poskozeni (Gu et al., 2014) ¢i vystaveni gamma
zateni u radiosenzitivnich organu (Strom et al., 2006), je protein stabilizovan, takze je jeho
celkovy obsah v buiice vyssi, nez za fyziologickych podminek. Béhem 15 - 30 minut pro-
béhne transport velkého mnozstvi p53 k vnéj$i mitochondrialni membrané i do vnitinich
kompartmentti mitochondrii (Noda, Awais, Sutton, Awais, & Ozawa, 2017), coz ma za na-
sledek spusténi programované bun&cné smrti - apoptozy, nebo nekrozy (Erster, Mihara, Kim,
Petrenko, & Moll, 2004), (Vaseva et al., 2012)

V burikach se vyskytuji dvé samostatné frakce proteinu p53, jaderny a cytoplazmaticky.
K mitochondrialni translokaci proteinu p53 dochazi i po zastaveni veskerého jaderného ex-
portu, z ¢ehoz lze vyvodit, Ze zdrojem mitochondrialniho p53 je cytoplazmaticka frakce to-
hoto proteinu (Marchenko, Wolff, Erster, Becker, & Moll, 2007).

3.2.2 Funkce MDM2 E3 ubiquitin ligazy

Za fyziologickych podminek je v cytoplazmé udrzovana nizka hladina proteinu p53. Enzym
MDM?2, coz je E3 ubiquitin ligdza, tvofi s proteinem p53 komplexy a provadi neustalou po-
Iyubiquitinaci jeho C-terminalnich lysint, protein je nasledné degradovan v 26S protea-
somu. Po stresovém stimulu v8ak dochazi k rozpadu komplexi p5S3/MDM2, MDM2 provadi
namisto polyubiquitinace pouze monoubiquitinaci, ktera protein p53 stabilizuje a slouzi jako
signal pro jeho transport k mitochondriim. Tam je p53 deubiquitinovan HAUSP kom-
plexem, aktivni mitochondrialni protein p53 tedy neni monoubiquitinovany (Marchenko et

al., 2007).



3.2.3 Regulace ubiquitinace proteinu p53 MDM2 ligazou
Ubiquitinace ligazou MDM?2 je regulovana celkovym obsahem enzymu v cytoplazmé, post-

translaénimi modifikacemi proteinu p53 a interakci s dal$imi proteiny.

Béhem stresu vyvolaného poskozenim DNA jsou MDM2 mRNA i protein MDM2 degrado-
vany, takze je molarni pomér proteinu p53 ku MDM2 vyssi. Experimenty s transfekci bunék
proteinem p53 a MDM2 plazmidy ukazaly, ze pfi molarnim poméru pS3:MDM?2 1:1 ¢i 1:2
probihala polyubiquitinace, zatimco pii poméru 2:1 a vy$§im probihala hlavné monoubiqu-

itinace (Marchenko et al., 2007).

Dal$im mechanismem regulace je sniZzeni afinity p53 k MDM2 posttranslacnimi modifika-
cemi a naslednymi zménami konformace proteinu p53. Enzym Homeodomain-interacting
protein kinaza-2 (HIPK?2), aktivovana v reakci na poskozeni DNA UV zafenim, fosforyluje
protein p53 na Ser46 (D'Orazi et al., 2002). Tato fosforylace umozni prolyl-izomeraze Pinl
provést konformacni zmény proteinu p53, ¢imz je sniZena jeho afinita k MDM2 (Sorrentino
etal., 2013). Taktéz fosforylace Ser392 ma pozitivni vliv na schopnost proteinu translokovat

k mitochondriim (Castrogiovanni, Waterschoot, De Backer, & Dumont, 2018).

Za oxidacniho stresu je monoubiquitinace MDM2 ligdzou indukovéna pomoci proteinu
Drpl (dynamine-related protein 1), coz je GTPaza tidici proces mitochondrialniho déleni.
Za fyziologickych podminek se nachazi v cytosolu, pti oxida¢nim stresu interaguje s DNA
vazebnou doménou proteinu p53. Exprese Drp1 v buiice vyvola monoubiquitinaci p53, jeho
mitochondrialni lokalizaci a bunécnou smrt, pfi¢emz tento proces neprobihd v buiikach

s mutantni MDM2, ktera postrada E3 ligazovou aktivitu (Guo, Sesaki, & Qi, 2014).

MDM2 ligaza samotna neslouzi jako zprostiedkovatel transportu proteinu p53 k mitochon-
driim. Tuto roli pravdépodobné zastava protein Tid1, mitochondrialni DnalJ co-chaperonovy
protein, ktery v reakci na hypoxii nebo genotoxicky stres tvofi ternarni komplexy s p53 a
mtHsp70 na vnéjs$i mitochondridlni membrané (OMM). V buikach s depleci Tidl oproti
kontrole nedochazi k mitochondrialni translokaci proteinu p53 a ani ke spusténi apoptozy
(Ahn et al., 2010). Presny pribeh transportu proteinu p53 k vnéjsi mitochondrialni mem-

brané neni zcela znam.



3.2.4 Cilova lokalizace proteinu p53 v mitochondriich

Cilova lokalizace proteinu p53 se lisi v zavislosti na povaze stresu, ktery vede ke spusténi
programované buné¢né smrti (PCD). Po apoptotickém stimulu dojde k rychlému transportu
proteinu p53 k vnéjsi mitochondrialni membrang, kde interaguje s proteiny Bcl2 rodiny, coz
ma za nasledek permeabilizaci této membrany (mitochondrial outer membrane permeabili-
zation, MOMP), uvolnéni cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru a spusténi apoptozy
(N. D. Marchenko et al., 2000). Pii oxida¢nim stresu je p53 transportovan skrz OMM do
vnitinich kompartmentii mitochondrii, kde interaguje s proteinem vnitini mitochondrialni
membrany Cyclophilinem D. Nasledné se ve vnitini mitochondrialni membrané (IMM) tvoii
mitochondrialni pory pfechodné propustnosti (MPTP) a je spusténa nekroza (Vaseva et al.,
2012). Je mozné, ze soucasti tohoto déje je translokace skrz OMM zavisla na CHCHDA4,

popsana vyse v této kapitole.

3.2.5 Vyuziti regulace mitochondrilni translokace proteinu p53

Presné mechanismy translokace p53 do mitochondrii nejsou zcela znamy, nicméné jsou
pfedmétem zkoumani kvili moznosti klinického vyuziti. Nekrdza tkéni je zavaznym jevem
vznikajicim v dasledku ischemickych onemocnéni mozku, srdce, ledvin. Inhibitory mito-
chondrialni translokace p53 by mohly byt vyuzity pii terapii t€chto onemocnéni diky své
schopnosti zabranit iniciaci nekr6zy. Napftiklad inhibici hyperaktivace proteinu Drpl pepti-
dickym inhibitorem P110 u potkani, ktefi prodélali mozkovou ischemii, je dosaZeno vyrazné
redukce infarktu (Guo et al., 2014). Dalsi inhibitor mitochondrialni translokace vyuzitelny

V terapii jsou napiiklad Pifithrin-u (Noda et al., 2017).

Naopak indukce mitochondridlni translokace proteinu p53 a vyvolani apoptozy je Zadouci
V terapii nadorovych onemocnéni (Qiao et al., 2016). Tématu vyuziti inhibice ¢i indukce
translokace proteinu p53 do mitochondrii se budu podrobnéji vénovat v dalsi kapitole této

prace.



Obrazek 2. Transport proteinu p53 pies mitochondrialni membrany. A - Protein p53 tvori komplex
S RECQLA helikazou, takze jsou prekryty NLS obou proteinii. Poté dojde k jejich transportu do mitochondrialni
matrix. B — Protein p53 prochdazi TOM kandlem, v IMS interaguje s CHCHD4 SH skupinami svych cysteino-
vych residui, poté pravdepodobné prochazi TIM kandlem do matrix mitochondrii, kde, stejné jako v predcho-
zim pripadé, interaguje s proteiny nukleoidu mtDNA. Prevzato a upraveno podle (J. H. Park, Zhuang, Li, &
Hwang, 2016)



4 Uloha proteinu p53 v transkripéné nezavislé indukci
apoptozy

Zname tii druhy fizené bunééné smrti (PCD); apoptdzu, nekrozu a autofagii. Mohou byt
spustény jak transkripcné regulacnimi mechanismy, tak na transkripci nezavislou cestou, ve
které hraje zdsadni roli mitochondrialni translokace proteinu p53. Transkripéné nezavislou

indukci apoptdzy proteinem p53 se budu zabyvat v této kapitole.

4.1 Apoptoza

Apoptdza je silné regulovany proces bunécné smrti, behem které¢ho dochézi v bunice k nena-
vratnym fyziologickym a morfologickym zménam, jako je kolaps cytoskeletu, fragmentace
DNA a rozpad jaderné membrany. Tento zptisob bunééné smrti nevede k tvorbé zanétu.
Apoptodza muize byt spusténa bud’ v reakcei na extracelularni stimul, pak ji nazyvame vnéjsi
(extrinsic), nebo jako reakce na podnét pochazejici zevnitt buriky, pak se jedna o apoptozu
vnitini (intrinsic) (Alberts, 2017).

4.1.1 Kaspazova kaskada

Prabéeh apoptdzy zajistuji enzymy kaspazy. Tyto cystein-aspartatové protedzy se v buiice za
normalniho stavu nachézi jako inaktivni prekurzory prokaspazy. Aby mohly byt aktivovany,
je zapotiebi uvolnéni cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru mitochondrii, ktery na-
sledné s adaptorovymi proteiny Apafl tvoii heptamer zvany apoptosom, schopny ptitahovat
a vazat k sob¢ iniciatorové prokaspazy 9. Pfiblizenim molekul prokaspazy 9 je umoznéna
jejich vzajemna proteolyza. Tim se z nich stanou aktivni enzymy kaspazy, které §tépi a tim
aktivuji dal$i exekutorové prokaspazy provadéjici fizenou degradaci bunky (Nicholson,

1999).

4.2 Indukce apoptozy proteinem p53 nezavislad na transkripci

Fakt, Ze je protein p53 schopen indukovat apoptozu, je znam jiz dlouhou dobu. Jako prvni
byla objevena transkripéné regulacni role proteinu p53 v indukci apoptdzy. V jadie bunky
tento protein pusobi jako aktivator exprese proapoptotickych genti Bax (Toshiyuki & Reed,
1995), NOXA (E. Oda et al., 2000), PUMA (Nakano & Vousden, 2001) a p53AIP1 (K. Oda
et al., 2000). Pozd¢&jsi experimenty ukazaly, ze existuje dalsi, na transkripci nezavisly me-
chanismus indukce apoptdzy proteinem p53. Delece ¢i mutace v transaktivaéni doméné neni
fatalni pro schopnost proteinu p53 spustit apoptozu (Haupt, Rowan, Shaulian, Vousden, &
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Oren, 1995), navic, po pfidani rekombinantniho p53 do cytosolického extraktu bez piitom-
nosti buné¢nych jader dochazi k uvolnéni cytochromu c a aktivaci kaspazové kaskady (Ding
et al., 2000). Protein p53 tedy dokaze apoptdzu spustit i pfimou, rychlejsi, na transkripci

nezavislou cestou.

4.2.1 Mitochondriélni translokace p53

Po stresovém stimulu, jako je naptiklad tepelné poskozeni (Gu et al., 2015), iradiace, posko-
zeni DNA nebo oxidacni stres, dochézi k rychlému transportu cytoplazmatické frakce pro-
teinu p53 k vnéjsi mitochondrialni membrané (N. D. Marchenko et al., 2000). Po poskozeni
DNA u ML-1 bungk kolorektalniho karcinomu ptidanim camptothecinu (inhibitor topoiso-
merazy I vyvolavajici poSkozeni DNA) byla pozorovana zvysena piitomnost pS3 v mito-
chondridlni frakci, aniz by byly detekovany jiné jaderné proteiny, pti¢emz celkova hladina
proteinu p53 v buice zistala stejna. K mitochondrialni lokalizaci proteinu p53 taktéZz nedo-
chazelo pti p53 nezavislé, TNF indukované apoptdze. Mitochondridlni lokalizace proteinu
p53 tedy neni pouze disledkem zvyseného obsahu proteinu ¢i reakci na poskozeni organel
béhem apoptozy (N. D. Marchenko et al., 2000). Zaroven je sama o sob& postacujici k in-
dukci apoptozy. Pfiddnim MTS z proteint OMM Bak ¢i Bcl2 a néslednou transfekci p53
deficientnich bunék témito proteiny bylo dosazeno spusténi apoptodzy, aniz by byla deteko-

vana piitomnost p53-MTS konstruktt v jadie (Mossalam et al., 2012).

4.2.2 Permeabilizace vnéj$i mitochondridlni membrany

Nasledkem translokace proteinu p53 na OMM je proces zvany permeabilizace vnéjsi mito-
chondrialni membrany (mitochondrial outer membrane permeabilization - MOMP), uvol-
néni cytochromu ¢ a aktivace kaspaz. Permeabilizaci provadi proteiny Bcl-2 rodiny, které
tvoii v OMM pory a jejichz aktivitu protein p53 reguluje (Mihara et al., 2003). Rychlost
tohoto dé€je je pfimo umérnd mnoZstvi translokovaného proteinu p53, obecné se jedna o
rychly proces, k uvolnéni cytochromu ¢ dochazi uz 0,5-1 hodinu po stabilizaci proteinu p53
a jeho translokaci do mitochondrii (Mihara et al., 2003). V pozdni apoptdze obsah proteinu
p53 v mitochondriich opét klesa. Po 16 hodinach od oSetfeni bun€k camptothecinem byl
pozorovan pokles hladiny mitochondrialniho p53, aniz by doslo ke zméné celkového obsahu
proteinu p53 v burce. Tento d&j pravdépodobné souvisi s defosforylaci Ser20 proteinu p53
(Castrogiovanni, Vandaudenard, Waterschoot, De Backer, & Dumont, 2015)
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4.3 Interakce proteinu p53 s proteiny Bcl2 rodiny

4.3.1 Proteiny Bcl2 rodiny

Proteiny Bcl2 rodiny jsou regulatory permeabilizace OMM, maji bud’ proapoptotickou, nebo
antiapoptotickou funkci. Mizeme je rozd¢lit do tii skupin, podle toho, které ze 4 homolog-
nich BH domén sdili s proteinem Bcl2. Do BH4 skupiny patii proteiny Bcl2, BelXL a Mcll
s antiapoptotickou funkci, které stabilizuji OMM a inhibuji proapoptotické Bcl2 proteiny
(Martinou et al., 1994). Ve skupin¢ BH123 jsou proteiny Bax a Bak s proapoptotickou
funkci, za normalniho stavu pfitomny jako inaktivni monomery, Bax v cytosolu, Bak na
vngjsi strané OMM. Po apoptotickém stimulu a tvofi permeabiliza¢ni pory v OMM (Emily
et al., 2001). Proteiny BH3-only skupiny jsou PUMA, NOXA, tBid a dalsi, ptisobi proa-
poptoticky — translokuji se na OMM a svou BH3 doménou interaguji s BH4 proteiny, ¢imz
rozrusi jejich komplexy s proapoptotickymi proteiny. Daéle interaguje s BH123 proteiny,
které naopak aktivuji (Emily et al., 2001).

Po transportu k OMM se protein p53 chova jako super BH3-only protein, je schopen fyzicky
interagovat s proteiny Bcl2 rodiny a indukovat zménu jejich konformace. Pro tyto piimé
interakce neni nezbytny C-konec proteinu p53, vyzadovany pfi transkripéné-regulacnich ak-

tivitach (N. D. Marchenko et al., 2000).

4.3.2 Interakce s antiapoptotickymi proteiny BclXL, Bcel2 a Mcll
Za normalniho stavu protein Bel-XL inhibuje na OMM protein Bak a proteiny Bcl2 a Mcll

Vv cytosolu protein Bax. Zabranuji tak jejich oligomerizaci a tvorbé pora v OMM.

Po apoptotickém stimulu byly detekovany komplexy téchto proteind s proteinem p53
(Mihara et al., 2003) (Petros, Gunasekera, Xu, Olejniczak, & Fesik, 2004). Interakce probiha
mezi pozitivné nabitym regionem L1, L2/ al, L3 a a2 DBD proteinu p53 a zdporn¢ nabitym
BH3-vazebnym regionem a1/2 a a5/6 proteini Bcl2 rodiny, mechanismus interakce s pro-
teinem p53 je u BH4 proteint Bcel2 rodiny konzervovany (Bharatham, Chi, & Yoon, 2011).
U obou vazebnych mist pak dojde ke konforma¢nim zménam. Vysledkem je rozpad inhibic-
nich komplext BclX1/Bak, Mcll/Bax a Bcl2/Bax a tedy ztrata funkce stabilizace OMM
(Leu, Dumont, Hafey, Murphy, & George, 2004) (Tomita et al., 2006).
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4.3.3 Interakce s proapoptotickymi proteiny Bax a Bak
Protein p53 interaguje také s proapoptotickymi BH123 proteiny Bax a Bak, které jsou si

strukturn€ 1 funk¢éné podobné.

Bax se za normalniho stavu nachézi v cytosolu jako inaktivni monomer v inhibi¢nim kom-
plexu s proteinem Bcl2. Tyto komplexy jsou po apoptotickém stimulu rozruseny interakci
proteinu p53 s Bcl2, jak uz bylo popsano vyse (Mihara et al., 2003). Je mozné, ze je po
rozpadu komplexi odhalena MTS proteinu Bax. Poté sam s proteinem p53 interaguje. Pro-
teiny spolu netvofii stabilni komplexy a dochdzi ke tvorbé prechodnych vazeb. Nasledkem
tohoto kontaktu projde protein Bax konforma¢nimi zménami, kterymi je aktivovan. Lokali-
zuje se na OMM, kde oligomerizuje a tvofi permeabilizacni pory (Chipuk et al., 2004),
(Czabotar, Lessene, Strasser, & Adams, 2014).

Protein Bak se i za normalniho stavu nachézi na cytosolické strané¢ OMM, kde tvofi inhibi¢ni
komplexy s proteiny BcIXL a Mcl-1. K aktivaci proteinu Bak je tfeba rozruSeni téchto kom-
plexu, coz vedle BH3 proteint (Willis et al., 2005) dokaze také protein p53. Protein Bak
pres sviij N-koncovy a helix také pfimo interaguje s DNA vazebnou doménou proteinu p53,

¢imz je aktivovan, mize oligomerizovat a tvofit pory v OMM (Leu et al., 2004).

Protein p53 tedy zajiSt'uje aktivaci proapoptotickych proteini Bax a Bak hned dvéma zpt-
soby, uvolnénim Bax a Bak z inhibi¢nich komplexti s proteinem Bcl2 a naslednym vyvola-

nim konformacnich zmén pfimou fyzickou interakei.

mitochondria

Obrazek 3. Regulace MOMP proteinem p53. Po stresovém stimulu dochazi k lokalizaci proteinu na vnéjsi

mitochondrialni membranu, kde interaguje s proteiny Bcl2 rodiny a tim reguluje jejich aktivitu. Interakci s an-

tiapoptotickymi Mcll, Bcl2 a BcIXL rozrusuje jejich inhibicni komplexy s proapoptotickymi proteiny Bax a
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Bak. S temi poté protein p53 sam interaguje a tim je aktivuje, takZe mohou oligomerizovat a tvorit péry v OMM,
kterymi dochdzi k uvolnéni cyt ¢ do cytosolu. Prevzato z (Vaseva & Moll, 2009).

4.3.4 Vyznam DNA vazebné domény proteinu p53 v indukci apoptozy

Interakce s proteiny Bcl2 rodiny probihaji, stejné jako kontakt s DNA, pfes DBD proteinu
p53. Tato doména sama o sobé dokdze indukovat MOMP, je-li zajiStén jeji transport
k OMM, napiiklad piidanim MTS proteinu Bak (Matissek, Mossalam, Okal, & Lim, 2013).
Nékteré mutace v TP53 genu maji za nasledek nefunkénost DBD proteinu p53. Takovéto
proteiny nejenze nemohou vazat DNA, pusobit jako transkripcni regulatory a indukovat
apoptozu aktivaci proapoptotickych gent, ale nejsou schopny ani interakce s proteiny Bcl2

rodiny a indukce apoptdzy piimou, na transkripci nezavislou cestou (Tomita et al., 2006).

4.4 Interakce s proteinu p53 s prokaspazou 3

Prokaspaza 3 je efektorova kaspdza, v buiice je vétSinou asociovana s vnéj$i mitochondridlni
membranou v komplexu s chaperony Hsp60 a Hsp10. Po indukci apoptdzy je Stépena kaspa-
zou 9 a tim aktivovana, disociuje z Hsp komplexu a putuje do cytosolu, mala ¢ast vsak zii-
stava na mitochondriich (Samali, Cai, Zhivotovsky, Jones, & Orrenius, 1999). Béhem
apoptdzy tvofti asi 1-3% celkového obsahu proteinu p53 v buiice komplexy s prokaspédzou 3.
Zajimavym poznatkem je, Ze proteiny p53 s mutaci v DBD jsou schopny interagovat s pro-
kaspazou 3 na podobné¢ Urovni, jako Wt p53, nicméné v téchto ptipadech dochazi ve vyrazné
niz$i mife ke $té€peni prokaspazy 3 kaspazou 9 a jeji aktivaci (Frank, Pietsch, Dumont, Tao,
& Murphy, 2011).

Aktivni kaspaza 3 §té€pi protein p53 na Asp21 a Aspl86, takze mohou vzniknout 4 frag-
menty: p53(22-393), p53(1-186), p53(22-186) a p53(187-393). Dva z téchto fragmentt ob-
sahuji NLS, dal$i dva, konkrétné p53(1-186) a p53(22-186) se lokalizuji do mitochondrii,
coz vyvola zménu membranového potencialu (Sayan, Sayan, Knight, Melino, & Cohen,
2006). Disledkem interakce proteinu p53 s prokaspazou 3 je tedy kromé usnadnéni jeji ak-

tivace také urychleni procesu OMMP.

4.5 Klinické vyuziti regulace apoptozy
Regulace funkce proteinu p53 v apoptotické signalni draze nezavislé na transkripci mize byt
vyuzita V terapii nddorovych onemocnéni. Nejcastéjsi zpisob regulace je indukce mitochon-

dridlni translokace proteinu p53. T¢é mize byt dosazeno vicero zpusoby, napiiklad pfidanim
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MTS K proteinu p53, regulaci aktivity jednotlivych proteinii ucastnicich se translokace, i

pouzitim specifickych latek indukujicich aktivaci cytosolického proteinu p53.

Jednou z takovych latek je naptiklad flavonoid Oroxylin A, extrahovany z rostliny Scutella-
ria baicalensis Georgi. Ten indukuje mitochondrialni translokaci RECQL4 /p53 komplexu
a spusténi apoptézy u HCT-116 bunck nadoru stteva. Mira inhibice rtistu nadort touto me-

todou je az 50,8 % (Qiao et al., 2016).

Indukce apoptdzy bylo dosazeno také u liniit MCF-7 a MDA-MB-231 bunék karcinomu prsu
pridanim konstruktu DBD proteinu p53 s MTS proteinu BclIXL. Tento konstrukt je lokali-
zovan piimo k OMM, kde interaguje s Bcl2 proteiny a indukuje MOMP (Matissek et al.,
2013). Vyuziti proteinu p53 v terapii nadorovych onemocnéni je velmi rozsahlé téma a pie-

sahuje ramec této prace.
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5 Uloha proteinu p53 v transkripéné nezavislé indukei ne-
krozy

5.1 Nekroza

Nekroza muze byt indukovana nezavisle na transkripci. Na rozdil od apoptdzy pii ni dochazi
k rychlé ztrat€ membranového potencialu buné€k, selhani iontovych pump a kanali, rozruseni
integrity organel bunky a cytolyze. Vede ke tvorbé zanétu (Zong & Thompson, 2006). Pro-
tein p53 se ucastni procesu indukce nekrdzy po vystaveni buiiky oxidativnimu stresu a hy-

poxii.

5.2 Indukce nekrozy proteinem p53

Pozdé&jsi vyzkumy ukdazaly, Ze translokace k vnéjs$i mitochondridlni membrané a interakce
s Bcl2 proteiny neni jediny zpasob, kterym miiZe protein p53 permeabilizovat mitochondri-
alni membranu a indukovat buné¢nou smrt. Po ptidani proteinu p53 k Bax/Bak double-knoc-
kout mitochondriim dochazelo k permeabilizaci jejich membrany a uvolnéni cyt ¢, Smac a
dalsich faktori stejné, jako u wt mitochondrii, zatimco pfidani proteinu tBid, ktery indukuje
oligomerizaci Bak a tvorbu pori v OMM stejné jako p53, mélo takovyto efekt jen u wt or-
ganel. DalSimi experimenty s fluorescen¢nim barvivem calceinem, které slouzi jako indika-
tor permeabilizace vnitini mitochondrialni membrany, bylo zji§téno, ze pfidanim purifiko-
vaného proteinu p53 k wt i Bax/Bak DKO mitochondriim je dosazeno otevieni portt v IMM
a spusténi nekrdzy. Protein p53 je tedy schopen indukovat nekrozu, a to nezdvisle na své

apoptotické signalizaci (Vaseva et al., 2012).

5.2.1 Mitochondriélni pory ptechodné propustnosti

Oxidativni poskozeni bun¢k nastava napiiklad pfi ischemii a nésledné reperfuzi tkani, nebo
pti oSetieni bunék H202. V jeho disledku dochazi ke zvyseni hladiny Ca®" iontd a ROS
V matrix mitochondrii. V reakci na oxidativni poskozeni probiha rychla translokace proteinu
p53 do mitochondrialni matrix (Vaseva et al., 2012). Naslednému jsou otevieny mitochon-
dridlni pory pfechodné propustnosti (mPTP) ve vnitini mitochondridlni membrané. Témito
pory pak do matrix volné prochazi molekuly o velikosti az 1,5 kD, coz vede k disrupci pro-
tonoveho gradientu na vnitini membrané, zastaveni oxidativni fosforylace a produkce ATP,
rozruseni vnéjsi mitochondrialni membrany a prasknuti celych organel (Bernardi & Forte,

2007). Protein p53 interaguje s komponenty mPTP, ¢imz umoznuje jejich otevieni a aktivuje
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tak mitochondrialni prechodnou propustnost — mPT (Vaseva et al., 2012). Struktura mPTP
neni zcela znama, podle soucasnych poznatkli se por v IMM sklada ze dvou podjedno-
tek F1Fo-ATP syntazy, Oligomycin Sensitivity Conferring proteinu (OSCP) a ¢ podjednotky
(Halestrap, 2014), a z produktu Spastic Paraplegia 7 genu (SPG7) (Shanmughapriya et al.,
2015). Hlavnim a nepostradatelnym regulatorem otevieni mPTP je cyclophilin D (CypD),
prolyl cis-trans isomerasa, nachazejici se v mitochondrialni matrix (Baines et al., 2005). Fy-
zickou interakci s CypD aktivuje protein p53 jeho funkci a umozni tak otevieni mPTP
(Vaseva et al., 2012). Puvodné byl jako sou¢ast mPTP uvadén také porinovy napétoveé za-
visly aniontovy kanal VDAC, nachazejici se v OMM, jehoz propustnost je zavisla na mem-
branovém potencialu (Szabd, De Pinto, & Zoratti, 1993). Dle pozdéjsich vyzkumt ale mPT
probiha i v VDAC-/- bunikach, takzZe je tento kanal pro otevieni mPTP postradatelny (Baines,
Kaiser, Sheiko, Craigen, & Molkentin, 2007). K permeabilizaci OMM béhem mPT dochazi
pravdépodobné aktivitou proteinti Bcl2 rodiny Bax a Bak, které ale nejsou pfimou soucasti

mPTP (Karch et al., 2013).

5.2.2 Interakce proteinu p53 s cyclophilinem D

V soucasné dob¢ se povaha interakce proteinu p53 s CypD jevi spiSe jako pfechodnéd enzym-
substratova interakce, nez puvodné piedvidany stabilni komplex. Dochazi k ni mezi oblasti
80-220 DNA-vazebné domény proteinu p53 a aminokyselinami Arg55, Phe60, Phell3 a
Trp121 CypD (Lebedev et al., 2016). Vysledkem této interakce je jednak aktivace enzyma-
tické aktivity CypD, jednak agregace proteinu p53 do fibrilarnich Gtvard. Bylo prokazéno,
7e agregace, stejn¢ jako otevieni mPTP, je zpisobena praveé enzymatickou aktivitou CypD

(Lebedev et al., 2016)

Zajimavym poznatkem je, Ze strukturalni destabilizace nesnizuje schopnost proteinu p53 in-
teragovat s CypD, naopak ji mize zvySovat. Pro interakci s CypD je pravdépodobné prefe-
rovan nesbaleny nebo posttranslaéné modifikovany protein p53, coz odpovida jeho stavu po
importu do mitochondridlni matrix. Tam interaguje s mitochondridlnimi chaperony
mtHsp60, mtHsp70, mtHsp90 a jeho homologem Trapl. Za normélnich podminek tvofi pro-
tein Trapl komplexy s CypD (Altieri, Stein, Lian, & Languino, 2012), jeho inhibici je dosa-
zeno senzitizace mitochondrii k otevirani mPTP. Je tedy mozné, Ze po rychlé translokaci do

mitochondridlni matrix protein interaguje s Trapl proteinem, ¢imZ rozrusi Trapl-CypD
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komplexy. Uvolnény CypD poté mize byt aktivovan proteinem p53 a svou enzymatickou
aktivitou zajistit otevieni mPTP (Lebedev et al., 2016).

) TIM/Tom?

1. : 2.
]
&

90
Matrix }
PTP Closed

PTP Closed

Obriazek 4. Mechanismus aktivace cyclophilinu D proteinem p53. 1. V reakci na oxidativni stres je protein
p33 translokovdin do matrix mitochondrii, 2. Nesbaleny protein p53 interaguje s mitochondrialnimi chaperony,
dochazi k disociaci komplexu chaperonii s CypD, 3. CypD zprostredkovava agregaci proteinu p53, 4. CypD
aktivuje otevieni mPTP. Prevzato z (Lebedev et al., 2016).

5.3 Vyuziti regulace indukce nekrozy proteinem p53
Regulace funkce proteinu p53 v indukci bunééné smrti je v soucasné dob¢ intenzivné zkou-
mana kvili moznému klinickému vyuziti, konkrétné v terapii ischemickych a neurodegene-

rativnich chorob ¢i rakoviny.

5.3.1 Inhibice mitochondridlni translokace proteinu p53 a jeji klinické vyuziti
Nekroza tkani je zivot ohrozujici jev vznikajici pfi ischemicko-reperfuznim poranéni mozku,

srdce, ledvin a dalSich organt. Inhibici translokace proteinu p53 do mitochondrialni matrix
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1ze zabranit otevieni mPTP a tim redukovat vznik nekrézy a zanétu. Inhibovany jsou vétsi-
nou komponenty signalni drahy p53, naptiklad GTP4za Drpl. Ta fidi proces mitochondridl-
niho déleni (Chang & Blackstone, 2010), béhem oxidativniho stresu je aktivovana, stabili-
zuje protein p53 a indukuje jeho MDM2 zprostfedkovanou monoubiquitinaci (Guo et al.,
2014). Pro inhibici aktivace Drpl u bunék oxidativné poskozenych H202 byl pouzit jeji spe-
cificky inhibitor P110. Peptidicky inhibitor P110 je derivatem GTPazové domény Drpl,
inhibuje GTPazovou aktivitu Drpl a znemoziuje ji tvofit komplexy (Qi, Qvit, Su, &
Mochly-Rosen, 2013). Inhibice Drp1 inhibitorem P110 ma za nasledek zastaveni mitochon-
dridlniho transportu proteinu p53. Pouzitim inhibitoru P110 u krys vystavenych 2h ischemii
a 24h reperfuzi bylo dosazeno redukce infarktu mozku ze 44 % na 13 % mozkové tkané
(Guo et al., 2014). Soucasné experimenty ukazuji dal§i mozna vyuziti inhibitoru P110 v te-
rapii neurodegenerativnich onemocnéni, napiiklad Parkinsonovy choroby, kde je mozné

jeho pouzitim snizit degradaci dopaminergnich neuronu (Filichia, Hoffer, Qi, & Luo, 2016).

Dal$im inhibitorem translokace do mitochondridlni matrix, zkoumanym pro své mozné kli-
nické vyuziti, je PFT-p, ktery snizuje afinitu proteinu p53 k proteinim BclXL a Bcel2 (Noda
et al., 2017). Lze jej vyuzit pro redukci nekrozy bunék meziobratlové ploténky krys, vyvo-
lané poskozenim tlakem (Lin et al., 2017), ¢i k ochran¢ zdravych tkani pfed poskozenim

radiaci pfi terapii nadorovych onemocnéni (Strom et al., 2006).
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6 Funkce proteinu p53 v udrzovani integrity mitochondrial-
niho genomu

Lidsky mitochondrialni genom tvofi dvouietézcova molekula DNA o délce 16 569 bazi.
Obsahuje celkem 37 gend, konkrétné geny pro 12S a 16S RNA, 22tRNA, a 13 proteina
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 dehydroge-
nazy. RozliSujeme fetézec tézky (H), s vyss§im obsahem purint, a lehky (L), s vys$§im obsa-

hem pyrimidind. Geny jsou pfitomny na obou fetézcich (Anderson et al., 1981).

6.1 Nukleoid

Nukleoid je oblast v mitochondrii, ktera obsahuje mtDNA asociovanou s proteiny nezbyt-
nymi pro udrzovani jeji integrity a komplexy replikace a transkripce. Pocet nukleoidl v lid-
ské bunce se 1isi dle typu buriky, od 500 do 12 900 (Bogenhagen, 2012), jeden nukleoid
savcl obsahuje obvykle jednu az dvé molekuly mtDNA (Bogenhagen, Wang, Shen, &
Kobayashi, 2003). S mtDNA je asociovano vice nez 50 proteint (Bogenhagen et al., 2003).
Pro spravné sbaleni nukleoidu je nutny mitochondridlni transkrip¢ni faktor A (TFAM), ktery

rovnomérné pokryva celou délku mtDNA (Kang, Kim, & Hamasaki, 2007).

Dalsi komponenty nukleoidu jsou proteiny transkripéniho a replika¢niho aparatu; DNA po-
lymeraza vy , zajiStujici replikaci a proofreading, RNA polymeraza POLMRT, transkrip¢ni
faktor B, DNA helikaza TWINKLE, LONP1 proteaza a mitochondridlni transkripéné elon-
gacni faktor TEFM (Bogenhagen et al., 2003).

Mitochondrial single strand binging protein (mtSSB), tzv. covering protein, chrani béhem
transkripce a replikace jednofetézcovou mtDNA pied St€penim nukledzami a op&tovnym

spojenim (Maier et al., 2001).

6.2 Transkripce
Mezi geny mtDNA je minimum nekodujicich sekvenci. Vyjimkou je ptfiblizné 1 kbp dlouhy

nekodujici region, ve kterém se nachazi displacement loop (D-loop).

Transkripce mtDNA zacina z promotortt HSP1 a HSP2 na H-fetézci a promotoru LSP na L-

fetézci. Transkripty jsou polycystronni a jsou polyadenylovany. Transkripci provadi mito-
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chondrialni RNA polymeraza POLRMT (Masters, Stohl, & Clayton, 1987), vyzadujici tran-
skrip¢ni faktory, konkrétné mitochondrialni transkripéni faktor A TFAM (Fisher & Clayton,
1985) a dale transkrip¢ni faktory B TFB1M nebo TFB2M, které stimuluji iniciaci transkripce
interakci s TFAM (McCulloch & Shadel, 2003).

6.3 Replikace
Replikace mtDNA probiha z jednoho replikacniho pocatku na kazdém vldkné, OH na H

vlakn€ a z OL na L vlakn¢. Iniciace replikace je spojend s transkripci, primer potfebny k
iniciaci v OH je transkripénim produktem z LSP promotoru (Shadel & Clayton, 1997). Syn-
tézu DNA provadi polymeraza y (Ropp & Copeland, 1996). Rozplétani asi 20 bp dlouhych
usekt mtDNA v replikacni vidlicce se d&je pomoci helikazy TWINKLE (Spelbrink et al.,
2001). Jeji aktivita je stimulovana proteinem mtSSB (Korhonen, Gaspari, & Falkenberg,
2003).

6.4 Opravy mitochondrialni DNA

V mitochondrialni DNA dochazi k mutacim ptiblizn¢ desetkrat Castéji, nez v DNA jaderné
(Haag-Liautard et al., 2008). MtDNA se nachazi v blizkosti komplext oxidaéni fosforylace,
béhem které je produkovano mnozstvi volnych kyslikovych radikald (ROS). Ty zpisobuji
oxida¢ni poskozeni DNA, v jehoz diisledku dochézi ¢asto k pteméné deoxyguanosinu na 8-
0x0-7,8-dihydroxo-2"-deoxyguanosin (Faucher, Doublié, & Jia, 2012). Nejcastéjsim a nej-
Iépe popsanym mechanismem opravy poskozeni mtDNA je Base excision repair — BER

(Kazak, Reyes, & Holt, 2012).

Prvni fazi BER je rozpoznani poskozené baze a nasledné St€peni N-glykosidické vazby gly-
kosylazou, odstranéni chybné baze mtDNA a vytvofeni abazického mista, ve kterém je zbyla
fosfatova kostra odbourana apurinni endonukleazou APE1 (Kohli & Zhang, 2013). Chybe¢-
jici nukleotidy jsou poté dosyntetizovany polymerazou vy (Yakubovskaya, Chen,
Carrodeguas, Kisker, & Bogenhagen, 2006).

6.5 Regulace transkripce gentl tcastnicich se udrzby mtDNA protei-

nem p53

Udrzovani kvality mitochondridlniho genomu se protein p53 stard na urovni regulace tran-

skripce, 1 pfimou interakci s proteiny nukleoidu v mitochondrialni matrix. V jadie buiky

pusobi jako regulator transkripce genu RRM2B, ktery koduje enzym ribonukleotid reduktazu
21



M2 B. Ta zajistuje syntézu nukleotidl potiebnych pro replikaci a opravy mtDNA (Pontarin,
Ferraro, Bee, Reichard, & Bianchi, 2012). Poruchy exprese tohoto genu vedou k rozsahlym
deplecim mtDNA (Bourdon et al., 2007).

Dale je protein p53 zasadni pro transkripci genu TFAM. V p53 deficientnich bunkach kos-
terni svaloviny mysi dochdzi k vyraznému snizeni exprese tohoto genu, coz ma za nasledek
snizeni obsahu mtDNA v mitochondriich a celkové mensi fyzickou vydrzi mysi (J.-Y. Park

et al., 2009).

6.6 Interakce s proteiny nukleoidu

Interakce proteinu p53 s proteiny replika¢niho, transkripéniho a opravného aparatu mtDNA
V matrix mitochondrii ma pozitivni vliv na uchovavani kvality mitochondrialniho genomu,
obecné¢ se da fici, ze zajistuje dostateCnou presnost replikace a oprav, a tim zabranuje nega-
tivnim jevim spojenym s hromadénim mutaci mtDNA. Déle se pfimo ucastni procesu
opravy mtDNA, diky své 3’- 5 exonukledzové aktivité miize provadét excizi chybnych nuk-
leotidit z mtDNA (Mummenbrauer et al., 1996). V mitochondriich bez funkéniho proteinu
p53 dochazi k Castym porucham a celkovému snizeni obsahu jejich mtDNA (Kulawiec,
Ayyasamy, & Singh, 2009).

6.6.1 Polymeraza vy

Lidska DNA polymeraza vy je heterotrimer slozeny z jedné katalytické podjednotky o veli-
kosti 139 kDa a dvou procesivnich, 53 kDa velkych podjednotek (Yakubovskaya et al.,
2006). Katalyticka podjednotka ma jak polymerazovou, tak 3’5 exonukleazovou aktivitu,
provadi také proofreading nové syntetizovaného fetézce (Kaguni, 2004). Béhem syntézy
mtDNA miize dochazet k zafazeni nespravného nukleotidu, coz je vedle oxidativniho po-
Skozeni DNA dalsi mozna pfi€ina vzniku mutaci mtDNA. 3"-5"exonukledzova aktivita po-
lymeréazy y sama o sob& neni dostacujici k odstranéni téchto chybnych nukleotidi v potfebné

mife.

Protein p53 fyzicky interaguje s Poly a tim zvySuje jeji procesivitu (Achanta et al. 2005).
Této interakce se muze ucastnit také RECQL4 helikaza, ktera translokuje do mitochondridlni
matrix spolu s proteinem p53 (viz kapitola 2). Kontakt s proteinem p53 i RECQL4 zpro-

sttedkovavaji exonukledzova i polymerazova doména Poly. Tato interakce stimuluje vazbu
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Poly k mtDNA v D-loop regionu a jeji polymeriza¢ni i exonukleazovou aktivitu (Gupta et
al., 2013).

Protein p53 také funguje jako externi proofreader Poly. Snizuje miru zatazeni chybnych nuk-
leotidi do nové syntetizovaného fetézce, a diky své 3°-5"exonukledzové aktivité také pro-
vadi jejich excizi. Napiiklad chybnd inkorporace nukleotidu dUTP do mtDNA, ktera mtize
byt pri¢inou vzniku mutaci, se vyskytuje v mensi mife v mitochondriich s funkénim protei-
nem p53, také excize dUMP probiha efektivnéji, neZ v mitochondriich pochazejicich z p53-

/- bun€k (Bonda, Rahav, Kaya, & Bakhanashvili, 2016).

Syntéza nové molekuly mtDNA polymerazou vy, i opravné aktivity probihaji efektivnéji

V pritomnosti proteinu p53.

6.6.2 TFAM
Mitochondrilni transkripéni faktor A (TFAM), je multifunkéni protein s hmotnosti 29 kDa,

ktery se ucastni udrzovani integrity mtDNA na nékolika trovnich, je nezbytny pfi replikaci,
transkripci, detekci a opraveé poskozené DNA a pii skladani mtDNA do nukleoidu (Kang et
al., 2007).

Tento protein je sloZzeny ze dvou tandemovych High Mobility Group boxti — HMG1 a
HMG?2, které jsou spojeny 36 aminokyselin dlouhym zasaditym linker regionem, na C konci
proteinu je 27 zasaditych aminokyselinovych zbytkli. TFAM se v mitochondriich vyskytuje
Vv rovnovazném pomeéru jako dimer a monomer, pii nasednuti na mtDNA dimerizuje (Wong

etal., 2009).

TFAM interaguje s proteinem p53, k primarni vazb€ dochazi mezi HMGI1 boxem TFAM a
transaktiva¢ni doménou proteinu p53, ke slabsi sekundarni vazbé dochazi na jeho C-termi-
nalni regulacni doméné. Komplex TFAM-p53 je stabilizovén elektrostatickymi a hydrofob-
nimi interakcemi. Béhem vazby dochdzi ke konforma¢nim zménam u proteinu p53, kde se
v TAD tvoii dva negativné nabité helixy S15-L32 a Q38-D57, spojené linker regionem, které
maji funkci kontaktnich mist s TFAM (Wong et al., 2009). TFAM se preferenéné vaze na
poskozenou mtDNA. Pfiddnim proteinu p53 k mtDNA posSkozené cisplatinem a TFAM az
dvacetinasobné zvysi mtDNA vazebnou aktivitu TFAM. Naopak vazebna aktivita TFAM
k oxidativné poSkozené mtDNA se v pfitomnosti proteinu p53 snizuje (Yoshida et al., 2003).
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Odlisné chovani TFAM béhem oxidativniho stresu odpovida specifické odpovédi na tento

druh stresu, kdy dojde k otevieni mPTP a spusténi nekrozy.

V kosterni svaloviné mysi Ize vyvolat mitochondrialni translokaci proteinu p53 a jeho zvy-
Senou tvorbu komplexti s mtDNA a TFAM akutni fyzickou z&té€zi. Po 15 min trvajici fyzické
namaze a nasledném 3h odpocinku mysi dochézelo ke zvyseni hladiny proteinu p53 v inter-
myofibrilarnich mitochondriich az 3,6krat. Tento jev pravdépodobné souvisi se zvySenim
energetického metabolismu buriky, a tedy i potieby exprese mitochondrialnich gent (Saleem

& Hood, 2013).

Vyznam interakce proteinu p53 a TFAM spociva ve stimulaci aktivity TFAM v transkripci
a opravach mitochondrialniho genomu. Existuji dokonce domnénky, Ze by protein pS3 mohl
fungovat jako mitochondrialni transkrip¢ni faktor, a pozitivné modulovat genovou expresi

regulaci aktivity TFAM v D-loop regionu (Saleem & Hood, 2013).

6.6.3 HMtSSB

Protein HmtSSB (Human mitochondrial single strand binding protein) je homotetramer
(Wong et al., 2009). Primarni struktura tohoto proteinu je homologni S SSB proteinem 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 mtDNA v D-
loop, ¢imz zabranuje opétovnému spojeni fetézct (Van Tuyle & Pavco, 1985). Stimuluje
polymerazu vy, v pfitomnosti mtSSB se procesivita této polymerazy dvakrat zvysi, je také
stimulovana jeji 3'- 5" exonukleazova aktivita a piesnost syntézy (Farr, Wang, & Kaguni,
1999).

MtSSB interaguje s proteinem p53 skrz obé¢ transaktivaéni subdomény, TAD1 i TAD2
(Wong et al., 2008). 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 1 afinitu k
mtSSB. Jak jiz bylo feceno vyse, p53 ma slabou 3°-5" exonukledzovou aktivitu a je schopen
hydrolyzovat 8-0xodG z mtDNA (Janus et al., 1999). Pii interakci s mtSSB se tato aktivita
mirné zvysuje, coz je pravdépodobné zplisobeno tim, ze ma komplex mtSSB-p53 vyssi afi-
nitu k DNA, nez p53 samotny (Wong et al., 2008). Interakce s mtSSB ma tedy pozitivni vliv
na funkci proteinu p53 v opravé mtDNA.
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6.7 Piima interakce proteinu 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 regi-
onu downstream od LSP (K Heyne et al., 2004). Pro podrobnéjsi zkoumani interakci byly
vytvoreny referencni plazmidy s jednotlivymi sekvencemi, minimélnim beta-globinovym
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 promotorem a u trans-
fektovanych plazmidi obsahujicich putativni sekvenci 1553. U této jediné sekvence, lokali-
zované v 16S rRNA lokusu, byla tedy prokazéana schopnost vazat p53, a to s pomérné nizkou
afinitou. Jako p53 vazebny motiv byly uréené bp 1553-1572, cozZ je v lidské mtDNA kon-

zervovana sekvence (K Heyne et al., 2004). Vyznam této interakce neni pfesné znam.

6.8 Diusledky ptisobeni proteinu p53 v mitochondrialni matrix

Aktivity proteinu p53 v mitochondrialni matrix se li§i v zavislosti na stavu bunky. Za fyzio-
logickych podminek se protein p53 primarn€ ucastni procest udrzovani integrity mtDNA.
Pii poskozeni oxidativnim stresem, vyvolanym naptiklad H202, se vSak chovani proteinu
p53 méni a jeho funkce je spiSe destabilizujici. Inhibuje vazbu TFAM k mtDNA a celkové
senzibilizuje bunky k oxidativnimu stresu. HepG2 bunky obsahujici v mitochondriiich
matrix-specificky konstrukt proteinu p53 zvany p53-290 vykazovaly po osetfeni H2O2 mensi
Zivotaschopnost neZz kontrolni HepG2 buniky, zarovenl u nich doSlo ke sniZeni obsahu
mMtDNA, a to v mife zavislé na obsahu p53-290 konstruktu v matrix. (Koczor, Torres, Fields,
Boyd, & Lewis, 2013). Tento jev pravdépodobné souvisi s indukci nekrdzy, kterou zajistuje
protein p53 po translokaci do mitochondridlni matrix prave v reakci na oxidativni stres. Zvy-
Seny obsah proteinu p53 ma tedy, podobné jako jeho nedostatek, negativni vliv na integritu

mitochondrialniho genomu.

Hromadéni mutaci mtDNA je jeden z problémi starnoucich organismu (Loeb, Wallace, &
Martin, 2005). Zajimavym poznatkem je, ze fyzicka aktivita stimuluje translokaci proteinu
p53 do mitochondridlni matrix, coZ zvySuje uc¢innost oprav mtDNA. U mysi s defektni pro-

ofreading aktivitou polymerazy y vystavenych fyzické zatézi dochazi k redukci hromadéni
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mutaci mtDNA v mitochondriich kosterni svaloviny a prodlouzeni délky zivota, oproti kon-
trolnim mys$im, které fyzickou aktivitu nevyviji (Safdar et al., 2016). To muze byt jeden

Z molekularnich mechanismu objasnujicich pfinos aktivniho pohybu pro zdravi.
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[ Zavér

Tato prace pojednava o funkci proteinu p53 v mitochondriich. Byly zde shrnuty dostupné
poznatky o transportu proteinu p53 na povrch a do vnitifnich kompartmentd mitochondrii.
V dalsich ¢astech jsem se zabyvala funkci proteinu p53 v permeabilizaci vnéjsi a vnitini
mitochondrialni membrany béhem indukce apoptozy a nekrozy. Nakonec byla popsana role

proteinu p53 v udrzovani integrity mitochondrialniho genomu.

Vyzkum funkce proteinu p53 v indukci buné¢né smrti ma mozné klinické vyuziti v terapii
celé fady zavaznych onemocnéni, u kterych dochazi k nezddouci degradaci tkani v disledku
aktivace nekrozy ¢i apoptdzy. Inhibice mitochondrialni translokace proteinu p53 zabrani ak-
tivaci buné¢né smrti a vyrazné redukuje odumirani tkani pti infarktu vznikajicim v dusledku
ischemicko-reperfuznich onemocnéni, dale zabranuje nezadouci degradaci nervovych bunék
u neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova ¢i Parkinsonova choroba. Také
jsou zkoumany moznosti vyuziti inhibice mitochondrialni funkce proteinu p53 v ramci
ochrany zdravych tkani pted poskozenim ozatfenim béhem radioterapie nadorovych onemoc-
néni.

Stejné tak jsou pro klinickou praxi zajimavé moznosti aktivace funkce proteinu p53 v in-

dukci apoptozy pti terapii rakoviny. Indukcei mitochondrialni translokace 1ze docilit vyvolani

apoptozy nadorovych bunék a inhibice rustu nadort.

Také vyzkum role proteinu p53 v udrzbé mitochondrialniho DNA je zajimavym tématem
s moznym klinickym vyuzitim. Aktivity proteinu p53 jsou klicové pro spravny pribéh repli-
kace a oprav mtDNA, a zabranuji hromadéni mutaci mtDNA, coZ je jev spojeny s fadou

onemocnéni.
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