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Abstrakt 

Protein p53 je známý především jako tumor supresorový faktor, který reguluje expresi množství 

genů účastnících se regulace buněčného cyklu, oprav DNA a buněčné smrti. Řadu procesů však 

reguluje i mimo jádro buňky svými na transkripci nezávislými aktivitami. Za fyziologických 

podmínek se určité množství proteinu p53 nachází v mitochondriích, kde přispívá k udržování 

integrity mitochondriálního genomu. Po stresovém stimulu pak dochází k rychlé translokaci 

velkého množství proteinu p53 na vnější mitochondriální membránu i do mitochondriální ma-

trix, kde se účastní indukce programované buněčné smrti, apoptózy či nekrózy. 

Klíčová slova: p53, mitochondrie, mtDNA, apoptóza, nekróza 

 

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 použitých zkratek 

Apaf1 Apoptotic protease activating factor 1 

APE Apurinní endonukleáza 

BER Base excision repair 

BH Bcl Homology 

CypD Cyclophilin D 

DBD  DNA binding domain, DNA vazebná doména 

D-loop Displacement loop 

dGTP Deoxyguanosine triphosphate  

Drp1 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, mezimembránový prostor 

LSP Light strand promotor 

MDM2 E3 ubiquitin ligáza 

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, mitochondriální cílová sekvence 

mtSSB Mitochondrial single strand binging protein 

NADH Nicotinamide adenine dinucleotide 

NLS Nuclear localization signal, jaderný lokalizační signál 

OMM Outer mitochondrial membrane 



 

 

OSCP Oligomycin sensitivity conferring protein 

PFT-μ Pifithrin- μ   

POLG Polymerase Gamma gene 

POLMRT Mitochondrial RNA polymerase 

POLRMT RNA polymeráza mitochondriální 

RECQL4 RecQ like helicase 4 

RKO Buněčná linie kolorektálního karcinomu 

RRM2B Ribonukleotid reduktáza M2 B 

RTS Rothmund Thompson syndrome 

SPG7 Spastic Paraplegia 7  

SSB Single strand binding 

TAD Trans-activating domain 

TEFM Transcription Exchange factor mitochondrial 

TFAM Transcription factor A mitochondrial 

TIM Translocase of the inner membrane 

TOM Translocase of the outer membrane 

TWINKLE Jaderně kódovaná mtDNA helikáza 

VDAC Voltage-dependent anion channel  
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1 Úvod 

Protein p53 má celou v buňce celou řadu funkcí. Vedle svých transkripčně regulačních ak-

tivit v jádře je schopen také na transkripci nezávislých regulací přímou interakcí s cytosolic-

kými proteiny. Tato práce se zabývá funkcí proteinu p53 v mitochondriích, popisuje inter-

akce s mitochondriálními proteiny a genomem a důsledky těchto interakcí pro funkci mito-

chondrií i celé buňky.  

V buňce můžeme rozlišit dvě samostatné frakce proteinu p53, jadernou a cytosolickou. Pro-

tein p53 uvnitř a na povrchu mitochondrií pochází z cytosolické frakce, a jeho obsah se liší 

v závislosti na aktuálním stavu buňky. Za fyziologických podmínek je malé množství pro-

teinu p53 lokalizováno v blízkosti mitochondriálního nukleoidu, kde se účastní procesů za-

jišťujících údržbu kvality mitochondriální DNA. Po stresovém podnětu dochází k rychlé 

translokaci velkého množství proteinu p53 na mitochondriální povrch, kde interakcí s pro-

teiny Bcl2 rodiny indukuje spuštění apoptózy, a případně i do mitochondriální matrix, kde 

interakcí s cyclophilinem D aktivuje otevření mitochondriálních pórů přechodné propust-

nosti a spuštění nekrózy.  
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2 Protein p53 

Protein p53, neboli tumor supresorový protein, má v organismu celou řadu funkcí. Účastní 

se regulace buněčného cyklu, růstu, proliferace, buněčného dělení, senescence a diferenci-

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

V jádře buňky působí protein p53 jako transkripční faktor regulující expresi množství genů 

(Riley, Sontag, Chen, & Levine, 2008), mimo jádro se přímou fyzickou interakcí s proteiny 

účastní buněčných procesů. Poruchy signalizačních drah proteinu p53 mohou být příčinou 

vzniku rakoviny. 

2.1 Gen TP53 

Lidský gen kódující protein p53 se nazývá TP53, nachází se na p rameni 17. chromozomu 

na pozici 13.1 (17p31.1) a má 27 772 bazí. Až 50 % lidských rakovinných buněk má mutaci 

v TP53 genu, jedná se tedy o nejčastější cíl mutace u rakoviny lidí (Olivier, Hollstein, & 

Hainaut, 2010). Vrozená predispozice pro rozvoj rakoviny způsobená mutací v TP53 genu 

se nazývá syndrom Li-Fraumeni. 

2.2 Struktura 

Protein p53 tvoří 393 aminokyselin, jeho molekulová hmotnost je 43,6 kDa a skládá se z ná-

sledujících domén; na N-konci proteinu jsou dvě transaktivační domény, TAD1 (aminoky-

seliny 17-25) a TAD2 (48-56), tyto domény aktivují transkripční faktory. Následuje doména 

bohatá na prolin 61-94) a DNA vazebná doména (DBD) (102-292), která zprostředkovává 

interakci s DNA i cílovými proteiny. Dále je jaderný lokalizační signál NLS (aminokyseliny 

305-321), tetramerizační doména (325-355), důležitá pro formaci homotetrameru p53, což 

je běžná forma aktivního p53, a C-terminální region (aminokyseliny 356-393), který má vý-

znam ve stabilizaci interakce s DNA i proteiny. Protein má několik isoforem, všechny kó-

duje gen TP53 a jejich exprese se liší dle tkání (UniProt, 2017). 
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Obrázek 1. Struktura proteinu p53 s barevně odlišenými doménami: Transaktivační do-

mény – modrá a zelená, Prolin bohatá doména – oranžová, DNA vazebná doména – fialová, 

Tetramerizační doména - žlutá, C-terminání doména - šedá. Převzato a upraveno 

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

 

Běžnou aktivní formou proteinu p53 je homotetramer, kde spolu jednotlivé monomery in-

teragují svými tetramerizačními doménami. Struktura proteinu p53 v mitochondriích v sou-

časné době není zcela známa, může mít formu tetrameru i monomeru (Kristina Heyne et al., 

2008). Pro indukci apoptózy na vnější mitochondriální membráně je postačující monomer 

proteinu p53, případně pouze jeho DNA vazebná doména (Mossalam, Matissek, Okal, 

Constance, & Lim, 2012). Během indukce nekrózy v mitochondriální matrix má protein p53 

formu tetrameru (Vaseva et al., 2012). 

2.3 Posttranslační modifikace  

Aktivita proteinu p53 je regulována posttranslačními modifikacemi. Fosforylace protein p53 

stabilizuje a zvyšuje jeho DNA vazebnou aktivitu (Ashcroft & Vousden, 1999). Acetylace 

také pozitivně reguluje stabilitu proteinu p53 a jeho transkripčně aktivační funkce (Barlev et 

al., 2001). Polybiquitinace proteinu p53 slouží jako signál k degradaci, kdežto monoubiqu-

itinace působí stabilizačně (Li et al., 2003). 
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3 Translokace proteinu p53 do mitochondrií 

Naprostá většina mitochondriálních proteinů je syntetizována na cytosolických ribosomech 

a do organel následně dopravena procesem zvaným translokace. Proteiny určené pro trans-

port do mitochondrií mají většinou na svém N-konci mitochondriální cílovou sekvenci 

(MTS). V cytosolu jsou tyto proteiny chráněny proti sbalení interakcí s chaperony Hsp70. 

Průchod skrz membrány mitochondrií zajišťují translokázy, ve vnější membráně to jsou 

TOM komplexy, ve vnitřní TIM komplexy. TOM komplex je tvořen receptorovými proteiny 

Tom20, Tom22 a Tom70 a proteinem Tom40 tvořícím kanál umožňující průchod skrz mem-

bránu. TIM komplex se skládá z proteinů Tim23, který tvoří pór, a dále Tim50 a Tim17 

(Wiedemann, Frazier, & Pfanner, 2004). Translokace proteinu p53 do mitochondrií probíhá 

vícero způsoby. Mechanismus se liší v závislosti na stavu buňky, translokace probíhá jinak 

v klidovém stavu, jinak po různých stresových stimulech a během buněčné smrti. Výsledná 

lokalizace proteinu p53 v mitochondriích závisí právě na způsobu translokace.  

Zajímavou skutečností je, že protein p53 nemá mitochondriální cílovou sekvenci (MTS). 

Zda a jakým mechanismem k translokaci proteinu p3 dojde je určeno jeho posttranslačními 

modifikacemi. 

3.1 Translokace za fyziologických podmínek 

3.1.1 Translokace závislá na oxidativním metabolismu a CHCHD4 

CHCHD4, savčí homolog kvasinkového  Mia40, je gen kódující receptor účastnící se trans-

portu proteinů do mezimembránového prostoru (IMS). Přes N-koncový motiv Cys-Pro-Cys 

tvoří disulfidické vazby s cysteinovými residui substrátových proteinů určených pro trans-

port do IMS, čímž u nich indukuje tvorbu disulfidických můstků. Tento děj má význam pro 

správné sbalení proteinu v IMS (Mesecke et al., 2005). 

Během oxidačního stresu dochází ke zvýšené transkripci genu CHCHD4. Zároveň jsou ve 

zvýšené míře oxidovány cysteinové zbytky proteinu p53, což jej činí vhodným substrátem 

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

Zvýšení exprese genu CHCHD4 vede ke změnám v distribuci a aktivitě proteinu p53 

v buňce. Obsah proteinu p53 v buněčném jádře a jeho transkripčně regulační aktivity se 

sníží. Větší množství proteinu p53 je lokalizováno v mitochondriích, přičemž jeho celkový 
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obsah v buňce zůstává stejný. V mitochondriích lze detekovat kolokalizaci proteinů 

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

Tento mechanismus translokace má význam v udržování integrity mitochondriálního ge-

nomu. Během zvýšení respirační aktivity a vzniku oxidačního stresu, který může mít za ná-

sledek poškození mtDNA, dochází ke zvýšení transportu proteinu p53 do matrix mitochon-

drií, kde se účastní replikace, transkripce a oprav mitochondriálního genomu. V buňkách s 

overexpresí CHCHD4 lze po vystavení oxidačnímu stresu ošetřením peroxidem vodíku po-

zorovat výrazně lepší obnovu integrity mtDNA oproti kontrole. Tento jev nepozorujeme u 

buněk bez funkčního p53. Mechanismus, kterým se p53 dostane z mezimembránového pro-

storu k nukleoidu mtDNA, není přesně znám (Zhuang et al., 2013) 

Tento systém translokace umožňuje p53 odlišně regulovat dva různé genomy v závislosti na 

oxidativní metabolické aktivitě.  

3.1.2 Translokace závislá na RECQL4 helikáze 

RECQL4 je DNA helikáza, která se účastní formace prereplikačního komplexu a iniciace 

replikace jaderné DNA (Sangrithi et al., 2005). Přestože má tento protein ve své sekvenci 

jaderný lokalizační signál (NLS), lze jej detekovat i mimo jádro buňky (Petkovic, Dietschy, 

Freire, Jiao, & Stagljar, 2005). Protein p53 je transkripčním regulátorem genu RECQL4, po 

poškození DNA funguje jako represor promotoru. Mimo to může s proteinem RECQL4 také 

přímo interagovat v cytoplasmě, region aminokyselin 293-362 proteinu p53 interaguje 

s aminokyselinami 270-400 na N-konci RECQL4, čímž dochází k překrytí NLS obou pro-

teinů. RECQL má také funkční MTS, díky které interaguje s receptorem Tom20 ve vnější 

mitochondriální membráně, což umožní transport obou proteinů skrz komplex TOM. Me-

chanismus průchodu vnitřní membránou není přesně znám. Proteiny jsou pak lokalizovány 

k mitochondriálnímu nukleoidu, kde se účastní regulace replikace mtDNA (De et al., 2012).  

Míra interakce proteinu p53 s RECQL4 a tedy i mitochondriální translokace jejich komplexu 

se liší v závislosti na buněčném cyklu. Během pozdní S fáze a G2 fáze jsou tyto proteiny 

akumulovány spíše v mitochondriální frakci, zatímco během S váže je většina RECQL4 de-

tekovatelná v jádře. Při poškození DNA je interakce proteinu p53 a RECQL4 rozrušena, 

takže proteiny směřují do jádra. Za fyziologických podmínek se však komplexy RECQL4 a 

p53 nachází primárně v blízkosti mitochondriálního nukleoidu (De et al., 2012).  



6 

 

 

 

Tento mechanismus translokace je nezbytný pro správný průběh replikace mtDNA, slouží 

však také jako prevence nežádoucí aktivity p53 v jádře při absenci stresu. Buňky s mutací 

v genu RECQL4, takzvané RTS buňky, vykazují zvýšenou senzitivitu ke genotoxickému 

stresu (Jin et al., 2008). To je způsobeno zvýšenou akumulací transkripčně aktivního pro-

teinu p53 v jejich jádře. 

3.2 Translokace proteinu p53 za podmínek vedoucích k programo-

vané buněčné smrti 

3.2.1 Průběh translokace 

Za stresových podmínek se chování proteinu p53 výrazně liší. Po stresovém stimulu, jakým 

je například genotoxický stres (N. D. Marchenko, Zaika, & Moll, 2000), hypoxie (Sansome, 

Zaika, Marchenko, & Moll, 2001), tepelné poškození (Gu et al., 2014) či vystavení gamma 

záření u radiosenzitivních orgánů (Strom et al., 2006), je protein stabilizován, takže je jeho 

celkový obsah v buňce vyšší, než za fyziologických podmínek. Během 15 - 30 minut pro-

běhne transport velkého množství p53 k vnější mitochondriální membráně i do vnitřních 

kompartmentů mitochondrií (Noda, Awais, Sutton, Awais, & Ozawa, 2017), což má za ná-

sledek spuštění programované buněčné smrti - apoptózy, nebo nekrózy (Erster, Mihara, Kim, 

Petrenko, & Moll, 2004), (Vaseva et al., 2012)  

V buňkách se vyskytují dvě samostatné frakce proteinu p53, jaderný a cytoplazmatický. 

K mitochondriální translokaci proteinu p53 dochází i po zastavení veškerého jaderného ex-

portu, z čehož lze vyvodit, že zdrojem mitochondriálního p53 je cytoplazmatická frakce to-

hoto proteinu (Marchenko, Wolff, Erster, Becker, & Moll, 2007). 

3.2.2 Funkce MDM2 E3 ubiquitin ligázy 

Za fyziologických podmínek je v cytoplazmě udržována nízká hladina proteinu p53. Enzym 

MDM2, což je E3 ubiquitin ligáza, tvoří s proteinem p53 komplexy a provádí neustálou po-

lyubiquitinaci jeho C-terminálních lysinů, protein je následně degradován v 26S protea-

somu. Po stresovém stimulu však dochází k rozpadu komplexů p53/MDM2, MDM2 provádí 

namísto polyubiquitinace pouze monoubiquitinaci, která protein p53 stabilizuje a slouží jako 

signál pro jeho transport k mitochondriím. Tam je p53 deubiquitinován HAUSP kom-

plexem, aktivní mitochondriální protein p53 tedy není monoubiquitinovaný (Marchenko et 

al., 2007). 
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3.2.3 Regulace ubiquitinace proteinu p53 MDM2 ligázou 

Ubiquitinace ligázou MDM2 je regulována celkovým obsahem enzymu v cytoplazmě, post-

translačními modifikacemi proteinu p53 a interakcí s dalšími proteiny.  

Během stresu vyvolaného poškozením DNA jsou MDM2 mRNA i protein MDM2 degrado-

vány, takže je molární poměr proteinu p53 ku MDM2 vyšší. Experimenty s transfekcí buněk 

proteinem p53 a MDM2 plazmidy ukázaly, že při molárním poměru p53:MDM2 1:1 či 1:2 

probíhala polyubiquitinace, zatímco při poměru 2:1 a vyšším probíhala hlavně monoubiqu-

itinace (Marchenko et al., 2007). 

Dalším mechanismem regulace je snížení afinity p53 k MDM2 posttranslačními modifika-

cemi a následnými změnami konformace proteinu p53. Enzym Homeodomain-interacting 

protein kináza-2 (HIPK2), aktivovaná v reakci na poškození DNA UV zářením, fosforyluje 

protein p53 na Ser46 (D'Orazi et al., 2002). Tato fosforylace umožní prolyl-izomeráze Pin1 

provést konformační změny proteinu p53, čímž je snížena jeho afinita k MDM2 (Sorrentino 

et al., 2013). Taktéž fosforylace Ser392 má pozitivní vliv na schopnost proteinu translokovat 

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

Za oxidačního stresu je monoubiquitinace MDM2 ligázou indukována pomocí proteinu 

Drp1 (dynamine-related protein 1), což je GTPáza řídící proces mitochondriálního dělení. 

Za fyziologických podmínek se nachází v cytosolu, při oxidačním stresu interaguje s DNA 

vazebnou doménou proteinu p53. Exprese Drp1 v buňce vyvolá monoubiquitinaci p53, jeho 

mitochondriální lokalizaci a buněčnou smrt, přičemž tento proces neprobíhá v buňkách 

s mutantní MDM2, která postrádá E3 ligázovou aktivitu (Guo, Sesaki, & Qi, 2014). 

MDM2 ligáza samotná neslouží jako zprostředkovatel transportu proteinu p53 k mitochon-

driím. Tuto roli pravděpodobně zastává protein Tid1, mitochondriální DnaJ co-chaperonový 

protein, který v reakci na hypoxii nebo genotoxický stres tvoří ternární komplexy s p53 a 

mtHsp70 na vnější mitochondriální membráně (OMM). V buňkách s deplecí Tid1 oproti 

kontrole nedochází k mitochondriální translokaci proteinu p53 a ani ke spuštění apoptózy 

(Ahn et al., 2010). Přesný průběh transportu proteinu p53 k vnější mitochondriální mem-

bráně není zcela znám.  
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3.2.4 Cílová lokalizace proteinu p53 v mitochondriích 

Cílová lokalizace proteinu p53 se liší v závislosti na povaze stresu, který vede ke spuštění 

programované buněčné smrti (PCD). Po apoptotickém stimulu dojde k rychlému transportu 

proteinu p53 k vnější mitochondriální membráně, kde interaguje s proteiny Bcl2 rodiny, což 

má za následek permeabilizaci této membrány (mitochondrial outer membrane permeabili-

zation, MOMP), uvolnění cytochromu c z mezimembránového prostoru a spuštění apoptózy 

(N. D. Marchenko et al., 2000). Při oxidačním stresu je p53 transportován skrz OMM do 

vnitřních kompartmentů mitochondrií, kde interaguje s proteinem vnitřní mitochondriální 

membrány Cyclophilinem D. Následně se ve vnitřní mitochondriální membráně (IMM) tvoří 

mitochondriální póry přechodné propustnosti (mPTP) a je spuštěna nekróza (Vaseva et al., 

2012). Je možné, že součástí tohoto děje je translokace skrz OMM závislá na CHCHD4, 

popsaná výše v této kapitole. 

3.2.5 Využití regulace mitochondriální translokace proteinu p53 

Přesné mechanismy translokace p53 do mitochondrií nejsou zcela známy, nicméně jsou 

předmětem zkoumání kvůli možnosti klinického využití. Nekróza tkání je závažným jevem 

vznikajícím v důsledku ischemických onemocnění mozku, srdce, ledvin. Inhibitory mito-

chondriální translokace p53 by mohly být využity při terapii těchto onemocnění díky své 

schopnosti zabránit iniciaci nekrózy. Například inhibicí hyperaktivace proteinu Drp1 pepti-

dickým inhibitorem P110 u potkanů, kteří prodělali mozkovou ischemii, je dosaženo výrazné 

redukce infarktu (Guo et al., 2014). Další inhibitor mitochondriální translokace využitelný 

v terapii jsou například Pifithrin-µ (Noda et al., 2017). 

Naopak indukce mitochondriální translokace proteinu p53 a vyvolání apoptózy je žádoucí 

v terapii nádorových onemocnění (Qiao et al., 2016). Tématu využití inhibice či indukce 

translokace proteinu p53 do mitochondrií se budu podrobněji věnovat v další kapitole této 

práce. 
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Obrázek 2. Transport proteinu p53 přes mitochondriální membrány. A - Protein p53 tvoří komplex 

s RECQL4 helikázou, takže jsou překryty NLS obou proteinů. Poté dojde k jejich transportu do mitochondriální 

matrix. B – Protein p53 prochází TOM kanálem, v IMS interaguje s CHCHD4 SH skupinami svých cysteino-

vých residuí, poté pravděpodobně prochází TIM kanálem do matrix mitochondrií, kde, stejně jako v předcho-

zím případě, interaguje s proteiny nukleoidu mtDNA. Převzato a upraveno podle (J. H. Park, Zhuang, Li, & 

Hwang, 2016)   
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4  Úloha proteinu p53 v transkripčně nezávislé indukci 

apoptózy 

Známe tři druhy řízené buněčné smrti (PCD); apoptózu, nekrózu a autofagii. Mohou být 

spuštěny jak transkripčně regulačními mechanismy, tak na transkripci nezávislou cestou, ve 

které hraje zásadní roli mitochondriální translokace proteinu p53. Transkripčně nezávislou 

indukcí apoptózy proteinem p53 se budu zabývat v této kapitole.  

4.1 Apoptóza 

Apoptóza je silně regulovaný proces buněčné smrti, během kterého dochází v buňce k nená-

vratným fyziologickým a morfologickým změnám, jako je kolaps cytoskeletu, fragmentace 

DNA a rozpad jaderné membrány. Tento způsob buněčné smrti nevede k tvorbě zánětu. 

Apoptóza může být spuštěna buď v reakci na extracelulární stimul, pak ji nazýváme vnější 

(extrinsic), nebo jako reakce na podnět pocházející zevnitř buňky, pak se jedná o apoptózu 

vnitřní (intrinsic) (Alberts, 2017). 

4.1.1 Kaspázová kaskáda  

Průběh apoptózy zajišťují enzymy kaspázy. Tyto cystein-aspartátové proteázy se v buňce za 

normálního stavu nachází jako inaktivní prekurzory prokaspázy. Aby mohly být aktivovány, 

je zapotřebí uvolnění cytochromu c z mezimembránového prostoru mitochondrií, který ná-

sledně s adaptorovými proteiny Apaf1 tvoří heptamer zvaný apoptosom, schopný přitahovat 

a vázat k sobě iniciátorové prokaspázy 9. Přiblížením molekul prokaspázy 9 je umožněna 

jejich vzájemná proteolýza. Tím se z nich stanou aktivní enzymy kaspázy, které štěpí a tím 

aktivují další exekutorové prokaspázy provádějící řízenou degradaci buňky (Nicholson, 

1999). 

4.2 Indukce apoptózy proteinem p53 nezávislá na transkripci 

Fakt, že je protein p53 schopen indukovat apoptózu, je znám již dlouhou dobu. Jako první 

byla objevena transkripčně regulační role proteinu p53 v indukci apoptózy. V jádře buňky 

tento protein působí jako aktivátor exprese proapoptotických genů Bax (Toshiyuki & Reed, 

1995), NOXA (E. Oda et al., 2000), PUMA (Nakano & Vousden, 2001) a p53AIP1 (K. Oda 

et al., 2000). Pozdější experimenty ukázaly, že existuje další, na transkripci nezávislý me-

chanismus indukce apoptózy proteinem p53. Delece či mutace v transaktivační doméně není 

fatální pro schopnost proteinu p53 spustit apoptózu (Haupt, Rowan, Shaulian, Vousden, & 
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Oren, 1995), navíc, po přidání rekombinantního p53 do cytosolického extraktu bez přítom-

nosti buněčných jader dochází k uvolnění cytochromu c a aktivaci kaspázové kaskády (Ding 

et al., 2000). Protein p53 tedy dokáže apoptózu spustit i přímou, rychlejší, na transkripci 

nezávislou cestou.  

4.2.1 Mitochondriální translokace p53 

Po stresovém stimulu, jako je například tepelné poškození (Gu et al., 2015), iradiace, poško-

zení DNA nebo oxidační stres, dochází k rychlému transportu cytoplazmatické frakce pro-

teinu p53 k vnější mitochondriální membráně (N. D. Marchenko et al., 2000). Po poškození 

DNA u ML-1 buněk kolorektálního karcinomu přidáním camptothecinu (inhibitor topoiso-

merázy I vyvolávající poškození DNA) byla pozorována zvýšená přítomnost p53 v mito-

chondriální frakci, aniž by byly detekovány jiné jaderné proteiny, přičemž celková hladina 

proteinu p53 v buňce zůstala stejná. K mitochondriální lokalizaci proteinu p53 taktéž nedo-

cházelo při p53 nezávislé, TNF indukované apoptóze. Mitochondriální lokalizace proteinu 

p53 tedy není pouze důsledkem zvýšeného obsahu proteinu či reakcí na poškození organel 

během apoptózy (N. D. Marchenko et al., 2000). Zároveň je sama o sobě postačující k in-

dukci apoptózy. Přidáním MTS z proteinů OMM Bak či Bcl2 a následnou transfekcí p53 

deficientních buněk těmito proteiny bylo dosaženo spuštění apoptózy, aniž by byla deteko-

vána přítomnost p53-MTS konstruktů v jádře (Mossalam et al., 2012).  

4.2.2 Permeabilizace vnější mitochondriální membrány 

Následkem translokace proteinu p53 na OMM je proces zvaný permeabilizace vnější mito-

chondriální membrány (mitochondrial outer membrane permeabilization - MOMP), uvol-

nění cytochromu c a aktivace kaspáz. Permeabilizaci provádí proteiny Bcl-2 rodiny, které 

tvoří v OMM póry a jejichž aktivitu protein p53 reguluje (Mihara et al., 2003). Rychlost 

tohoto děje je přímo úměrná množství translokovaného proteinu p53, obecně se jedná o 

rychlý proces, k uvolnění cytochromu c dochází už 0,5-1 hodinu po stabilizaci proteinu p53 

a jeho translokaci do mitochondrií (Mihara et al., 2003). V pozdní apoptóze obsah proteinu 

p53 v mitochondriích opět klesá. Po 16 hodinách od ošetření buněk camptothecinem byl 

pozorován pokles hladiny mitochondriálního p53, aniž by došlo ke změně celkového obsahu 

proteinu p53 v buňce. Tento děj pravděpodobně souvisí s defosforylací 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 regulátory permeabilizace OMM, mají buď proapoptotickou, nebo 

antiapoptotickou funkci. Můžeme je rozdělit do tří skupin, podle toho, které ze 4 homolog-

ních BH domén sdílí s proteinem Bcl2. Do BH4 skupiny patří proteiny Bcl2, BclXL a Mcl1 

s antiapoptotickou funkcí, které stabilizují OMM a inhibují proapoptotické Bcl2 proteiny 

(Martinou et al., 1994). Ve skupině BH123 jsou proteiny Bax a Bak s proapoptotickou 

funkcí, za normálního stavu přítomny jako inaktivní monomery, Bax v cytosolu, Bak na 

vnější straně OMM. Po apoptotickém stimulu a tvoří permeabilizační póry v OMM (Emily 

et al., 2001). Proteiny BH3-only skupiny jsou PUMA, NOXA, tBid a další, působí proa-

poptoticky – translokují se na OMM a svou BH3 doménou interagují s BH4 proteiny, čímž 

rozruší jejich komplexy s proapoptotickými proteiny. Dále interaguje s BH123 proteiny, 

které naopak aktivují (Emily et al., 2001). 

Po transportu k OMM se protein p53 chová jako super BH3-only protein, je schopen fyzicky 

interagovat s proteiny Bcl2 rodiny a indukovat změnu jejich konformace. Pro tyto přímé 

interakce není nezbytný C-konec proteinu p53, vyžadovaný při transkripčně-regulačních ak-

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

4.3.2 Interakce s antiapoptotickými proteiny BclXL, Bcl2 a Mcl1 

Za normálního stavu protein Bcl-XL inhibuje na OMM protein Bak a proteiny Bcl2 a Mcl1 

v cytosolu protein Bax. Zabraňují tak jejich oligomerizaci a tvorbě pórů v OMM.  

Po apoptotickém stimulu byly detekovány komplexy těchto proteinů s proteinem p53  

(Mihara et al., 2003) (Petros, Gunasekera, Xu, Olejniczak, & Fesik, 2004). Interakce probíhá 

mezi pozitivně nabitým regionem L1, L2/ α1, L3 a α2 DBD proteinu p53 a záporně nabitým 

BH3-vazebným regionem α1/2 a α5/6 proteinů Bcl2 rodiny, mechanismus interakce s pro-

teinem p53 je u BH4 proteinů Bcl2 rodiny konzervovaný (Bharatham, Chi, & Yoon, 2011). 

U obou vazebných míst pak dojde ke konformačním změnám. Výsledkem je rozpad inhibič-

ních komplexů BclXl/Bak, Mcl1/Bax a Bcl2/Bax a tedy ztráta funkce stabilizace OMM 

(Leu, Dumont, Hafey, Murphy, & George, 2004) (Tomita et al., 2006). 
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4.3.3 Interakce s proapoptotickými proteiny Bax a Bak 

Protein p53 interaguje také s proapoptotickými BH123 proteiny Bax a Bak, které jsou si 

strukturně i funkčně podobné. 

Bax se za normálního stavu nachází v cytosolu jako inaktivní monomer v inhibičním kom-

plexu s proteinem Bcl2. Tyto komplexy jsou po apoptotickém stimulu rozrušeny interakcí 

proteinu p53 s Bcl2, jak už bylo popsáno výše (Mihara et al., 2003). Je možné, že je po 

rozpadu komplexů odhalena MTS proteinu Bax. Poté sám s proteinem p53 interaguje. Pro-

teiny spolu netvoří stabilní komplexy a dochází ke tvorbě přechodných vazeb. Následkem 

tohoto kontaktu projde protein Bax konformačními změnami, kterými je aktivován. Lokali-

zuje se na OMM, kde oligomerizuje a tvoří permeabilizační póry (Chipuk et al., 2004), 

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

Protein Bak se i za normálního stavu nachází na cytosolické straně OMM, kde tvoří inhibiční 

komplexy s proteiny BclXL a Mcl-1. K aktivaci proteinu Bak je třeba rozrušení těchto kom-

plexů, což vedle BH3 proteinů (Willis et al., 2005) dokáže také protein p53. Protein Bak 

přes svůj N-koncový α helix také přímo interaguje s DNA vazebnou doménou proteinu p53, 

čímž je aktivován, může oligomerizovat a tvořit póry v OMM (Leu et al., 2004).  

Protein p53 tedy zajišťuje aktivaci proapoptotických proteinů Bax a Bak hned dvěma způ-

soby, uvolněním Bax a Bak z inhibičních komplexů s proteinem Bcl2 a následným vyvolá-

ním konformačních změn přímou fyzickou interakcí.  

 

Obrázek 3. Regulace MOMP proteinem p53. Po stresovém stimulu dochází k lokalizaci proteinu na vnější 

mitochondriální membránu, kde interaguje s proteiny Bcl2 rodiny a tím reguluje jejich aktivitu. Interakcí s an-

tiapoptotickými Mcl1, Bcl2 a BclXL rozrušuje jejich inhibiční komplexy s proapoptotickými proteiny Bax a 
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Bak. S těmi poté protein p53 sám interaguje a tím je aktivuje, takže mohou oligomerizovat a tvořit póry v OMM, 

kterými dochází k uvolnění cyt c do cytosolu. Převzato z (Vaseva & Moll, 2009). 

4.3.4 Význam DNA vazebné domény proteinu p53 v indukci apoptózy 

Interakce s proteiny Bcl2 rodiny probíhají, stejně jako kontakt s DNA, přes DBD proteinu 

p53. Tato doména sama o sobě dokáže indukovat MOMP, je-li zajištěn její transport 

k OMM, například přidáním MTS proteinu Bak (Matissek, Mossalam, Okal, & Lim, 2013). 

Některé mutace v TP53 genu mají za následek nefunkčnost DBD proteinu p53. Takovéto 

proteiny nejenže nemohou vázat DNA, působit jako transkripční regulátory a indukovat 

apoptózu aktivací proapoptotických genů, ale nejsou schopny ani interakce s proteiny Bcl2 

rodiny a indukce apoptózy přímou, na transkripci nezávislou cestou (Tomita et al., 2006). 

4.4 Interakce s proteinu p53 s prokaspázou 3 

Prokaspáza 3 je efektorová kaspáza, v buňce je většinou asociována s vnější mitochondriální 

membránou v komplexu s chaperony Hsp60 a Hsp10. Po indukci apoptózy je štěpena kaspá-

zou 9 a tím aktivována, disociuje z Hsp komplexu a putuje do cytosolu, malá část však zů-

stává na mitochondriích (Samali, Cai, Zhivotovsky, Jones, & Orrenius, 1999). Během 

apoptózy tvoří asi 1-3% celkového obsahu proteinu p53 v buňce komplexy s prokaspázou 3. 

Zajímavým poznatkem je, že proteiny p53 s mutací v DBD jsou schopny interagovat s pro-

kaspázou 3 na podobné úrovni, jako wt p53, nicméně v těchto případech dochází ve výrazně 

nižší míře ke štěpení prokaspázy 3 kaspázou 9 a její aktivaci (Frank, Pietsch, Dumont, Tao, 

& Murphy, 2011).  

Aktivní kaspáza 3 štěpí protein p53 na Asp21 a Asp186, takže mohou vzniknout 4 frag-

menty: p53(22-393), p53(1-186), p53(22-186) a p53(187-393). Dva z těchto fragmentů ob-

sahují NLS, další dva, konkrétně p53(1-186) a p53(22-186) se lokalizují do mitochondrií, 

což vyvolá změnu membránového potenciálu (Sayan, Sayan, Knight, Melino, & Cohen, 

2006). Důsledkem interakce proteinu p53 s prokaspázou 3 je tedy kromě usnadnění její ak-

tivace také urychlení procesu OMMP. 

4.5 Klinické využití regulace apoptózy 

Regulace funkce proteinu p53 v apoptotické signální dráze nezávislé na transkripci může být 

využita v terapii nádorových onemocnění. Nejčastější způsob regulace je indukce mitochon-

driální translokace proteinu p53. Té může být dosaženo vícero způsoby, například přidáním 
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MTS k proteinu p53, regulací aktivity jednotlivých proteinů účastnících se translokace, či 

použitím specifických látek indukujících aktivaci cytosolického proteinu p53.  

Jednou z takových látek je například flavonoid Oroxylin A, extrahovaný z rostliny Scutella-

ria baicalensis Georgi. Ten indukuje mitochondriální translokaci RECQL4 /p53 komplexu 

a spuštění apoptózy u HCT-116 buněk nádoru střeva. Míra inhibice růstu nádorů touto me-

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

Indukce apoptózy bylo dosaženo také u linií MCF-7 a MDA-MB-231 buněk karcinomu prsu 

přidáním konstruktu DBD proteinu p53 s MTS proteinu BclXL. Tento konstrukt je lokali-

zován přímo k OMM, kde interaguje s Bcl2 proteiny a indukuje MOMP (Matissek et al., 

2013). Využití proteinu p53 v terapii nádorových onemocnění je velmi rozsáhlé téma a pře-

sahuje rámec této práce.   
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5 Úloha proteinu p53 v transkripčně nezávislé indukci ne-

krózy 

5.1 Nekróza 

Nekróza může být indukována nezávisle na transkripci. Na rozdíl od apoptózy při ní dochází 

k rychlé ztrátě membránového potenciálu buněk, selhání iontových pump a kanálů, rozrušení 

integrity organel buňky a cytolýze. Vede ke tvorbě zánětu (Zong & Thompson, 2006). Pro-

tein p53 se účastní procesu indukce nekrózy po vystavení buňky oxidativnímu stresu a hy-

poxii. 

5.2 Indukce nekrózy proteinem p53  

Pozdější výzkumy ukázaly, že translokace k vnější mitochondriální membráně a interakce 

s Bcl2 proteiny není jediný způsob, kterým může protein p53 permeabilizovat mitochondri-

ální membránu a indukovat buněčnou smrt. Po přidání proteinu p53 k Bax/Bak double-knoc-

kout mitochondriím docházelo k permeabilizaci jejich membrány a uvolnění cyt c, Smac a 

dalších faktorů stejně, jako u wt mitochondrií, zatímco přidání proteinu tBid, který indukuje 

oligomerizaci Bak a tvorbu pórů v OMM stejně jako p53, mělo takovýto efekt jen u wt or-

ganel. Dalšími experimenty s fluorescenčním barvivem calceinem, které slouží jako indiká-

tor permeabilizace vnitřní mitochondriální membrány, bylo zjištěno, že přidáním purifiko-

vaného proteinu p53 k wt i Bax/Bak DKO mitochondriím je dosaženo otevření pórů v IMM 

a spuštění nekrózy. Protein p53 je tedy schopen indukovat nekrózu, a to nezávisle na své 

apoptotické signalizaci (Vaseva et al., 2012). 

5.2.1 Mitochondriální póry přechodné propustnosti 

Oxidativní poškození buněk nastává například při ischemii a následné reperfuzi tkání, nebo 

při ošetření buněk H2O2. V jeho důsledku dochází ke zvýšení hladiny Ca2+ iontů a ROS 

v matrix mitochondrií. V reakci na oxidativní poškození probíhá rychlá translokace proteinu 

p53 do mitochondriální matrix (Vaseva et al., 2012). Následnému jsou otevřeny mitochon-

driální póry přechodné propustnosti (mPTP) ve vnitřní mitochondriální membráně. Těmito 

póry pak do matrix volně prochází molekuly o velikosti až 1,5 kD, což vede k disrupci pro-

tonového gradientu na vnitřní membráně, zastavení oxidativní fosforylace a produkce ATP, 

rozrušení vnější mitochondriální membrány a prasknutí celých organel (Bernardi & Forte, 

2007). Protein p53 interaguje s komponenty mPTP, čímž umožňuje jejich otevření a aktivuje 
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tak mitochondriální přechodnou propustnost – mPT (Vaseva et al., 2012). Struktura mPTP 

není zcela známa, podle současných poznatků se pór v IMM skládá ze dvou podjedno-

tek F1F0-ATP syntázy, Oligomycin Sensitivity Conferring proteinu (OSCP) a c podjednotky 

(Halestrap, 2014), a z produktu Spastic Paraplegia 7 genu (SPG7) (Shanmughapriya et al., 

2015). Hlavním a nepostradatelným regulátorem otevření mPTP je cyclophilin D (CypD), 

prolyl cis-trans isomerása, nacházející se v mitochondriální matrix (Baines et al., 2005). Fy-

zickou interakcí s CypD aktivuje protein p53 jeho funkci a umožní tak otevření mPTP 

(Vaseva et al., 2012). Původně byl jako součást mPTP uváděn také porinový napěťově zá-

vislý aniontový kanál VDAC, nacházející se v OMM, jehož propustnost je závislá na mem-

bránovém potenciálu (Szabó, De Pinto, & Zoratti, 1993). Dle pozdějších výzkumů ale mPT 

probíhá i v VDAC-/- buňkách, takže je tento kanál pro otevření mPTP postradatelný (Baines, 

Kaiser, Sheiko, Craigen, & Molkentin, 2007). K permeabilizaci OMM během mPT dochází 

pravděpodobně aktivitou proteinů Bcl2 rodiny Bax a Bak, které ale nejsou přímou součástí 

mPTP (Karch et al., 2013). 

5.2.2 Interakce proteinu p53 s cyclophilinem D 

V současné době se povaha interakce proteinu p53 s CypD jeví spíše jako přechodná enzym-

substrátová interakce, než původně předvídaný stabilní komplex. Dochází k ní mezi oblastí 

80-220 DNA-vazebné domény proteinu p53 a aminokyselinami Arg55, Phe60, Phe113 a 

Trp121 CypD (Lebedev et al., 2016). Výsledkem této interakce je jednak aktivace enzyma-

tické aktivity CypD, jednak agregace proteinu p53 do fibrilárních útvarů. Bylo prokázáno, 

že agregace, stejně jako otevření mPTP, je způsobena právě enzymatickou aktivitou CypD 

(Lebedev et al., 2016) 

Zajímavým poznatkem je, že strukturální destabilizace nesnižuje schopnost proteinu p53 in-

teragovat s CypD, naopak ji může zvyšovat. Pro interakci s CypD je pravděpodobně prefe-

rován nesbalený nebo posttranslačně modifikovaný protein p53, což odpovídá jeho stavu po 

importu do mitochondriální matrix. Tam interaguje s mitochondriálními chaperony 

mtHsp60, mtHsp70, mtHsp90 a jeho homologem Trap1. Za normálních podmínek tvoří pro-

tein Trap1 komplexy s CypD (Altieri, Stein, Lian, & Languino, 2012), jeho inhibicí je dosa-

ženo senzitizace mitochondrií k otevírání mPTP. Je tedy možné, že po rychlé translokaci do 

mitochondriální matrix protein interaguje s Trap1 proteinem, čímž rozruší Trap1-CypD 



18 

 

 

 

komplexy. Uvolněný CypD poté může být aktivován proteinem p53 a svou enzymatickou 

aktivitou zajistit otevření mPTP (Lebedev et al., 2016). 

 

 

Obrázek 4. Mechanismus aktivace cyclophilinu D proteinem p53. 1. V reakci na oxidativní stres je protein 

p53 translokován do matrix mitochondrií, 2. Nesbalený protein p53 interaguje s mitochondriálními chaperony, 

dochází k disociaci komplexu chaperonů s CypD, 3. CypD zprostředkovává agregaci proteinu p53, 4. CypD 

aktivuje otevření mPTP. Převzato z (Lebedev et al., 2016). 

 

5.3 Využití regulace indukce nekrózy proteinem p53 

Regulace funkce proteinu p53 v indukci buněčné smrti je v současné době intenzivně zkou-

mána kvůli možnému klinickému využití, konkrétně v terapii ischemických a neurodegene-

rativních chorob či rakoviny.  

5.3.1 Inhibice mitochondriální translokace proteinu p53 a její klinické využití 

Nekróza tkání je život ohrožující jev vznikající při ischemicko-reperfuzním poranění mozku, 

srdce, ledvin a dalších orgánů. Inhibicí translokace proteinu p53 do mitochondriální matrix 
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lze zabránit otevření mPTP a tím redukovat vznik nekrózy a zánětu. Inhibovány jsou větši-

nou komponenty signální dráhy p53, například GTPáza Drp1. Ta řídí proces mitochondriál-

ního dělení (Chang & Blackstone, 2010), během oxidativního stresu je aktivována, stabili-

zuje protein p53 a indukuje jeho MDM2 zprostředkovanou monoubiquitinaci (Guo et al., 

2014). Pro inhibici aktivace Drp1 u buněk oxidativně poškozených H202 byl použit její spe-

cifický inhibitor P110. Peptidický inhibitor P110 je derivátem GTPázové domény Drp1, 

inhibuje GTPázovou aktivitu Drp1 a znemožňuje jí tvořit komplexy (Qi, Qvit, Su, & 

Mochly-Rosen, 2013). Inhibice Drp1 inhibitorem P110 má za následek zastavení mitochon-

driálního transportu proteinu p53. Použitím inhibitoru P110 u krys vystavených 2h ischemii 

a 24h reperfuzi bylo dosaženo redukce infarktu mozku ze 44 % na 13 % mozkové tkáně 

(Guo et al., 2014). Současné experimenty ukazují další možná využití inhibitoru P110 v te-

rapii neurodegenerativních onemocnění, například Parkinsonovy choroby, kde je možné 

jeho použitím snížit degradaci dopaminergních neuronů (Filichia, Hoffer, Qi, & Luo, 2016). 

Dalším inhibitorem translokace do mitochondriální matrix, zkoumaným pro své možné kli-

nické využití, je PFT-μ, který snižuje afinitu proteinu p53 k proteinům BclXL a Bcl2 (Noda 

et al., 2017). Lze jej využít pro redukci nekrózy buněk meziobratlové ploténky krys, vyvo-

lané poškozením tlakem (Lin et al., 2017), či k ochraně zdravých tkání před poškozením 

radiací při terapii nádorových onemocnění (Strom et al., 2006). 
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6 Funkce proteinu p53 v udržování integrity mitochondriál-

ního genomu 

Lidský mitochondriální genom tvoří dvouřetězcová molekula DNA o délce 16 569 bazí. 

Obsahuje celkem 37 genů, konkrétně geny pro 12S a 16S RNA, 22tRNA, a 13 proteinů 

oxidativní fosforylace: podjednotky 1, 2 a 3 cytochrom-c-oxidázy, podjednotky 6 a 8 ATP 

syntházy, jeden protein cytochrom-c-oxidoreduktázy a 7 podjednotek NADH dehydroge-

názy. Rozlišujeme řetězec těžký (H), s vyšším obsahem purinů, a lehký (L), s vyšším obsa-

hem pyrimidinů. Geny jsou přítomny na obou řetězcích (Anderson et al., 1981). 

6.1 Nukleoid 

Nukleoid je oblast v mitochondrii, která obsahuje mtDNA asociovanou s proteiny nezbyt-

nými pro udržování její integrity a komplexy replikace a transkripce. Počet nukleoidů v lid-

ské buňce se liší dle typu buňky, od 500 do 12 900 (Bogenhagen, 2012), jeden nukleoid 

savců obsahuje obvykle jednu až dvě molekuly mtDNA (Bogenhagen, Wang, Shen, & 

Kobayashi, 2003). S mtDNA je asociováno více než 50 proteinů (Bogenhagen et al., 2003). 

Pro správné sbalení nukleoidu je nutný mitochondriální transkripční faktor A (TFAM), který 

rovnoměrně pokrývá celou délku mtDNA (Kang, Kim, & Hamasaki, 2007). 

Další komponenty nukleoidu jsou proteiny transkripčního a replikačního aparátu; DNA po-

lymeráza γ , zajišťující replikaci a proofreading, RNA polymeráza POLMRT, transkripční 

faktor B, DNA helikáza TWINKLE, LONP1 proteáza a mitochondriální transkripčně elon-

gační faktor TEFM (Bogenhagen et al., 2003). 

Mitochondrial single strand binging protein (mtSSB), tzv. covering protein, chrání během 

transkripce a replikace jednořetězcovou mtDNA před štěpením nukleázami a opětovným 

spojením (Maier et al., 2001). 

6.2 Transkripce 

Mezi geny mtDNA je minimum nekódujících sekvencí. Výjimkou je přibližně 1 kbp dlouhý 

nekódující region, ve kterém se nachází displacement loop (D-loop). 

Transkripce mtDNA začíná z promotorů HSP1 a HSP2 na H-řetězci a promotoru LSP na L-

řetězci. Transkripty jsou polycystronní a jsou polyadenylovány. Transkripci provádí mito-
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chondriální RNA polymeráza POLRMT (Masters, Stohl, & Clayton, 1987), vyžadující tran-

skripční faktory, konkrétně mitochondriální transkripční faktor A TFAM (Fisher & Clayton, 

1985) a dále transkripční faktory B TFB1M nebo TFB2M, které stimulují iniciaci transkripce 

interakcí s TFAM (McCulloch & Shadel, 2003). 

6.3 Replikace 

Replikace mtDNA probíhá z jednoho replikačního počátku na každém vlákně, OH na H 

vlákně a z OL na L vlákně. Iniciace replikace je spojená s transkripcí, primer potřebný k 

iniciaci v OH je transkripčním produktem z LSP promotoru (Shadel & Clayton, 1997). Syn-

tézu DNA provádí polymeráza γ (Ropp & Copeland, 1996). Rozplétání asi 20 bp dlouhých 

úseků mtDNA v replikační vidličce se děje pomocí helikázy TWINKLE (Spelbrink et al., 

2001). Její aktivita je stimulována proteinem mtSSB (Korhonen, Gaspari, & Falkenberg, 

2003). 

6.4 Opravy mitochondriální DNA 

V mitochondriální DNA dochází k mutacím přibližně desetkrát častěji, než v DNA jaderné 

(Haag-Liautard et al., 2008). MtDNA se nachází v blízkosti komplexů oxidační fosforylace, 

během které je produkováno množství volných kyslíkových radikálů (ROS). Ty způsobují 

oxidační poškození DNA, v jehož důsledku dochází často k přeměně deoxyguanosinu na 8-

oxo-7,8-dihydroxo-2´-deoxyguanosin (Faucher, Doublié, & Jia, 2012). Nejčastějším a nej-

lépe popsaným mechanismem opravy poškození mtDNA je Base excision repair – BER 

(Kazak, Reyes, & Holt, 2012). 

První fází BER je rozpoznání poškozené báze a následné štěpení N-glykosidické vazby gly-

kosylázou, odstranění chybné báze mtDNA a vytvoření abazického místa, ve kterém je zbylá 

fosfátová kostra odbourána apurinní endonukleázou APE1 (Kohli & Zhang, 2013). Chybě-

jící nukleotidy jsou poté dosyntetizovány polymerázou γ (Yakubovskaya, Chen, 

Carrodeguas, Kisker, & Bogenhagen, 2006). 

6.5 Regulace transkripce genů účastnících se údržby mtDNA protei-

nem p53 

Udržování kvality mitochondriálního genomu se protein p53 stará na úrovni regulace tran-

skripce, i přímou interakcí s proteiny nukleoidu v mitochondriální matrix. V jádře buňky 

působí jako regulátor transkripce genu RRM2B, který kóduje enzym ribonukleotid reduktázu 
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M2 B. Ta zajišťuje syntézu nukleotidů potřebných pro replikaci a opravy mtDNA (Pontarin, 

Ferraro, Bee, Reichard, & Bianchi, 2012). Poruchy exprese tohoto genu vedou k rozsáhlým 

deplecím mtDNA (Bourdon et al., 2007). 

Dále je protein p53 zásadní pro transkripci genu TFAM. V p53 deficientních buňkách kos-

terní svaloviny myší dochází k výraznému snížení exprese tohoto genu, což má za následek 

snížení obsahu mtDNA v mitochondriích a celkově menší fyzickou výdrží myší (J.-Y. Park 

et al., 2009).  

6.6 Interakce s proteiny nukleoidu 

Interakce proteinu p53 s proteiny replikačního, transkripčního a opravného aparátu mtDNA 

v matrix mitochondrií má pozitivní vliv na uchovávání kvality mitochondriálního genomu, 

obecně se dá říci, že zajišťuje dostatečnou přesnost replikace a oprav, a tím zabraňuje nega-

tivním jevům spojeným s hromaděním mutací mtDNA. Dále se přímo účastní procesu 

opravy mtDNA, díky své 3´- 5´exonukleázové aktivitě může provádět excizi chybných nuk-

leotidů z mtDNA (Mummenbrauer et al., 1996). V mitochondriích bez funkčního proteinu 

p53 dochází k častým poruchám a celkovému snížení obsahu jejich mtDNA (Kulawiec, 

Ayyasamy, & Singh, 2009). 

6.6.1 Polymeráza γ 

Lidská DNA polymeráza γ je heterotrimer složený z jedné katalytické podjednotky o veli-

kosti 139 kDa a dvou procesivních, 53 kDa velkých podjednotek (Yakubovskaya et al., 

2006). Katalytická podjednotka má jak polymerázovou, tak 3´5´exonukleázovou aktivitu, 

provádí také proofreading nově syntetizovaného řetězce (Kaguni, 2004). Během syntézy 

mtDNA může docházet k zařazení nesprávného nukleotidu, což je vedle oxidativního po-

škození DNA další možná příčina vzniku mutací mtDNA. 3´-5´exonukleázová aktivita po-

lymerázy γ sama o sobě není dostačující k odstranění těchto chybných nukleotidů v potřebné 

míře.  

Protein p53 fyzicky interaguje s Polγ a tím zvyšuje její procesivitu (Achanta et al. 2005). 

Této interakce se může účastnit také RECQL4 helikáza, která translokuje do mitochondriální 

matrix spolu s proteinem p53 (viz kapitola 2). Kontakt s proteinem p53 i RECQL4 zpro-

středkovávají exonukleázová i polymerázová doména Polγ. Tato interakce stimuluje vazbu 
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Polγ k mtDNA v D-loop regionu a její polymerizační i exonukleázovou aktivitu (Gupta et 

al., 2013). 

Protein p53 také funguje jako externí proofreader Polγ. Snižuje míru zařazení chybných nuk-

leotidů do nově syntetizovaného řetězce, a díky své 3´-5´exonukleázové aktivitě také pro-

vádí jejich excizi. Například chybná inkorporace nukleotidu dUTP do mtDNA, která může 

být příčinou vzniku mutací, se vyskytuje v menší míře v mitochondriích s funkčním protei-

nem p53, také excize dUMP probíhá efektivněji, než v mitochondriích pocházejících z p53-

/- buněk (Bonda, Rahav, Kaya, & Bakhanashvili, 2016). 

Syntéza nové molekuly mtDNA polymerázou γ, i opravné aktivity probíhají efektivněji 

v přítomnosti proteinu p53.  

6.6.2 TFAM 

Mitochondriální transkripční faktor A (TFAM), je multifunkční protein s hmotností 29 kDa, 

který se účastní udržování integrity mtDNA na několika úrovních, je nezbytný při replikaci, 

transkripci, detekci a opravě poškozené DNA a při skládání mtDNA do nukleoidu (Kang et 

al., 2007). 

Tento protein je složený ze dvou tandemových High Mobility Group boxů – HMG1 a 

HMG2, které jsou spojeny 36 aminokyselin dlouhým zásaditým linker regionem, na C konci 

proteinu je 27 zásaditých aminokyselinových zbytků. TFAM se v mitochondriích vyskytuje 

v rovnovážném poměru jako dimer a monomer, při nasednutí na mtDNA dimerizuje (Wong 

et al., 2009). 

TFAM interaguje s proteinem p53, k primární vazbě dochází mezi HMG1 boxem TFAM a 

transaktivační doménou proteinu p53, ke slabší sekundární vazbě dochází na jeho C-termi-

nální regulační doméně. Komplex TFAM-p53 je stabilizován elektrostatickými a hydrofob-

ními interakcemi. Během vazby dochází ke konformačním změnám u proteinu p53, kde se 

v TAD tvoří dva negativně nabité helixy S15-L32 a Q38-D57, spojené linker regionem, které 

mají funkci kontaktních míst s TFAM (Wong et al., 2009). TFAM se preferenčně váže na 

poškozenou mtDNA. Přidáním proteinu p53 k mtDNA poškozené cisplatinem a TFAM  až 

dvacetinásobně zvýší mtDNA vazebnou aktivitu TFAM. Naopak vazebná aktivita TFAM 

k oxidativně poškozené mtDNA se v přítomnosti proteinu p53 snižuje (Yoshida et al., 2003). 
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Odlišné chování TFAM během oxidativního stresu odpovídá specifické odpovědi na tento 

druh stresu, kdy dojde k otevření mPTP a spuštění nekrózy. 

V kosterní svalovině myší lze vyvolat mitochondriální translokaci proteinu p53 a jeho zvý-

šenou tvorbu komplexů s mtDNA a TFAM akutní fyzickou zátěží. Po 15 min trvající fyzické 

námaze a následném 3h odpočinku myší docházelo ke zvýšení hladiny proteinu p53 v inter-

myofibrilárních mitochondriích až 3,6krát. Tento jev pravděpodobně souvisí se zvýšením 

energetického metabolismu buňky, a tedy i potřeby exprese mitochondriálních genů (Saleem 

& Hood, 2013). 

Význam interakce proteinu p53 a TFAM spočívá ve stimulaci aktivity TFAM v transkripci 

a opravách mitochondriálního genomu. Existují dokonce domněnky, že by protein p53 mohl 

fungovat jako mitochondriální transkripční faktor, a pozitivně modulovat genovou expresi 

regulací 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). Primární struktura tohoto proteinu je homologní s SSB proteinem E. 

coli, naopak nemá žádné podobnosti s jaderným SSB proteinem RPA (Van Dyck, Foury, 

Stillman, & Brill, 1992). 

HmtSSB se během replikace a transkripce mtDNA váže na jednořetězcovou mtDNA v D-

loop, čímž zabraňuje opětovnému spojení řetězců (Van Tuyle & Pavco, 1985). Stimuluje 

polymerázu γ, v přítomnosti mtSSB se procesivita této polymerázy dvakrát zvýší, je také 

stimulována její 3´- 5´ exonukleázová aktivita a přesnost syntézy (Farr, Wang, & Kaguni, 

1999). 

MtSSB interaguje s proteinem p53 skrz obě transaktivační subdomény, TAD1 i TAD2 

(Wong et al., 2008). Po krátkém genotoxickém stresu mají tyto subdomény fosforylované 

serinové zbytky Ser 6, 9, 15 a 20, což zvyšuje negativní náboj N-konce p53 a tím i afinitu k 

mtSSB. Jak již bylo řečeno výše, p53 má slabou 3´-5´ exonukleázovou aktivitu a je schopen 

hydrolyzovat 8-oxodG z mtDNA (Janus et al., 1999). Při interakci s mtSSB se tato aktivita 

mírně zvyšuje, což je pravděpodobně způsobeno tím, že má komplex mtSSB-p53 vyšší afi-

nitu k DNA, než p53 samotný (Wong et al., 2008). Interakce s mtSSB má tedy pozitivní vliv 

na funkci proteinu p53 v opravě mtDNA. 
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6.7 Přímá interakce proteinu p53 s mtDNA 

V lidském mitochondriálním genomu bylo nalezeno sedm putativních p53 vazebných sek-

vencí, které mají vysokou podobnost s konsenzus p53 vazebnou sekvencí, 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 podrobnější zkoumání interakcí byly 

vytvořeny referenční plazmidy s jednotlivými sekvencemi, minimálním beta-globinovým 

promotorem a luciferázovým genem, a dále kontrolní plazmidy s promotorovou sekvencí 

p53-responzivního p21-Waf genu a prázdné vektory. Po 32hodinové inkubaci s p53 byla 

pozorována luciferázová aktivita u kontrolních plazmidů s p21Waf promotorem a u trans-

fektovaných plazmidů obsahujících putativní sekvenci 1553. U této jediné sekvence, lokali-

zované v 16S rRNA lokusu, byla tedy prokázána schopnost vázat p53, a to s poměrně nízkou 

afinitou. Jako p53 vazebný motiv byly určené bp 1553-1572, což je v lidské mtDNA kon-

zervovaná sekvence (K Heyne et al., 2004). Význam této interakce není přesně znám. 

6.8 Důsledky působení proteinu p53 v mitochondriální matrix 

Aktivity proteinu p53 v mitochondriální matrix se liší v závislosti na stavu buňky. Za fyzio-

logických podmínek se protein p53 primárně účastní procesů udržování integrity mtDNA.  

Při poškození oxidativním stresem, vyvolaným například H2O2, se však chování proteinu 

p53 mění a jeho funkce je spíše destabilizující. Inhibuje vazbu TFAM k mtDNA a celkově 

senzibilizuje buňky k oxidativnímu stresu. HepG2 buňky obsahující v mitochondriiích 

matrix-specifický konstrukt proteinu p53 zvaný p53-290 vykazovaly po ošetření H2O2 menší 

životaschopnost než kontrolní HepG2 buňky, zároveň u nich došlo ke snížení obsahu 

mtDNA, a to v míře závislé na obsahu p53-290 konstruktu v matrix. (Koczor, Torres, Fields, 

Boyd, & Lewis, 2013). Tento jev pravděpodobně souvisí s indukcí nekrózy, kterou zajišťuje 

protein p53 po translokaci do mitochondriální matrix právě v reakci na oxidativní stres. Zvý-

šený obsah proteinu p53 má tedy, podobně jako jeho nedostatek, negativní vliv na integritu 

mitochondriálního genomu.  

Hromadění mutací mtDNA je jeden z problémů stárnoucích organismů (Loeb, Wallace, & 

Martin, 2005). Zajímavým poznatkem je, že fyzická aktivita stimuluje translokaci proteinu 

p53 do mitochondriální matrix, což zvyšuje účinnost oprav mtDNA. U myší s defektní pro-

ofreading aktivitou polymerázy γ vystavených fyzické zátěži dochází k redukci hromadění 
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mutací mtDNA v mitochondriích kosterní svaloviny a prodloužení délky života, oproti kon-

trolním myším, které fyzickou aktivitu nevyvíjí (Safdar et al., 2016). To může být jeden 

z molekulárních mechanismů objasňujících přínos aktivního pohybu pro zdraví. 
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7 Závěr 

Tato práce pojednává o funkci proteinu p53 v mitochondriích. Byly zde shrnuty dostupné 

poznatky o transportu proteinu p53 na povrch a do vnitřních kompartmentů mitochondrií. 

V dalších částech jsem se zabývala funkcí proteinu p53 v permeabilizaci vnější a vnitřní 

mitochondriální membrány během indukce apoptózy a nekrózy. Nakonec byla popsána role 

proteinu p53 v udržování integrity mitochondriálního genomu. 

Výzkum funkce proteinu p53 v indukci buněčné smrti má možné klinické využití v terapii 

celé řady závažných onemocnění, u kterých dochází k nežádoucí degradaci tkání v důsledku 

aktivace nekrózy či apoptózy. Inhibice mitochondriální translokace proteinu p53 zabrání ak-

tivaci buněčné smrti a výrazně redukuje odumírání tkání při infarktu vznikajícím v důsledku  

ischemicko-reperfuzních onemocnění, dále zabraňuje nežádoucí degradaci nervových buněk 

u neurodegenerativních onemocnění, jako je Alzheimerova či Parkinsonova choroba. Také 

jsou zkoumány možnosti využití inhibice mitochondriální funkce proteinu p53 v rámci 

ochrany zdravých tkání před poškozením ozářením během radioterapie nádorových onemoc-

nění.  

Stejně tak jsou pro klinickou praxi zajímavé možnosti aktivace funkce proteinu p53 v in-

dukci apoptózy při terapii rakoviny. Indukcí mitochondriální translokace lze docílit vyvolání 

apoptózy nádorových buněk a inhibice růstu nádorů.  

Také výzkum role proteinu p53 v údržbě mitochondriálního DNA je zajímavým tématem 

s možným klinickým využitím. Aktivity proteinu p53 jsou klíčové pro správný průběh repli-

kace a oprav mtDNA, a zabraňují hromadění mutací mtDNA, což je jev spojený s řadou 

onemocnění.  
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