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Abstrakt

Mitochondrie je bunécnd organela, kterd vznikla z endosymbiotické bakterie. Diky svému
puvodu si zachovala nékteré unikatni vlastnosti a metabolické drahy. Mitochondrie nebo jeji
redukované¢ formy jsou pfitomny S jedinou znamou vyjimkou ve vSech eukaryotickych
organismech. Pfevazna ¢ast mitochondridlni DNA byla pfesunuta do jadra. Piesto vSak je
mitochondrie schopnd kodovat nékolik proteind, které jsou soucasti elektron-transportniho
fetézce a ATP syntazy. Tyto proteiny jsou z matrix mitochondrie transportovany do vnitini
mitochondrialni membrany. Spatné sloZené proteiny vnitini mitochondrialni membrany jsou
degradovany mitochondridlnimi protedzami a dochézi k uvolniovani peptidi. Matrix mitochondrie
je mistem vzniku Fe-S klastrii. Dosud nezndma molekula, kterd je produktem této drahy, se
dostavd do cytosolu a ucastni se skladani cytosolickych a jadernych Fe-S proteini. Dalsi
transportni draha zajist'uje vyménu lipidii mezi endoplazmatickym retikulem a mitochondrii. Obé
mitochondridlni membrany maji rtizné lipidové slozeni. Pro udrZeni jejich vlastnosti je
vyzadovan transport lipidi mezi obéma mitochondridlnimi membranami. Tato drdha je vyuzivana

I pro syntézu specifickych lipidi na vnitini mitochondrialni membrané.
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Abstract

Mitochondrion is cellular organelle evolved from the endosymbiotic bacteria. Because of its
bacterial origin mitochondrion has a number of unique properties and metabolic pathways.
Mitochondria or its reduced forms are present in all eukaryotic organisms except a single
exception. During the course of evolution most of mitochondrial DNA was transferred to the
nucleus. Despite this, mitochondria still encode several proteins that are part of the electron
transport chain and the ATP synthase. These proteins are transported from the mitochondrial
matrix into the inner mitochondrial membrane. Misfolded proteins of the inner membrane are
degraded by mitochondrial proteases, which leads to the release of generated peptides. Fe-S
clusters are assembled in the mitochondrial matrix. Still unknown molecule, which is product of
ISC pathway is transported into cytosol and participates in the assembly of cytosolic and nuclear
iron-sulfur proteins. Other transport pathway ensures the exchange of lipids between the
endoplasmic reticulum and mitochondria. Both mitochondrial membranes have different lipid
composition. To maintain their properties specific lipid transport is required between the two
mitochondrial membranes. This transport pathway is also used for the lipid synthesis in the inner

mitochondrial membrane.
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1 Uvod

Mitochondrie je bunééna organela témét vSech eukaryotickych organismu, ktera vznikla
pieménou endosymbiotické bakterie. BEhem evoluce se vétSina plivodnich mitochondrialnich
genid bud’ ztratila, nebo byla piesunuta do jadra. Ze svého ptivodce si mitochondrie zachovaly
mimo jiné i vlastni DNA a proteosynteticky aparat (Perlman et al., 1973). V mitochondrii se
klastri az po regulaci buné¢né smrti. Mitochondrie se sklada ze dvou membran s rozdilnym
slozenim a vlastnostmi. Celkové tak mitochondrie ma ¢tyfi subkompartmenty: vnéj$i membranu,
mezimembranovy prostor, vnitini membranu a matrix. Pfes mitochondridlni membrany dochazi

k neustalému transportu a vyméné nejen metabolitl ale i vétsich latek - biomolekul.

Velka c¢ast mitochondridlnich proteini je kodovana jadernymi geny, které jsou
translatovany v cytosolu a nasledné pieneseny do mitochondrie. Transportni drahy téchto
proteinti smérem dovniti mitochondrie, véetné jejich transportnich komplextt TIM (translokdza
vnitini membrany) a TOM (translokdza vnéj$i membrany), jsou dnes pomérné dobie popsany.
Mitochondrie sama vsak koduje nékolik proteint, pfevazné hydrofobniho charakteru, jejichz
translace probiha na mitochondrialnich ribozomech. Jedna se o proteiny, které jsou soucasti
komplexi umisténych na vnitini mitochondridlni membrané, kde jsou uplatnény v systému

elektron-transportniho fetézce a v komplexu tvoficim energii pro celou buiiku - ATP syntazy.

Mitochondrie si zachovala od svého bakterialniho predka schopnost tvorby Fe-S klastru.
Dosud neznama siru obsahujici molekula, kterd je produktem této drdhy je vyuzita v dalSich
procesech, zahrnujici tvorbu cytosolickych a jadernych Fe-S proteint. Cytosolické Fe-S proteiny
se ucastni regulace Zeleza v bunce, modifikace tRNA a dokonce ovliviwji i translaci. Dalsi
procesy probihajici v jadre, jako je replikace a oprava DNA, regulace délky telomer a segregace

chromosomil, maji na starost jaderné Fe-S proteiny (Gari et al., 2012; Netz et al., 2012).

Mitochondrie se ti¢astni dynamickych procest v burice, je schopna se spojovat anebo davat
vznik novym mitochondriim délenim. Tyto udalosti jsou spojené s chovanim celé buriky, ktera je
peclivé  reguluje. Mitochondridlni dynamika zdvisi na obsahu proteini a lipida
V mitochondridlnich membranach. VétSina lipidd je vyrdbéna v dal$i bunécné organele —

endoplazmatickém retikulu. Proces vymény lipidi mezi témito organelami vyzaduje souhru



mnoha proteinli umisténych nejen v mitochondridlni membrané, ale také v membrané

endoplazmatického retikula.

2 Transport proteini z matrix mitochondrie do jeji vnitini membrany

V piipadé¢ modelového organismu Saccharomyces cerevisiae existuje osm proteind
kodovanych mitochondrialni DNA. Jedna se o proteiny, které jsou soucasti elektron-
transportniho fetézce: Cox1, Cox2, Cox3 (podjednotky cytochrome ¢ oxidazy), cytochrome b
(soucast bci komplexu) a dale podjednotky Fo-ATPazy: Atp6, Atp8 a Atp9. Poslednim
mitochondrialné koédovanym proteinem je Varl, podjednotka mitochondridlnich ribozomu

(Grivell et al., 1999; Herrmann et al., 1997; Tzagoloff and Myers, 1986).

2.1 Oxal

Vkladani proteini kdédovanych mitochondrialnim genomem do vnitini mitochondrialni
membrany zajistuje jaderné kodovany protein Oxal (Bauer et al., 1994). Oxal je soucasti
proteinové rodiny, do které patii bakterialni inzertdza YidC nebo systém Alb3 v chloroplastech
(Luirink et al., 2001). Tento protein obsahuje pét transmembranovych segmentt, které jsou
zasadni pro inzer¢ni funkci Oxal (Jiang et al., 2003). Oxal je translatovan v cytosolu jako
prekurzor pOxal obsahujici N-koncovou signalni sekvenci, ktera jej nasméruje do matrix
mitochondrie. Zde dochazi Kk odstépeni N-koncové signalni sekvence enzymem MPP
(mitochondridlni procesujici peptidaza). Nasledné je vSech pét transmembranovych segmentl
Oxal vlozeno do vnitini mitochondridlni membrany za pomoci membranového potencialu tak, ze
po vlozeni smétfuje N-koncova doména do mezimembranového prostoru a C-koncova doména do
matrix (Obr. 1). Tento proces vkladani pOxal je umoznén ¢innosti mitochondrialnich Hsp70
(Herrmann et al., 1994). Kladné nabita C-koncova doména zaujimajici a-helikalni strukturu je
dulezita hlavné proto, ze umoznuje navazani Oxal K velké podjednotce mitochondrialniho
ribozomu, a to v misté, kde nove nasyntetizované polypeptidové fetézce opousteji ribozom (Jia et
al., 2003; Kohler et al., 2009; Szyrach et al., 2003). Napojeni Oxal na ribozomy ma vyznam
nejen v inzerci mitochondrialnich proteini do wvnitini mitochondrialni membrany, ale také
v procesu skladani celého komplexu cytochrom c oxidazy (Keil et al., 2012). Ukazalo se, ze
komplex Oxal tvoti ve vnitini mitochondridlni membrang strukturu pdru hydrofilniho charakteru,
jehoz aktivita zavisi na pfitomnosti piislusného substratu a na membranovém potencialu (Kriiger

et al.,, 2012). Oxal hraje dulezitou roli i v transportu N-konct jaderné kodovanych proteint



transportovanych do matrix mitochondrie skrze komplex TIM a také se ucastni biogeneze
proteint, které sméfuji pfimo do vnitini membrany, jako je napiiklad ADP/ATP pienaseCovy
protein Aac2 (Hell et al., 1998; Herrmann et al., 1997; Hildenbeutel et al., 2012). Zpisob

transportu mitochondrialné kédovanych proteini je nejvice zkouman na proteinu Cox2.

Obrazek 1: Schéma topologie membrdinového proteinu Oxal. Oxal obsahuje per
transmembranovych segmentii zakotvenych ve vnitini membrané (IM). Tento znak je sdilen viemi
¢leny proteinové rodiny inzertaz YidC/Alb3/Oxal. Zaporne nabity N-konec je exponovany
do mezimebranového prostoru. Kladne nabity C-konec sméruje do matrix mitochondrie, kde se

vdze k ribozomalni podjednotce. Prevzato a upraveno od (Wang and Dalbey, 2011).

2.1.1 Inzerce proteinu Cox2

Cytochrome ¢ oxidaza neboli komplex IV je soucasti dychaciho fetézce, systému lezicim
na vnitini mitochondridlni membran¢, ktery slouzi k pfenaseni elektronil a vytvatreni protonového
gradientu na vnitfni mitochondridlni membrané, ¢ehoZ je nasledné vyuzito v procesu ATP
syntézy. Jedna zjedenacti podjednotek komplexu cytochrome ¢ oxidazy je protein Cox2
(Taanman and Capaldi, 1992). Cox2 obsahuje dva transmembranové segmenty. K tomu, aby
protein Cox2 zaujal spravnou pozici a tvar je zapotiebi spoluprace né€kolika dalSich jaderné
kodovanych proteinti, které fidi topogenezi Cox2 od jeho translace az po orientaci jeho

koncovych ¢asti (Obr. 2).



Mitochondrialni translace Cox2 je zavisla na produkci jadern¢ kédovaného proteinu Pet111
(Poutre and Fox, 1987). Tento kladn¢ nabity protein se nachazi na vniténi strané vnitini
mitochondrialni membrany, kde slouzi jako specificky translacni aktivator mRNA. Protein
interaguje s 5'- neptekladanym koncem COX2 mRNA. Aktivita Petl11 navic ovliviiuje miru
exprese Cox2 (Green-Willms et al., 2001).

Velka podjednotka mitochondrialniho ribozomu asociuje s proteinem Oxal a dal$im
proteinem vnitini mitochondrialni membrany Mbal, které spolu vazi ribozom, coz umoziiuje
spojit procesy translace a inzerce proteinu do vnitini mitochondrialni membrany (Ott et al., 2006;
Preuss et al., 2001). Nové syntetizovany Cox2 vlastni N-koncovou signalni sekvenci. Ta je
ko-transla¢n¢ vkladana pomoci Oxal do vnitini mitochondrialni membrany, prochazi skrze ni
a vy¢niva do mezimembranového prostoru (He and Fox, 1997). Nasledné je tato ¢ast patnacti
aminokyselin odstépena komplexem IMP (peptidaza vnitini mitochondrialni membrany)
zahrnujici enzymy Imp1,Imp2 a Som1 (Jan et al., 2000; Pratje et al., 1983). Tato post-transla¢ni
uprava mize probéhnout diky pfitomnosti dal§iho proteinu vnitini mitochondridlni membrany
oznacovaného jako Cox20. Cox20 interaguje s prekurzorem proteinu Cox2 vlozenym do vnitini
mitochondrialni membrany a zpfistupni jej komplexu IMP (Hell et al., 2000). Cox20 navic
stabilizuje a chrani neslozeny Cox2 pted degradaci protedzami a podili se na translokaci jeho

C-konce (Elliott et al., 2012).

Transport C-konce Cox2 probiha post-translaéné poté, co je pomoci Oxal vlozen N-konec.
Jeho vlozeni zajistuje protein Cox18 (zastupnou funkci ma v organismu Neurospora crassa
protein Oxa2 (Funes et al., 2004)). Tento protein se podoba proteinu Oxal, nachazi se také ve
vnitini mitochondridlni membrané a obsahuje Ctyfi transmembranové segmenty. Postradd vSak
C-koncovou doménu, ktera ma v ptipadé¢ Oxal ribozom-vazajici funkci (Souza et al., 2000).
Spolu s Cox18 se pienosu C-konce tcastni i protein umistény na okraji vnitini membrany Mss2,
ktery je schopen rozpoznat C-konec Cox2 v matrix a upravuje jeho strukturu tak, aby bylo mozné
jej prenést do mezimembranového prostoru (Broadley et al., 2001). Cely proces usnadiiuje Pntl,
ktery vsak neni pro samotnou translokaci nezbytny. Na rozdil od ptenosu N-konce, zde hraje
vyznamnou roli membranovy potencial (He and Fox, 1997). Po pfeneseni obou konct Cox2
do mezimembranového prostoru dochazi jesté k navazani dvou méd’natych iontd do vazebného

mista Cua uvnitf Cox2. Cu?* ionty jsou pfeneseny z cytoplazmy pomoci proteini Cox17, Cox23



a Scol/2 (Barros et al., 2004; Horng et al., 2004; Moira Glerum et al., 1996). Takto upraveny

Cox2 je schopen vazat se na dalsi podjednotky cytochrom ¢ oxidazy a tvotit funk¢ni enzym.

Cox20 <C Cox17

N« Cox2 Cox23

IMS ‘ Sco1/2
IMM ‘Oxa1 1 — Cox18» —p further assembly

Matrix A Pnt1 ~
Mss2

mitochondrial “
ribosome

mRNA

Obrdazek 2: Schéma inzerce a sloZeni proteinu Cox2 ve vnitini mitochondridlni
membrané. N-koncova presekvence nové translatovaného Cox2 je prenesena pomoci Oxal
do mezimembranového prostoru. Dojde k odstépeni presekvence za spoluuicasti Cox20
a peptidazy Impl/2. Zaporné nabity C-konec je transportovan skrze vnitini membranu proteinem
Cox18 a pomocnych proteinii Pntl a Mss2. Nasleduje slozeni proteinu do maturované podoby,
ktera se ucastni skladani celého cytochromu c. Prevzato a upraveno od (Ott and Herrmann,

2010).

2.1.2 Skladani podjednotek ATP syntazy

ATP syntaza (téZ oznaCovana jako komplex V elektron-transportniho fetézce) je komplex
proteinii tvofici z ADP a Pi makroergni molekuly ATP. ATP syntdza se nachédzi ve vnitini
membrané mitochondrie, V bakteridlni cytoplazmatické membrané a je pfitomna ive vnitini
membrané chloroplastu. Komplex je rozd¢len na dvé ¢asti F1 a Fo. Fo ¢ast je zanofena ve vnitini
mitochondridlni membrané a slouzici jako ,rotor, kterym pohybuji H* ionty prochézejici
membranou po sméru gradientu z mezimembranového prostoru do matrix mitochondrie. Druha

cast F1 (,,stator”) se nachazi vné membrany uvnitf matrix a je mistem samotné syntézy ATP.

Komplex ATP syntazy se sklada ze 17 ruznych proteinovych podjednotek. Zatimco

soucasti F1 jsou pouze jaderné kddované proteinové podjednotky, Fo obsahuje proteiny kodované



obéma genomy, jadernym 1 mitochondridlnim. Fo ¢ast ATP syntdzy kvasinek se skldda celkem
Z Sesti podjednotek, z nichz tfi jsou koédovany mitochondrialni DNA. Jedna se o proteinové
podjednotky Atp9, Atp6 a Atp8 (Nagley, 1988). Exprese geni ATP6 a ATP8 je zavisla na
ptitomnosti o a f podjednotky F1 ¢asti, zatimco translace proteinu Atp9 vyzaduje pro stabilizaci
své mRNA protein vnitini mitochondrialni membrany protein Atp25 (Rak and Tzagoloff, 2009;
Zeng et al., 2008). Atp9 obsahuje dva transmembranové segmenty s N- i C- koncem sméfujicim
do mezimembranového prostoru. Atp9 tvoii uvniti vnitini mitochondridlni membrany oligomerni
prstenec slozeny z deseti az dvanacti podjednotek, zde se opét uplatituje protein Atp25. Nové
vznikly oligomer Atp9 se spojuje nejprve s Fi Casti ATP syntazy. Dale se komplex Fi-Atp9
upravi pfidanim proteinové podjednotky Atp8. Na zavér se pfipoji podjednotka Atp6, jejiz
spravné slozeni do komplexu zajist'uje vnitini membranovy protein Atpl0 (Tzagoloff et al.,
2004). Opét zde hraje vyznamnou roli protein Oxal, ktery interaguje post-translacné S noveé
syntetizovanym Atp9, zajistuje jeho navazani k F1 ¢asti a v posledni fadé umoznuje interakci
Atp6 s Atp9 prstencem (Obr. 3). Oxal tak v tomto piipadé pusobi jako chaperon, ktery provazi
podjednotky Fo ATP syntazy a umoznuje jeji sestaveni (Jia et al., 2007).

Atp9 ring oligomer Atp9 ring oligomer

=

Obrdzek 3. Komplex ATP syntdzy — zobrazeni podjednotek a proces jejich skladdni. Oxal
asociuje s proteinem Atp9. Dojde k oligomerizaci Atp9 do struktury tvorici prstenec. Poté se
pripoji podjednotka Atp6 doprovazena proteinem Atp10. Prevzato od (Wang and Dalbey, 2011)



2.2 Mdm38

Protein Mdm38 se nachdzi ve vnitini mitochondridlni membrané a jeho cast vy¢niva
do matrix. Podili se na vkladani mitochondrialn¢ kodovanych proteint, které nejsou
transportovany do vnitini membrany pomoci Oxal. Podobné¢ vSak jako Oxal i Mdma38 je
schopen vézat se na mitochondrialni ribozomy, konkrétné na protein velké ribozomalni
podjednotky Mrp49. Toto spojeni usnadnuje naslednou inzerci nové nasyntetizovanych proteint.
Piesny princip vkladani proteind pies Mdm38 neni zcela objasnén, zatim jsou znamy jeho dva
substraty, mitochondrialné koédované proteiny, Atp6 a cytochrom b. Doposud neznamou roli
V této transportni cesté hraje i protein Y1h47, ktery je homologni k Mdm38. Oba proteiny jsou
paralogy lidského proteinu Letml, jez zpusobuje Wolf-Hirschhorniiv syndrom (Frazier et al.,
2006; Nowikovsky et al., 2004).

2.3 Mbal

Tfetim proteinem schopnym vézat se na mitochondridlni ribozomy a ucCastnit se tak
transportu proteind je Mbal. Tento protein vnitini mitochondrialni membrany smétfuje do matrix
mitochondrie, kde se spojuje sC-koncem proteinu Oxal a svelkou podjednotkou
mitochondrialniho ribozomu (Bauerschmitt et al., 2010; Ott et al., 2006). Toto spojeni
translacniho aparatu a transportniho proteinu minimalizuje prostor, ve kterém jsou hydrofobni
mitochondrialné koédované proteiny vystaveny prostiedi matrix mitochondrie. Bylo zjisténo,
ze spoleénym transportovanym substratem pro Mbal a Oxal jsou Coxl, Cox2, Cox3
a cytochrom b. Podobn¢ jako Oxal i Mbal se tcastni transportu jaderné kédovanych proteint
(Preuss et al., 2001). Mbal tvoii komplex s Mdm38, ktery pravdépodobné usnadiiuje navazani
MRNA-specifickych transla¢nich aktivator na ribozomy (Bauerschmitt et al., 2010).

3 Export peptida z mitochondrie

Jako vSechny proteiny, i ty mitochondridlni maji omezenou zivotnost. Degradaci protein(
vnitini mitochondridlni membrany zajistuji proteiny z rodiny AAA-proteaz. ,,AAA* oznacuje
ATPazy spojené s riznou bunécnou aktivitou, jedna se tedy o enzymy, které dokazi za spotieby
ATP recyklovat Spatné slozené proteiny nebo proteiny uréené k degradaci (Confalonieri and
Duguet, 1995). Proteazy se nachazeji i v mitochondrii, ackoli pfevazna vétsina téchto enzymi

plni funkci v cytosolu.



Poskozené nebo Spatn€ slozené proteiny jsou degradovany ATP hydrolyzujicimi
peptidazami, jako prevence pred poskozenim mitochondrie. Hromadéni neslozenych proteind
nastava v pfipadé¢ Spatné souhry jaderné a mitochondridlni genové exprese nebo pfii
mitochondrialnim oxidativnim stresu. AAA doména proteaz obsahuje ATP vazebné motivy
oznacené jako Walker motif A a B (Beyer, 1997). Pro svou funkci vyzaduji nejenom ATP,
ale také pfitomnost dvojmocnych iontli kovu, prevazné Zn?* (Rawlings and Barrett, 1995).
Ve vnitini mitochondrialni membrané byly zaznamenany dva takovéto proteolytické komplexy:
m-AAA proteaza (katalytické misto vystavené smérem do matrix) a i-AAA proteaza (katalytické
misto vystavené smérem do mezimembranového prostoru). mM-AAA protedza je
hetero-oligomerni komplex uvniti vnitini mitochondrialni membrany tvofeny stejnym poctem
podjednotek ATP-dependentnich metalopeptidaz YtalO (Afg3p) a Ytal2 (Rcalp). Vlastni slozeni
komplexu vyzaduje ptitomnost ATP (Arlt et al., 1996). Druhy komplex i-AAA je tvofen
ATP-dependentni metalopeptidazou Ymel (Ytall), homologni k YtalO0 a Ytal2. Slozeni
homo-oligomerniho komplexu i-AAA nevyzaduje na rozdil od m-AAA proteazy pritomnost
nukleotidi. Oba typy proteaz kontroluji kvalitu proteintt kédovanych v matrix mitochondrie.
Substratem pro i-AAA je Cox2, zatimco zbylé mitochondridlni proteiny zGcastnéné
v elektron-transportnim fetézci a v F1Fo ATP syntaze (Cox1, Cox3, cytochrom b, Atp6, Atp8 a
Atp9) jsou substratem pro m-AAA proteazu (Langer, 2000; Nakai et al., 1995; Weber et al.,
1996). Kromé proteolytické aktivity m-AAA proteaza ovlivituje i proces sestiihu transkriptt
mitochondrialnich genti a vykazuje chaperonovou aktivitu v post-transla¢nim skladani komplexu
elektron-transportniho fetézce a ATP syntazy (Arlt et al., 1996; Arlt et al., 1998). Homologem
k témto kvasinkovym mitochondrialnim proteazam je lidsky mitochondrialni protein paraplegin,

jehoz mutace zapfiicinuji dédi¢nou spastickou paraplegii (Casari et al., 1998).

AAA-proteazy dokazi Stépit proteiny az na samotné volné aminokyseliny, pfesto vSak
zustava asi tfetina produkti proteolyzy ve formé peptidovych fetézci dlouhych az 20
aminokyselin (Young et al.,, 2001). Dalsi zpracovani téchto oligopeptidi na jednotlivé
aminokyseliny zajiStuje dvojice proteinli mezimembranového prostoru oligopeptidaza Cyml
(Mopl112) a endopeptidaza Prdl (téz oznaCovany jako saccharolyzin). Tyto enzymy S$tépi
produkty i-AAA proteazy i peptidy ziskané predchozim $tépenim v matrix mitochondrie. Jejich
substratem jsou také peptidy ziskané po odsStépeni presekvence z jaderné kodovanych

mitochondrialnich proteinti (Kambacheld et al., 2005). Peptidy o délce 6-20 aminokyselin se
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Z mitochondrie dostavaji dvojim zplisobem. Produkty proteolytického procesu m-AAA protedzy
jsou z matrix mitochondrie aktivné transportovany ABC proteinem Mdll. i-AAA proteaza $tépi
peptidy pfimo do prostfedi mezimembranového prostoru. Pres vnéjsSi membranu se peptidy
v obou pfipadech dostavaji skrz poriny (Porl a Por2) nebo vyuzivaji translokazy vnéjsi
mitochondrialni membrany (TOM) (Young et al., 2001). Procesy proteolyzy proteint
auvoliiovani peptidi  z mitochondrie jsou na sobé nezavislé. Uvolilovani peptidi
Z degradovanych proteinli, pfevazné¢ z matrix a vnitini mitochondridlni membrany, probiha
neustale (Augustin et al., 2005). Experimenty s bunkami, které neobsahovaly funk¢ni protein
Ymel, ukdzaly snizenou funkénost komplexi elektron-transportniho fetézce a FiFo ATP syntazy.
V souvislosti stim byla naznatena moznost, ze by uvoliované peptidy z degradovanych
mitochondridlnich proteint, mohly mit vné¢ organely signalni funkci a podilet se na obnoveni

funkc¢nosti téchto poskozenych systému (Arnold et al., 2006).

3.1 Ymel

Ymel je protein vnitini mitochondridlni membrany, kterou prochazi pouze jednou. N-
konec tohoto proteinu je sméfovan do matrix, zatimco C-koncova c¢ast je exponovana
do mezimembranového prostoru (Leonhard et al., 1996). C-koncova ¢ast proteinu nese dvé mista
dulezita pro funkci Ymel: (i) AAA doménu s chaperonovou aktivitou, ktera vaze neslozené
proteiny a (ii) vlastni proteolytickou doménu. Po hydrolyze ATP se zméni konformace téchto
domén, uvolni se substraty asociované s AAA-doménou a dojde K navazani do proteolytického
mista nasledovanou samotnou degradaci proteinti (Leonhard et al., 1999). Ymel se vSak
neucastni pouze proteolytickych procesi, podili se na skladani podjednotek respiracniho fetézce
(Cox2) a je zapojen i do skladani proteinti v mezimembranovém prostoru. Bylo zjisténo, ze
skladani proteinu Ups2 v mezimembranovém prostoru je ovlivnéno ptitomnosti Ymel (Schreiner
et al., 2012). Ups2 je protein Ucastnici se metabolismu fosfolipidti v mitochondrii, které jsou
zasadni pro stavbu membran. Disledkem toho jsou pozorovany zmény v morfologii
mitochondrie v bunkach postradajicich funkéni Ymel (Campbell and Thorsness, 1998).
Pfepoklada se, ze Ymel muze hrat roli i v translokaci proteinti z matrix mitochondrie
do mezimembranového prostoru. (Rainey et al., 2006). Jednalo by se tak 0 transportni systém

nepodobny t¢ém dosud znamym.



3.2 Mdlil

Mdl1 se fadi mezi ATP binding cassette (ABC) transportéry, také oznaované jako ABC
pumpy. Tato tfida transmembranovych proteinti je schopna aktivné pfenaset latky pfes membranu
za spotieby ATP. ABC transportéry obsahuji dvé membranové domény a dvé domény vazici
nukleotidy. Zatimco membranové domény jsou ureny k vytvoreni poru, ktery slouzi k pienosu

substratli, nukleotid vazici domény jsou schopné rozpoznat, navazat a hydrolyzovat zdroj energie

ATP.

Protoze ma Mdll pouze jednu membranovou doménu a jednu nukleotid vazebnou doménu
je oznacovan jako ,,polovicni ABC protein“. Mdl1 sdili podobnosti s dalsimi ¢leny rodiny ABC
transportérd, lidskymi proteiny Tapl a Tap2, které transportuji peptidy z cytoplasmy
do endoplazmatického retikula (Dean et al., 1994). MdI1 je protein vnitini mitochondrialni
membrany, ve které se vyskytuje ve dvou stavech. Monomer proteinu Mdll se vaze na
membranovou cast slozeného komplexu FiFo-ATP syntazy, v této fazi je Mdll neaktivni. Po
oddéleni od komplexu ATP syntazy dojde k oligomerizaci za ptitomnosti ATP a vznikne aktivni
homodimerni forma proteinu. Toto schéma naznacuje vyznamné spojeni exportu peptidi z matrix
mitochondrie s komplexem produkujicim zdroj energic ATP syntazou (Galluhn and Langer,
2004). Dale se ptedpoklada mozna role proteinu MdI1l vregulaci bunécné resistence na
oxidativni stres (Chloupkova et al., 2003).

4 Fe-S Kklastry uvniti a vné mitochondrie

Fe-S proteiny jsou charakterizovany obsahem komplexti Zeleza a anorganické siry.
Kofaktory téchto proteinti jsou Fe-S klastry vyskytujicich se ve vice strukturnich podobach,
potencial v rozmezi od -700 mV do +400 mV. Toho je vyuzito v mnoha systémech, kde dochazi
k prenosu elektronti. V chloroplastech jsou naptiiklad pfitomny ve fotosystému I (protein
feredoxin) (Wollman et al., 1999). V mitochondrialnim elektron-transportnim fetézci se nachazi
az dvanact ruznych Fe-S klastru (Schultz and Chan, 2001). Fe-S klastry jsou dale zapojeny do
vazani substratu a aktivaci dehydrogenaz a jsou vyuzivany jako takzvané , molekuldrni
prepinace® pro genovou regulaci na Grovni translace i transkripce (Narahari et al., 2000). Fe-S
klastry jsou vyuzivany také jako regulacni senzory pii odpovédi na oxidativni stres a

vnitrobunéénou hladinu Zeleza diky své citlivosti na molekuly H202, NO a 0% (Kiley and
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Beinert, 2003). Pro kvasinky je dokonce tvorba Fe-S proteinii jedinou znamou esencialni
mitochondrialni funkci. Proces skladani a dozravani Fe-S proteinli neprobihd samovolné, ale
vyzaduje ptitomnost dalSich proteini (Schilke et al., 1999). Dosud byly identifikovany tfi rizné
systémy schopné tvofit Fe-S proteiny. Prvnim systémem je NIF (nitrogen fixation) draha
skladajici Fe-S protein nitrogendzu, kterd ma vyznamnou funkci Vv bakteriich schopnych fixovat
dusiku. Druha draha se Gcastni tvorby vétSiny Fe-S proteinli v buiice a je oznaCovana jako ISC
(iron-sulfur cluster) (Zheng et al., 1998). Tuto drahu tvoii dohromady asi deset proteind. Posledni
systém tvorici Fe-S klastry se nazyva SUF (sulfur-utilization factor), ten je aktivni v bunkach
postradajicich ISC systém, kdy je bumnka suzovana oxidativnim stresem (Takahashi and
Tokumoto, 2002). Mitochondrialni systém skladani Fe-S klastr odpovida bakterialni draze ISC
(Schilke et al., 1999). ISC drahu eukaryotickych organismi tvofi celkem sedmnict znamych
proteind, které jsou kodovany v jadie. K tomu, aby se v mitochondrii mohly zadit tvofit Fe-S
klastry, respektive Fe-S proteiny, je nutné transportovat Fe?* ionty zcytosolu do matrix
mitochondrie. Tento transport pohani protonmotivni sila a je usnadnén pienasSe€i vnitini

mitochondridlni membrany Mrs3 a Mrs4 (Miihlenhoff et al., 2003a).

4.1 Tvorba Fe-S klasti v matrix mitochondrie

Biogeneze Fe-S proteini zacina procesem desulfurace cysteinu komplexem Nfsl-Isd11l
(Obr. 4) (Adam et al., 2006; Kispal et al., 1999). Z cysteinu se uvoliiuje sira a vznika alanin. Aby
sira byla schopna vézat ionty Zeleza, musi se redukovat ze stavu S° na S?. Elektrony potfebné
k této redukci jsou dodany z elektron-transportniho fetézce tvofeného NADH, proteinem Arhl
(feredoxin reduktaza) a proteinem Yah1 (feredoxin mitochondrialni matrix) (Barros and Nobrega,
1999; Manzella et al., 1998) . Fe** a S? se spolu vazi na proteinovy komplex Isul/lsu2, které
slouzi jako leSeni pro nové [2Fe- 2S] klastry (Garland et al., 1999; Gerber et al., 2003). Zelezné
ionty se na Isul navazi diky ptimé interakci s proteinem Yfthl (Gerber et al., 2003). Yfhl je
schopen na sebe vazat ionty zeleza, potfebné nejen pro syntézu Fe-S proteint, ale také pro
syntézu hemu. Pokud nejsou Fe?* pouzity v nékteré z drah, dochazi k jejich oxidaci a uskladnéni
Vv rozpustné formé uvnitt proteinu (Park et al., 2003). Lidskym ortologem Yfhl je frataxin, jehoz
porucha zpusobuje dédi¢né neurodegenerativni onemocnéni nazyvané Friedreichova ataxie

(Campuzano et al., 1996).

Fe-S Kklastr je poté ptenesen z komplexu Isul/2 a navazan na apoprotein pomoci chaperont.
Prvnim z nich je chaperon patiici do rodiny Hsp70 - Ssql, tento protein vlastni N-koncovou
11



ATPazovou doménu a C-koncovou doménu umoziujici vazbu substratti. Ssql spolupracuje
s nukleotid vyménnym faktorem Mgel, ktery uvoliuje ADP poté, co chaperon pro svou
vazebnou aktivitu hydrolyzuje ATP (Schmidt et al., 2001). ATPazova aktivita Ssql je vSak
pomérné slaba, z tohoto diivodu se zapojuje dalsi chaperon Jacl. Chaperon Jacl z rodiny Hsp40
(Dnal) je specializovany J-protein, obsahujici konzervovanou J-doménu pomoci niz se vaze
k Ssql areguluje jeho aktivitu (Kim et al., 2001). Krom¢ skladani a dozravani proteint
obsahujici Fe-S klastry, se Ssql podili na dozravani proteinu Ythl. Transportni roli v pfenosu
Fe-S klastri z Isul na apoproteiny ma mitochondrialni monothiol glutaredoxin Grx5 (Rodriguez-
Manzaneque et al., 2002). Grx5 je schopen vazat [2Fe-2S] klastry a zaroven tvorit komplex
s chaperonem Ssgl. Tyto vazebné interakce umoziuji presunuti Fe-S klastru z Isul, pies Grx5 az
k cilovému apoproteinu. Tak se Grx5 zapojuje Vv dozravani [2Fe-2S] a [4Fe-4S] proteint
(Uzarska et al., 2013). Dale se apoproteiny s Fe-S klastry mohou slozit do proteini pfitomnych
v komplexech mitochondrialniho fetézce. Spojeni Fe-S klastri a podjednotek komplexu | vnitini
mitochondridlni membrany zajistuje u kvasinky Yarrowia lipolytica mitochondrialni NTPaza
Indl (Bych et al., 2008). Dalsi slozkou ISC drahy je komplex proteint Isal a Isa2 Gcastnici se
skladani [4Fe-4S] klastrt, které jsou vkladany do apoproteini pomoci Iba57 (Miihlenhoff et al.,
2011). Takto vznika holoakonitaza a proteiny potiebné pro syntézu biotinu a kyseliny lipoové
(Gelling et al., 2008).
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Obrdzek 4: Proces biogeneze Fe-S klastrit v mitochondrii. Komplex proteinii Isul/2 slouzi
jako leSeni pro skladani Fe-S klastrii. Nfsl poskytuje S° skrze proces desulfurace cysteinu.
Transport elektronii zajistuje dvojice proteinit Arhl, Yahl. Interakci zZelezo-vazebného proteinu
Yfhl s Isul/Nfsl, dojde k samotnému vzniku Fe-S klastrii. Ty jsou za pomoci dalSich proteinii

preneseny z Isul do apoproteinii. Prevzato od (Miihlenhoff et al., 2003b)

4.2 ISC exportni draha
Skladani cytosolickych a jadernych Fe-S proteini v buiice zprosttedkovava tzv. CIA
(cytosolic iron-sulfur cluster assembly) draha, jez zavisi na fungovani mitochondrialni ISC drahy

a nasledného exportu.

4.2.1 Atml

Hlavni slozku ISC exportniho systému tvofi protein vnitini mitochondridlni membrany
Atm1l. Tento protein patii do rodiny ABC transportéri. Tvoii dimerni strukturu a obsahuje
dvanact transmembranovych segmentii a dvé nukleotid-vazici domény exponované do matrix.
Delece Atm1 ma za nasledek poskozeni cytochromtl, nahromadéni volného zeleza v mitochondrii
a zvySenou hladinu disulfidu glutathionu, a tim zptisobeny oxidativni stres (Kispal et al., 1999;
Leighton and Schatz, 1995). Ackoli je exportni funkce Atm1 ve skladani extramitochondrialnich
Fe-S proteinll znama jiz delsi dobu, stale se nepodatilo urcit piesné slozeni jeho substratu (Kispal
et al., 1999). Bylo ovéfeno, ze se pomoci Atml exportuje z matrix mitochondrie molekula
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obsahujici siru (X-S). Nedavna studie prokazala, ze danymi substraty Atml transportéru by
mohly byt dimer glutathionu (GSSG) a glutathion trisulfid (GS-S°-SG), polysulfidy obsahujici
molekuly nutné pro skladbu Fe-S klastra (Schaedler et al., 2014). Mutace v lidském homologu
tohoto transportéru oznaceného ABCB7 zplsobuje X-vazanou sideroblastickou anémii

a mozecCkovou ataxii (Allikmets et al., 1999).

4.2.2 Ervl

Druhou slozkou ISC exportniho systému je protein mezimembranového prostoru Ervl,
jehoz C-koncova doména vykazuje sulfhydryl oxidazovou aktivitu (Lange et al., 2001; Lee et al.,
2000). Ervl udrzuje importni protein mezimembranového prostoru Mia40 v oxidovaném stavu,
a tim katalyzuje tvorbu disulfidickych mustki, které jsou dulezité pti interakcich Mia40 s jeho
substraty (Mesecke et al., 2005). Ervl je esencialni pro tvorbu Fe-S proteinti v cytosolu, av§ak

jeho role jako sulfyhdryl oxidazy nebyla v tomto procesu dosud potvrzena.

V posledni fadé se v uvoliovani X-S molekuly z matrix uplatiiuje tripeptid glutathion
(GSH), ktery se vaze do kladn¢ nabitého mista uvniti Atml a tam plni dosud neznamou funkci
Vv procesu biogeneze jadernych a cytosolickych Fe-S proteint (Sipos et al., 2002; Srinivasan et
al., 2007).

4.3 Skladani Fe-S proteinii v cytosolu

CIA draha je principialné¢ podobna té mitochondrialni (bakterialni) (Obr. 5). Na rozdil
od ISC dridhy nemd CIA draha vlastni zdroj S° piipadné S? Proto skladani Fe-S proteinii
Vv cytosolu vyzaduje funkéni ISC drahu a ISC exportni drahu.

NTPaza Cfdl tvofi heterotetramerni komplex s dalsi NTPazou Nbp35, ktery slouzi jako
leSeni pro skladani [4Fe-4S] klastri. Komplex je schopen navazat az tii takovéto molekuly.
Skladani Fe-S klastrG na komplexu Cfd1-Nbp35 vyzaduje funkéni mitochondridlni proteiny Nfs1
a Atml, jejichz produkt, molekula X-S, je pro CIA drahu zasadni (Netz et al., 2007). Stejn¢ jako
v ISC draze i zde je potieba zdroj elektront. Prvotnim zdrojem dvou elektronti je NADPH.
Elektrony jsou ptfeneseny NADPH-dependentni diflavin reduktizou Tahl8, obsahujici dva
kofaktory FAD (flavinadenindinukleotid) a FMN (flavinmononukleotid), na Fe-S klastry proteinu
Dre2 (Netz et al., 2010). Dre2 obsahuje jak [2Fe-2S] tak [4Fe-4S], avSak jsou pevné vazané na
Dre2 a jako takové nejsou transportovany do apoproteini (Netz et al., 2010; Zhang et al., 2008).
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Elektrony jsou pravdépodobné vyuzity v redukci siry v molekule X-S na S%, podobné jako je
tomu v ptipadé ISC.

ISC
assembly

Obrazek 5: CIA drdha (skladani cytosolickych a jadernych Fe-S klastrii. Fe-S Klastry jsou
skladany na komplexu Cfd1-Nbp35. Odtud jsou presouvany pomoci Narl a Cial do apoproteinii.
K tvorbe Fe-S klastrii jsou potieba elektrony, které dodava elektron-transportni retézec sloZeny

Z proteinit Tahl8 a Dre2. Prevzato a upraveno od (Netz et al., 2007).

Pieneseni voln¢ navazaného Fe-S klastru z komplexu Cfd1-Nbp35 do cilového apoproteinu
provadi dvojice proteinu Narl a Cial. C-koncova doména Narl vykazuje sekvencéni
podobnost s [Fe]-hydrogenazami bakterii a archaei (Horner et al., 2002). Avsak tato enzymaticka
funkce se u vétSiny eukaryot nevyskytuje. N-konec proteinu Narl nese doménu podobnou
feredoxinu (feredoxin-like domain), ktera je schopna vazat dva Fe-S klastry. Narl je vyzadovan
pro dozravani cytosolickych a jadernych Fe-S proteind, navic se uplatituje i ve svém vlastnim
dozravani (Balk et al., 2004). Cial je poslednim znamym proteinem CIA drahy. Jedna se
0 protein, ve kterém se opakuje tzv. WD40 motiv. Cial interaguje s Narl, avSak netvofi s nim
stabilni komplex. Podili se na pienosu Fe-S klastrii pouze do proteint, které nejsou soucasti CIA

drahy. Cial se napfiiklad podili na vkladani Fe-S klastrit do proteinu Rlil, ktery se ucastni
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biogeneze ribozomi. Ztohoto divodu dochazi vbunkach zbavenych Cial k hromadéni

ribozomalnich podjednotek v jadie (Balk et al., 2005).

5 Transport a vyména lipida v mitochondrii

Mitochondrie jsou dynamické organely. Neustale méni svij tvar a strukturu. To umoziuje
rozvést produkty mitochondridlniho metabolismu po celé buiice. Tuto tvarovou nestdlost ma
na svédomi lipidové a proteinové slozeni mitochondridlnich membran. Vnéj$i a wvnitini
mitochondrialni membrany se od sebe odliSuji nejen svym slozenim ale i vlastnostmi (Sperka-
Gottlieb et al., 1988). Pro spravnou funkci mitochondrie je nutné udrzovani vsech slozek jejich
membran v pfesném poméru. Nejhojnéji jsou v mitochondridlnich membranach zastoupeny
fosfolipidy, které jsou stejné¢ jako pfevaznd vétSina lipidi Vv buiice syntetizovany
v endoplazmatickém retikulu (ER) a posléze transportovany do mitochondrie. Avsak nékteré

z fosfolipida je mitochondrie schopna sama tvofit z prekurzort, dodanych taktéz z ER.

5.1 Vyména fosfolipidii mezi ER a mitochondrii

Cast membrany ER oznadovana jako mitochondria-associated membrane (MAM), je misto,
kde dochazi ke kontaktu membrany ER a vné&jsi mitochondridlni membrany (Achleitner et al.,
1999). Zde se také nachazi nejvyssi koncentrace enzymu podilejicich se na syntéze fosfolipidu.
Samotné fyzické piiblizeni obou organel zajiStuje soubor proteini tvoficich ER-mitochondria
encouter structure (ERMES). Tento komplex obsahuje ¢étyfi proteiny obou organel: Mdm34
a Mdm10 (integralni proteiny vnéj$i mitochondridlni membran); Mmml (membrana ER)
a Mdm12 (cytosolicky protein) (Kornmann et al., 2009). ERMES hraje roli nejen ve vyméné
fosfolipidii, ale podili se také na importd proteini do mitochondric (SAM komplex)
a pravdépodobn¢ také na regulaci replikace mtDNA. Proteiny Mdm34, Mmml a Mdm12
obsahuji SMP (synaptotagmin-like mitochondrial-lipid-binding protein) doménu, ktera je
homologni k TULIP ((tubular lipid-binding)-like protein) doméné proteinii vazajicich lipidy
(Kopec et al., 2010).

Vymeéna fosfolipidi mezi endoplazmatickym retikulem a mitochondrii probiha v obou
smérech. Mitochondrie sama je schopna syntetizovat dva fosfolipidy: kardiolipin
a fosfatidyletanolamin (Kuchler et al., 1986). Samotny transport lipidi mize mit mnoho forem,
avSak Zadny z nich, zda se, neni spojen se systémem vacku, kterym jsou transportovany mnohé

proteiny sekre¢ni drahy. Prvnim zptisobem ptenosu lipida je samovolny transport, jehoZ rychlost
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skrze vodné prostiedi mezi membranami je obecné velmi pomald. Déle je mozné translokace
V misté t€sného spojeni membran (srdzkou membran). Poslednim zpiisobem je zapojeni proteind,
které by pienos lipidi usnadiovaly (Daum and Paltauf, 1984; Daum et al., 1986; Roseman and
Thompson, 1980). Pfesny molekularni princip mechanisma transportu lipidd neni dosud

objasnén.

5.1.1 Regulace komplexu ERMES
Pocet a velikost ERMES komplexii reguluje Ca®'-vazebnd GTPaza Geml. Geml patii

do rodiny mitochondrialnich Rho (Miro) proteind, které obsahuje dvé GTP vazebné domény
adva Ca?" vazebné EF-hand motivy (Fransson et al., 2003; Frederick et al., 2004). Gem1 je
zakotven ve vnéjsi mitochondrialni membrané, zatimco jeho GTP domény a EF-hand motivy jsou
exponované do cytosolu. Jedna GTP doména a jeden EF-hand motiv reguluji navazani Geml
a komplexu ERMES. Zatimco druha GTP doména ovliviiuje aktivitu komplexu (Kornmann et al.,

2011). Gem1 navic reguluje pohyblivost mitochondrie a jeji déleni (Koshiba et al., 2011).

5.2 Vymeéna lipidi mezi mitochondrialnimi membranami

Po pftijeti fosfolipidii z ER do vnéjsi mitochondridlni membrany, musi dojit k jejich pfenosu
mezi obé mitochondridlni membrany. I zde dochdzi k piiblizeni obou membran a k vytvofeni
kontaktnich mist, ve kterych probihd samotny transport (Simbeni et al., 1991). Bylo zjisténo,
7e V téchto mistech je vyssi koncentrace fosfatidylcholinu, fosfatidyletanolaminu a kardiolipinu
(Ardail et al., 1990).

5.2.1 MICOS komplex

Proteinovy komplex vazajici k sob& ob& mitochondridlni membrany se nazyva MICOS
(mitochondrial contact site). Tento komplex tvoii dohromady Sest proteini: Mic27, Mic26,
Micl9, Mic12, Mic10 a Mic60, ktery interaguje se vSemi ostatnimi proteiny. MICOS komplex se
nachazi na wvnitini mitochondridlni membrané a interaguje s komplexem proteinid vnéjsi
membrany Ugol-Fzol a TOB/SAM (Fritz et al., 2001; Harner et al., 2011). MICOS komplex
navic ovliviluje strukturu mitochondrie tvorbou/stabilizaci tzv. crista junction (tubularni spojeni
krist a vnitini mitochondridlni membrany, kterda je v kontaktu svnéjsi mitochondrialni
membranou) (Hoppins et al., 2011; Rabl et al., 2009). Spojeni membran komplexem MICOS

umoziuje samovolny ptenos fosfolipidi.
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5.2.2 Proteiny Ups

Rozdilnou distribuci lipidi mezi membranami zajiStuji proteiny z proteinové rodiny
Ups/PRELI schopné vazat lipidy, které se nachazeji v mezimembranovém prostoru (Dee and
Moffat, 2005). Proteiny Ups hraji vyznamnou roli v syntéze Kardiolipinu a jeji regulaci. Tento
fosfolipid je pro mitochondrii specificky a nachdzi se pfevazné ve vnitini mitochondrialni
membrané, kde také probiha jeho syntéza. Kardiolipin je nutny pro mnoho mitochondrialnich
funkci: stabilizaci ADP/ATP pienaSecu, stabilizaci komplext III a IV elektron-transportniho
fetézce a také pro udrzeni membranového potencialu (Beyer and Nuscher, 1996; Jiang et al.,
2000; Pfeiffer et al., 2003). Ups proteiny tvoii komplexy s proteinem mezimembranového
prosotru Mdm35. Tento protein umoznuje translokaci nové syntetizovanych proteintt Upsl

a Ups2 do mezimembranového prostoru (Obr. 6) (Tamura et al., 2010).

Precursor
Ups proteins

Cytosol “20-4...22

.....

Toni40p oM

Functional @ s “
Ups complexes e

Matrix

Obrdzek 6: Import proteinit Ups1,Ups2 a Ups3 do mezimembrdanového prostoru. Proteiny
jsou ve formé prekurzorii smerovany do vnéjsi mitochondrialni membrany skrze TOM komplex.
Ups proteiny jsou rozpoznany receptory Tom20 a Tom22 a nasledné nasmérovany na TOM kanal
(Tamura et al., 2010). Samotnou translokaci proteinit do mezimembranového prostoru provadi

protein Mdm35. Prevzato a upraveno z (Tamura et al., 2010).
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5.2.2.1 Upsl

Upsl pienasi prekurzor kardiolipinu, kyselinu fosfatidovou (PA), v mezimembranovém
prostoru. Interakce Upsl s proteinem Mdm35 brani degradaci Upsl proteazami Ymel a Atp23
(Potting et al., 2010). Pfenos PA komplexem Upsl-Mdm35 probiha v obou smérech. Nejprve
dojde k navazani PA na Upsl na jedné membrané a poté ke spojeni s Mdm35. Mdm35 stabilizuje
Upsl a udrzuje ho v konformaci, ve které je schopen transportu. Negativné nabité fosfolipidy,
které se preferenéné vazi na Upsl (avSak samy nejsou transportovany), nasledné¢ umozni spojeni
komplexu Upsl-Mdm35 s akceptorovou membranou. Pfi této interakci dojde k destabilizaci
komplexu a uvolni se jak Mdm35, tak PA. Smér této transportni reakce je uréen enzymatickou
pfeménou PA na kardiolipin ve vnitini mitochondridlni membrané. Schopnost Upsl se
oddisociovat z vnitini membrany je snizena pii vy$si koncentraci kardiolipinu, a tim je omezen

i prenos PA (Connerth, et al., 2012).

5.2.2.2 Ups2
Druhym proteinem z rodiny Ups/PRELI je Ups2. Tento protein ma stejné¢ jako Upsl

regulac¢ni funkci v metabolismu kardiolipinu (Obr. 7) (Tamura et al., 2009). Experimenty
sbunkami  postradajicimi  protein  Ups2  vykazuji  sniZeny  obsah  fosfolipidu
fosfatidylethanolaminu (PE) ve svych mitochondrialnich membranach. Stejné jako Upsl 1 Ups2
asociuje s Mdm35, ktery chrani Ups2 pted degradaci Ymel proteazou (Potting et al., 2010).
Na zakladé podobnosti s komplexem Upsl-Mdm35 se predpoklada transportni funkce komplexu
Ups2-Mdm35, jehoZ substratem by byl prave PE.

Dalsi funkci Upsl a jeho homologu Ups2 v mitochondrii je ucast v import proteinti
translokazou TIM23. Bylo zjisténo, Ze pro tvorbu jedné z isoforem proteinu Mgml je nutna
pritomnost funkénich Upsl a Ups2 (Osman et al., 2009; Sesaki et al., 2006). Mgm1l je
dynamin-like GTPaza, ktera se vyskytuje v mitochondrii ve dvou isoformach: 1-Mgml
as-Mgml. Ob¢ formy Mgml jsou esencidlni pro déleni mitochondrie a fadu dalSich procesi
spojenych s tvarovanim mitochondrialnich krist (Zick et al., 2009). Upsl a jeho homology jsou

tedy vyznamnymi faktory ovliviiujici morfologii mitochondrie.
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Obrdazek 7: Regulace syntézy kardiolipinu a PE pomoci proteinit Upsl a Ups2. Proteiny
Upsl a Ups2 se musi v mezimembrdanovém prostoru navdzat na protein Mdm35, v opacném
pripadeé jsou degradovany proteazami Ymel a Atp23. Upsl pozitivné reguluje syntézu
kardiolipinu, zatimco Ups2 piisobi na tuto drahu negativne. Naopak syntéza PE je proteinem

Ups?2 podporovana. Prevzato a upraveno z (Potting et al., 2010)

Posledni znamy Ups protein Ups3 ma zatim neobjasnénou funkci a jeho nepfitomnost
v bunkach nezptisobuje vyrazné zmény v lipidovém sloZeni mitochondridlnich membran (Osman

et al., 2009).

Bylo zjisténo, ze vlastnosti kardiolipinu a PE mohou ovliviiovat aktivaci a oligomerizaci
proapoptickych molekul v mitochondridlnich membranach, které nasledné zplsobuji buné¢nou

smrt (Lucken-Ardjomande et al., 2008)
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6 Zavér

Mitochondrie je jedna ze zakladnich bunéénych organel a proto jakékoli poskozeni
mitochondrialnich drah se projevi v Zivotaschopnosti celého organismu. Mnoho lidskych nemoci
vyzkumu mitochondrii vénovana takova pozornost, avSak pfitomnost dvou membran komplikuje
pozorovani procesl uvniti mitochondrie. Mnoho mitochondridlnich drah vcetné jejich proteinti
bylo nalezeno v organizmu Saccharomyces cerevisiae. Pomoci bioinformatickych a dalsich

metod se vSak dafi identifikovat i lidské homology.

Mitochondrie je uvniti bunky zavisld na interakci s ostatnimi organelami a soucastmi
burniky. S tim souvisi 1 nutnost neustalé vymény biomolekul a metabolitli. V téchto transportech se
uplatiluje celd tada protein. Protein Oxal se vyznamné podili na translokaci podjednotek
komplexu elektron-transportniho fetézce ve vnitini mitochondrialni membrané. Stejny protein
pomaha i skladat komplex ATP syntazy. Degradované mitochondridlni proteiny jsou nastépeny
proteazou Ymel a uvolnény ABC transportérem Mdll. Fe-S klastry, komplexy Zeleza a siry
obsazené v Fe-S proteinech, jsou tvofené v matrix mitochondrie proteinovou drahou zvanou ISC.
Tyto komplexy jsou vyzadovany i pro skladani jadernych a cytosolickych Fe-S proteind, jejichz
prekurzor prenasi protein Atml. V posledni fadé se v€nuji popisu transportu lipidi mezi
endoplazmatickym retikulem a mitochondrii a také transportu lipidd mezi samotnymi
mitochondridlnimi membranami. V této praci jsem shrnul dosavadni informace o transportnich
Systémech v mitochondrii zamétené na export proteint a lipidil a jejich regulaci. Nékteré detaily

téchto transportnich drah vSak zastavaji stdle neobjasnéné.

21



7 Seznam pouZzité literatury

Adam, A. C., Bornhovd, C., Prokisch, H., Neupert, W. and Hell, K. (2006). The Nfsl interacting
protein Isd11 has an essential role in Fe/S cluster biogenesis in mitochondria. EMBO J. 25, 174—
83.

Achleitner, G., Gaigg, B., Krasser, A., Kainersdorfer, E., Kohlwein, S. D., Perktold, A., Zellnig,
G. and Daum, G. (1999). Association between the endoplasmic reticulum and mitochondria of
yeast facilitates interorganelle transport of phospholipids through membrane contact. Eur. J.
Biochem. 264, 545-553.

Allikmets, R., Raskind, W. H., Hutchinson, a, Schueck, N. D., Dean, M. and Koeller, D. M.
(1999). Mutation of a putative mitochondrial iron transporter gene (ABC7) in X-linked
sideroblastic anemia and ataxia (XLSA/A). Hum. Mol. Genet. 8, 743-749.

Ardail, D., Privat, J. P., Egret-Charlier, M., Levrat, C., Lerme, F. and Louisot, P. (1990).
Mitochondrial contact sites. Lipid composition and dynamics. J. Biol. Chem. 265, 18797-802.

Arlt, H., Tauer, R., Feldmann, H., Neupert, W. and Langer, T. (1996). The YTA10-12 complex,
an AAA protease with chaperone-like activity in the inner membrane of mitochondria. Cell 85,
875-885.

Arlt, H., Steglich, G., Perryman, R., Guiard, B., Neupert, W. and Langer, T. (1998). The
formation of respiratory chain complexes in mitochondria is under the proteolytic control of the
m-AAA protease. EMBO J. 17, 4837-47.

Arnold, 1., Wagner-Ecker, M., Ansorge, W. and Langer, T. (2006). Evidence for a novel
mitochondria-to-nucleus signalling pathway in respiring cells lacking i-AAA protease and the
ABC-transporter Mdl1. Gene 367, 74-88.

Augustin, S., Nolden, M., Miiller, S., Hardt, O., Arnold, L. and Langer, T. (2005).
Characterization of peptides released from mitochondria: Evidence for constant proteolysis and
peptide efflux. J. Biol. Chem. 280, 2691-2699.

Balk, J., Pierik, A. J., Netz, D. J. A., Miihlenhoff, U. and Lill, R. (2004). The hydrogenase-like
Narlp is essential for maturation of cytosolic and nuclear iron-sulphur proteins. EMBO J. 23,
2105-15.

22



Balk, J., Aguilar Netz, D. J., Tepper, K., Pierik, A. J. and Lill, R. (2005). The essential WD40
protein Cial is involved in a late step of cytosolic and nuclear iron-sulfur protein assembly. Mol.
Cell. Biol. 25, 10833-41.

Barros, M. H. and Nobrega, F. G. (1999). YAHL1 of Saccharomyces cerevisiae: A new essential
gene that codes for a protein homologous to human adrenodoxin. Gene 233, 197-203.

Barros, M. H., Johnson, A. and Tzagoloff, A. (2004). COX23, a homologue of COX17, is required
for cytochrome oxidase assembly. J. Biol. Chem. 279, 31943-31947.

Bauer, M., Behrens, M., Esser, K., Michaelis, G. and Pratje, E. (1994). PET1402, a nuclear gene
required for proteolytic processing of cytochrome oxidase subunit 2 in yeast. Mol. Gen. Genet.
245, 272-278.

Bauerschmitt, H., Mick, D. U., Deckers, M., Vollmer, C., Funes, S., Kehrein, K., Ott, M.,
Rehling, P. and Herrmann, J. M. (2010). Ribosome-binding Proteins Mdm38 and Mbal
Display Overlapping Functions for Regulation of Mitochondrial Translation. Mol. Biol. Cell 21,
1937-1944.

Beyer, A. (1997). Sequence analysis of the AAA protein family. Protein Sci. 6, 2043-58.

Beyer, K. and Nuscher, B. (1996). Specific cardiolipin binding interferes with labeling of sulfhydryl
residues in the adenosine diphosphate/adenosine triphosphate carrier protein from beef heart
mitochondria. Biochemistry 35, 15784-90.

Broadley, S. A., Demlow, C. M. and Fox, T. D. (2001). Peripheral mitochondrial inner membrane
protein, Mss2p, required for export of the mitochondrially coded Cox2p C tail in Saccharomyces
cerevisiae. Mol. Cell. Biol. 21, 7663-7672.

Bych, K., Kerscher, S., Netz, D. J. A., Pierik, A. J., Zwicker, K., Huynen, M. A, Lill, R., Brandt,
U. and Balk, J. (2008). The iron-sulphur protein Indl is required for effective complex I
assembly. EMBO J. 27, 1736-46.

Campbell, C. L. and Thorsness, P. E. (1998). Escape of mitochondrial DNA to the nucleus in ymel
yeast is mediated by vacuolar-dependent turnover of abnormal mitochondrial compartments. J.
Cell Sci. 111 (Pt 1, 2455-2464.

Campuzano, V., Montermini, L., Molto, M. D., Pianese, L., Cossée, M., Cavalcanti, F., Monros,
E., Rodius, F., Duclos, F., Monticelli, A., et al. (1996). Friedreich’s ataxia: autosomal

recessive disease caused by an intronic GAA triplet repeat expansion. Science 271, 1423-7.

23



Casari, G., De Fusco, M., Ciarmatori, S., Zeviani, M., Mora, M., Fernandez, P., De Michele, G.,
Filla, A., Cocozza, S., Marconi, R., et al. (1998). Spastic paraplegia and OXPHQOS impairment
caused by mutations in paraplegin, a nuclear-encoded mitochondrial metalloprotease. Cell 93,
973-83.

Confalonieri, F. and Duguet, M. (1995). A 200-amino acid ATPase module in search of a basic
function. BioEssays 17, 639-50.

Connerth, M., Tatsuta, T., Haag, M., Klecker, T., Westermann, B. and Langer, T. (2012).
Intramitochondrial Transport of Phosphatidic Acid in Yeast by a Lipid Transfer Protein. Science
(80-.). 338, 815-8109.

Daum, G. and Paltauf, F. (1984). Phospholipid transfer in yeast. Isolation and partial
characterization of a phospholipid transfer protein from yeast cytosol. Biochim. Biophys. Acta -
Lipids Lipid Metab. 794, 385-391.

Daum, G., Heidorn, E. and Paltauf, F. (1986). Intracellular transfer of phospholipids in the yeast,
Saccharomyces cerevisiae. Biochim. Biophys. Acta (BBA)/Lipids Lipid Metab. 878, 93-101.

Dean, M., Allikmets, R., Gerrard, B., Stewart, C., Kistler, A., Shafer, B., Michaelis, S. and
Strathern, J. (1994). Mapping and sequencing of two yeast genes belonging to the ATP-
binding cassette superfamily. Yeast 10, 377-383.

Dee, C. T. and Moffat, K. G. (2005). A novel family of mitochondrial proteins is represented by the
Drosophila genes slmo, preli-like and real-time. Dev. Genes Evol. 215, 248-54.

Elliott, L. E., Saracco, S. A. and Fox, T. D. (2012). Multiple roles of the Cox20 chaperone in
assembly of saccharomyces cerevisiae cytochrome C oxidase. Genetics 190, 559-567.

Fransson, A., Ruusala, A. and Aspenstrom, P. (2003). Atypical Rho GTPases have roles in
mitochondrial homeostasis and apoptosis. J. Biol. Chem. 278, 6495-502.

Frazier, A. E., Taylor, R. D., Mick, D. U., Warscheid, B., Stoepel, N., Meyer, H. E., Ryan, M. T.,
Guiard, B. and Rehling, P. (2006). Mdm38 interacts with ribosomes and is a component of the
mitochondrial protein export machinery. J. Cell Biol. 172, 553-564.

Frederick, R. L., McCaffery, J. M., Cunningham, K. W., Okamoto, K. and Shaw, J. M. (2004).
Yeast Miro GTPase, Gemlp, regulates mitochondrial morphology via a novel pathway. J. Cell
Biol. 167, 87-98.

24



Fritz, S., Rapaport, D., Klanner, E., Neupert, W. and Westermann, B. (2001). Connection of the
mitochondrial outer and inner membranes by Fzol is critical for organellar fusion. J. Cell Biol.
152, 683-92.

Funes, S., Nargang, F. E., Neupert, W. and Herrmann, J. M. (2004). The Oxa2 protein of
Neurospora crassa plays a critical role in the biogenesis of cytochrome oxidase and defines a
ubiquitous subbranch of the Oxal/YidC/Alb3 protein family. Mol. Biol. Cell 15, 1853-61.

Galluhn, D. and Langer, T. (2004). Reversible assembly of the ATP-binding cassette transporter
MdI1 with the FLFO-ATP synthase in mitochondria. J. Biol. Chem. 279, 38338-45.

Gari, K., Leén Ortiz, A. M., Borel, V., Flynn, H., Skehel, J. M. and Boulton, S. J. (2012).
MMS19 links cytoplasmic iron-sulfur cluster assembly to DNA metabolism. Science 337, 243-5.

Garland, S. A., Hoff, K., Vickery, L. E. and Culotta, V. C. (1999). Saccharomyces cerevisiae ISU1
and 1SU2: members of a well-conserved gene family for iron-sulfur cluster assembly. J. Mol.
Biol. 294, 897-907.

Gelling, C., Dawes, I. W., Richhardt, N., Lill, R. and Muhlenhoff, U. (2008). Mitochondrial
Iba57p Is Required for Fe/S Cluster Formation on Aconitase and Activation of Radical SAM
Enzymes. Mol. Cell. Biol. 28, 1851-1861.

Gerber, J., Miihlenhoff, U. and Lill, R. (2003). An interaction between frataxin and Isul/Nfs1 that
is crucial for Fe/S cluster synthesis on Isul. EMBO Rep. 4, 906-11.

Green-Willms, N. S., Butler, C. A., Dunstan, H. M. and Fox, T. D. (2001). Pet111p, an inner
membrane-bound translational activator that limits expression of the Saccharomyces cerevisiae
mitochondrial gene COX2. J. Biol. Chem. 276, 6392—7.

Grivell, L. A, Artal-Sanz, M., Hakkaart, G., De Jong, L., Nijtmans, L. G. J., Van Oosterum, K.,
Siep, M. and Van Der Spek, H. (1999). Mitochondrial assembly in yeast. FEBS Lett. 452,
57-60.

Harner, M., Korner, C., Walther, D., Mokranjac, D., Kaesmacher, J., Welsch, U., Griffith, J.,
Mann, M., Reggiori, F. and Neupert, W. (2011). The mitochondrial contact site complex, a
determinant of mitochondrial architecture. EMBO J. 30, 4356-70.

25



He, S. and Fox, T. D. (1997). Membrane translocation of mitochondrially coded Cox2p: distinct
requirements for export of N and C termini and dependence on the conserved protein Oxalp.
Mol. Biol. Cell 8, 1449-1460.

Hell, K., Herrmann, J. M., Pratje, E., Neupert, W. and Stuart, R. a (1998). Oxalp, an essential
component of the N-tail protein export machinery in mitochondria. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.
A. 95, 2250-2255.

Hell, K., Tzagoloff, A., Neupert, W. and Stuart, R. A. (2000). Identification of Cox20p, a novel
protein involved in the maturation and assembly of cytochrome oxidase subunit 2. J. Biol.
Chem. 275, 4571-4578.

Herrmann, J. M., Stuart, R. A., Craig, E. A. and Neupert, W. (1994). Mitochondrial heat shock
protein 70, a molecular chaperone for proteins encoded by mitochondrial DNA. J. Cell Biol.
127, 893-902.

Herrmann, J. M., Neupert, W. and Stuart, R. A. (1997). Insertion into the mitochondrial inner
membrane of a polytopic protein, the nuclear-encoded Oxalp. EMBO J. 16, 2217-2226.

Hildenbeutel, M., Theis, M., Geier, M., Haferkamp, I., Neuhaus, H. E., Herrmann, J. M. and
Ott, M. (2012). The membrane insertase Oxal is required for efficient import of carrier proteins
into mitochondria. J. Mol. Biol. 423, 590-9.

Hoppins, S., Collins, S. R., Cassidy-Stone, A., Hummel, E., Devay, R. M., Lackner, L. L.,
Westermann, B., Schuldiner, M., Weissman, J. S. and Nunnari, J. (2011). A mitochondrial-
focused genetic interaction map reveals a scaffold-like complex required for inner membrane

organization in mitochondria. J. Cell Biol. 195, 323-40.

Horner, D. S., Heil, B., Happe, T. and Embley, T. M. (2002). Iron hydrogenases — ancient enzymes
in modern eukaryotes. Trends Biochem. Sci. 27, 148-153.

Horng, Y. C., Cobine, P. A., Maxfield, A. B., Carr, H. S. and Winge, D. R. (2004). Specific
copper transfer from the Cox17 metallochaperone to both Scol and Cox11 in the assembly of
yeast cytochrome c oxidase. J. Biol. Chem. 279, 35334-35340.

Chloupkova, M., LeBard, L. S. and Koeller, D. M. (2003). MDL1 is a high copy suppressor of
ATM1: Evidence for a role in resistance to oxidative stress. J. Mol. Biol. 331, 155-165.

26



Jan, P. S., Esser, K., Pratje, E. and Michaelis, G. (2000). Som1, a third component of the yeast
mitochondrial inner membrane peptidase complex that contains Impl and Imp2. Mol. Gen.
Genet. 263, 483-491.

Jia, L., Dienhart, M., Schramp, M., McCauley, M., Hell, K. and Stuart, R. A. (2003). Yeast Oxal
interacts with mitochondrial ribosomes: The importance of the C-terminal region of Oxal.
EMBO J. 22, 6438-6447.

Jia, L., Dienhart, M. K. and Stuart, R. A. (2007). Oxal directly interacts with Atp9 and mediates
its assembly into the mitochondrial F1Fo-ATP synthase complex. Mol. Biol. Cell 18, 1897-908.

Jiang, F., Ryan, M. T., Schlame, M., Zhao, M., Gu, Z., Klingenberg, M., Pfanner, N. and
Greenberg, M. L. (2000). Absence of cardiolipin in the crdl null mutant results in decreased
mitochondrial membrane potential and reduced mitochondrial function. J. Biol. Chem. 275,
22387-22394.

Jiang, F., Chen, M., Yi, L., de Gier, J.-W., Kuhn, A. and Dalbey, R. E. (2003). Defining the
Regions of Escherichia coli YidC That Contribute to Activity. J. Biol. Chem. 278, 48965-48972.

Kambacheld, M., Augustin, S., Tatsuta, T., Miiller, S. and Langer, T. (2005). Role of the novel
metallopeptidase MoP112 and saccharolysin for the complete degradation of proteins residing in
different subcompartments of mitochondria. J. Biol. Chem. 280, 20132-201309.

Keil, M., Bareth, B., Woellhaf, M. W., Peleh, V., Prestele, M., Rehling, P. and Herrmann, J. M.
(2012). Oxal-Ribosome Complexes Coordinate the Assembly of Cytochrome ¢ Oxidase in
Mitochondria. J. Biol. Chem. 287, 34484-34493.

Kiley, P. J. and Beinert, H. (2003). The role of Fe-S proteins in sensing and regulation in bacteria.
Curr. Opin. Microbiol. 6, 181-185.

Kim, R., Saxena, S., Gordon, D. M., Pain, D. and Dancis, A. (2001). J-domain protein, Jaclp, of
yeast mitochondria required for iron homeostasis and activity of Fe-S cluster proteins. J. Biol.
Chem. 276, 17524-32.

Kispal, G., Csere, P., Prohl, C. and Lill, R. (1999). The mitochondrial proteins Atmlp and Nfslp
are essential for biogenesis of cytosolic Fe/S proteins. EMBO J. 18, 3981-3989.

Kohler, R., Boehringer, D., Greber, B., Bingel-Erlenmeyer, R., Collinson, I., Schaffitzel, C. and
Ban, N. (2009). YidC and Oxal form dimeric insertion pores on the translating ribosome. Mol.
Cell 34, 344-53.

27



Kopec, K. O., Alva, V. and Lupas, A. N. (2010). Homology of SMP domains to the TULIP
superfamily of lipid-binding proteins provides a structural basis for lipid exchange between ER
and mitochondria. Bioinformatics 26, 1927-1931.

Kornmann, B., Currie, E., Collins, S. R., Schuldiner, M., Nunnari, J., Weissman, J. S. and
Walter, P. (2009). An ER-mitochondria tethering complex revealed by a synthetic biology
screen. Science 325, 477-81.

Kornmann, B., Osman, C. and Walter, P. (2011). The conserved GTPase Geml regulates

endoplasmic reticulum-mitochondria connections. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 108, 14151-6.

Koshiba, T., Holman, H. A., Kubara, K., Yasukawa, K., Kawabata, S., Okamoto, K.,
MacFarlane, J. and Shaw, J. M. (2011). Structure-function analysis of the yeast mitochondrial

Rho GTPase, Gemlp: implications for mitochondrial inheritance. J. Biol. Chem. 286, 354-62.

Kriiger, V., Deckers, M., Hildenbeutel, M., Van Der Laan, M., Hellmers, M., Dreker, C,,
Preuss, M., Herrmann, J. M., Rehling, P., Wagner, R., et al. (2012). The mitochondrial
oxidase assembly proteinl (Oxal) insertase forms a membrane pore in lipid bilayers. J. Biol.
Chem. 287, 33314-33326.

Kuchler, K., Daum, G. and Paltauf, F. (1986). Subcellular and submitochondrial localization of

phospholipid-synthesizing enzymes in Saccharomyces cerevisiae. J. Bacteriol. 165, 901-10.

Lange, H., Lisowsky, T., Gerber, J., Miihlenhoff, U., Kispal, G. and Lill, R. (2001). An essential
function of the mitochondrial sulfhydryl oxidase Ervlp/ALR in the maturation of cytosolic Fe/S
proteins. EMBO Rep. 2, 715-20.

Langer, T. (2000). AAA proteases: Cellular machines for degrading membrane proteins. Trends
Biochem. Sci. 25, 247-251.

Lee, J., Hofhaus, G. and Lisowsky, T. (2000). Ervlp from Saccharomyces cerevisiae is a FAD-
linked sulfhydryl oxidase. FEBS Lett. 477, 62—6.

Leighton, J. and Schatz, G. (1995). An ABC transporter in the mitochondrial inner membrane is
required for normal growth of yeast. EMBO J. 14, 188-95.

Leonhard, K., Herrmann, J. M., Stuart, R. A., Mannhaupt, G., Neupert, W. and Langer, T.
(1996). AAA proteases with catalytic sites on opposite membrane surfaces comprise a
proteolytic system for the ATP-dependent degradation of inner membrane proteins in
mitochondria. EMBO J. 15, 4218-29.

28



Leonhard, K., Stiegler, a, Neupert, W. and Langer, T. (1999). Chaperone-like activity of the
AAA domain of the yeast Ymel AAA protease. Nature 398, 348-351.

Lucken-Ardjomande, S., Montessuit, S. and Martinou, J.-C. (2008). Contributions to Bax
insertion and oligomerization of lipids of the mitochondrial outer membrane. Cell Death Differ.
15, 929-937.

Luirink, J., Samuelsson, T. and de Gier, J. W. (2001). YidC/Oxalp/Alb3: evolutionarily conserved
mediators of membrane protein assembly. FEBS Lett. 501, 1-5.

Manzella, L., Barros, M. H. and Nobrega, F. G. (1998). ARH1 of Saccharomyces cerevisiae: a
new essential gene that codes for a protein homologous to the human adrenodoxin reductase.
Yeast 14, 839-46.

Mesecke, N., Terziyska, N., Kozany, C., Baumann, F., Neupert, W., Hell, K. and Herrmann, J.
M. (2005). A disulfide relay system in the intermembrane space of mitochondria that mediates
protein import. Cell 121, 1059-609.

Moira Glerum, D., Shtanko, A. and Tzagoloff, A. (1996). SCO1 and SCO2 act as high copy
suppressors of a mitochondrial copper recruitment defect in Saccharomyces cerevisiae. J. Biol.
Chem. 271, 20531-20535.

Miihlenhoff, U., Stadler, J. A., Richhardt, N., Seubert, A., Eickhorst, T., Schweyen, R. J., Lill,
R. and Wiesenberger, G. (2003a). A Specific Role of the Yeast Mitochondrial Carriers
Mrs3/4p in Mitochondrial Iron Acquisition under Iron-limiting Conditions. J. Biol. Chem. 278,
40612-40620.

Miihlenhoff, U., Gerber, J., Richhardt, N. and Lill, R. (2003b). Components involved in assembly
and dislocation of iron-sulfur clusters on the scaffold protein Isulp. EMBO J. 22, 4815-25.

Miihlenhoff, U., Richter, N., Pines, O., Pierik, A. J. and Lill, R. (2011). Specialized function of
yeast Isal and Isa2 proteins in the maturation of mitochondrial [4Fe-4S] proteins. J. Biol. Chem.
286, 41205-41216.

Nagley, P. (1988). Eukaryote membrane genetics: the Fo sector of mitochondrial ATP synthase.
Trends Genet. 4, 46-52.

Nakai, T., Yasuhara, T., Fujiki, Y. and Ohashi, A. (1995). Multiple genes, including a member of
the AAA family, are essential for degradation of unassembled subunit 2 of cytochrome c oxidase
in yeast mitochondria. Mol. Cell. Biol. 15, 4441-4452.

29



Narahari, J., Ma, R., Wang, M. and Walden, W. E. (2000). The aconitase function of iron
regulatory protein 1: Genetic studies in yeast implicate its role in iron-mediated redox
regulation. J. Biol. Chem. 275, 16227-16234.

Netz, D. J. A., Pierik, A. J., Stiimpfig, M., Miihlenhoff, U. and Lill, R. (2007). The Cfd1-Nbp35
complex acts as a scaffold for iron-sulfur protein assembly in the yeast cytosol. Nat. Chem. Biol.
3, 278-86.

Netz, D. J. A., Stiimpfig, M., Doré, C., Miihlenhoff, U., Pierik, A. J. and Lill, R. (2010). Tah18
transfers electrons to Dre2 in cytosolic iron-sulfur protein biogenesis. Nat. Chem. Biol. 6,
758-65.

Netz, D. J. A., Stith, C. M., Stiimpfig, M., Kopf, G., Vogel, D., Genau, H. M., Stodola, J. L., Lill,
R., Burgers, P. M. J. and Pierik, A. J. (2012). Eukaryotic DNA polymerases require an iron-

sulfur cluster for the formation of active complexes. Nat. Chem. Biol. 8, 125-32.

Nowikovsky, K., Froschauer, E. M., Zsurka, G., Samaj, J., Reipert, S., Kolisek, M.,
Wiesenberger, G. and Schweyen, R. J. (2004). The LETM1/YOL027 gene family encodes a
factor of the mitochondrial K + homeostasis with a potential role in the Wolf-Hirschhorn
syndrome. J. Biol. Chem. 279, 30307-30315.

Osman, C., Haag, M., Potting, C., Rodenfels, J., Dip, P. V., Wieland, F. T., Briigger, B.,
Westermann, B. and Langer, T. (2009). The genetic interactome of prohibitins: Coordinated
control of cardiolipin and phosphatidylethanolamine by conserved regulators in mitochondria. J.
Cell Biol. 184, 583-596.

Ott, M. and Herrmann, J. M. (2010). Co-translational membrane insertion of mitochondrially
encoded proteins. Biochim. Biophys. Acta - Mol. Cell Res. 1803, 767—775.

Ott, M., Prestele, M., Bauerschmitt, H., Funes, S., Bonnefoy, N. and Herrmann, J. M. (2006).

Mbal, a membrane-associated ribosome receptor in mitochondria. EMBO J. 25, 1603-10.

Park, S., Gakh, O., O’Neill, H. A., Mangravita, A., Nichol, H., Ferreira, G. C. and Isaya, G.
(2003). Yeast frataxin sequentially chaperones and stores iron by coupling protein assembly
with iron oxidation. J. Biol. Chem. 278, 31340-31351.

Perlman, S., Abelson, H. T. and Penman, S. (1973). Mitochondrial protein synthesis: RNA with the
properties of Eukaryotic messenger RNA. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 70, 350-353.

30



Pfeiffer, K., Gohil, V., Stuart, R. A., Hunte, C., Brandt, U., Greenberg, M. L. and Schigger, H.
(2003). Cardiolipin Stabilizes Respiratory Chain Supercomplexes. J. Biol. Chem. 278, 52873—
52880.

Potting, C., Wilmes, C., Engmann, T., Osman, C. and Langer, T. (2010). Regulation of
mitochondrial phospholipids by Ups1/PRELI-like proteins depends on proteolysis and Mdm35.
EMBO J. 29, 2888-98.

Poutre, C. G. and Fox, T. D. (1987). PET111, a Saccharomyces cerevisiae nuclear gene required for
translation of the mitochondrial MRNA encoding cytochrome c¢ oxidase subunit Il. Genetics 115,
637-647.

Pratje, E., Mannhaupt, G., Michaelis, G., Beyreutherl, K. and Beyreuther, K. (1983). A nuclear
mutation prevents processing of a mitochondrially encoded membrane protein in Saccharomyces
cerevisiae. EMBO J. 2, 1049-1054.

Preuss, M., Leonhard, K., Hell, K., Stuart, R. a, Neupert, W. and Herrmann, J. M. (2001).
Mbal, a novel component of the mitochondrial protein export machinery of the yeast

Saccharomyces cerevisiae. J. Cell Biol. 153, 1085-96.

Rabl, R., Soubannier, V., Scholz, R., Vogel, F., Mendl, N., Vasiljev-Neumeyer, A., Korner, C.,
Jagasia, R., Keil, T., Baumeister, W., et al. (2009). Formation of cristae and crista junctions in
mitochondria depends on antagonism between Fcj1 and Su e/g. J. Cell Biol. 185, 1047-63.

Rainey, R. N., Glavin, J. D., Chen, H.-W., French, S. W., Teitell, M. A. and Koehler, C. M.
(2006). A new function in translocation for the mitochondrial i-AAA protease Ymel: import of

polynucleotide phosphorylase into the intermembrane space. Mol. Cell. Biol. 26, 8488-97.

Rak, M. and Tzagoloff, A. (2009). F1-dependent translation of mitochondrially encoded Atp6p and
Atp8p subunits of yeast ATP synthase. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 106, 18509-14.

Rawlings, N. D. and Barrett, A. J. (1995). Evolutionary families of metallopeptidases. Methods
Enzymol. 248, 183-228.

Rodriguez-Manzaneque, M. T., Tamarit, J., Belli, G., Ros, J. and Herrero, E. (2002). Grx5 is a
mitochondrial glutaredoxin required for the activity of iron/sulfur enzymes. Mol. Biol. Cell 13,
1109-1121.

Roseman, M. A. and Thompson, T. E. (1980). Mechanism of the spontaneous transfer of
phospholipids between bilayers. Biochemistry 19, 439-444.

31



Sesaki, H., Dunn, C. D, lijima, M., Shepard, K. a., Yaffe, M. P., Machamer, C. E. and Jensen,
R. E. (2006). Upslp, a conserved intermembrane space protein, regulates mitochondrial shape

and alternative topogenesis of Mgm1p. J. Cell Biol. 173, 651-658.

Schaedler, T. a, Thornton, J. D., Kruse, 1., Schwarzlinder, M., Meyer, A. J., van Veen, H. W.
and Balk, J. (2014). A Conserved Mitochondrial ATP-Binding Cassette Transporter Exports
Glutathione Polysulfide for Cytosolic Metal Cofactor Assembly. J. Biol. Chem. 289,
23264-23274.

Schilke, B., Voisine, C., Beinert, H. and Craig, E. (1999). Evidence for a conserved system for iron
metabolism in the mitochondria of Saccharomyces cerevisiae. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 96,
10206-11.

Schmidt, S., Strub, A., Réttgers, K., Zufall, N. and Voos, W. (2001). The two mitochondrial heat
shock proteins 70, Ssc1 and Ssql, compete for the cochaperone Mgel. J. Mol. Biol. 313, 13-26.

Schreiner, B., Westerburg, H., Forné, 1., Imhof, A., Neupert, W. and Mokranjac, D. (2012).
Role of the AAA protease Ymel in folding of proteins in the intermembrane space of
mitochondria. Mol. Biol. Cell 23, 4335-46.

Schultz, B. E. and Chan, S. I. (2001). Structures and proton-pumping strategies of mitochondrial
respiratory enzymes. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 30, 23-65.

Simbeni, R., Pon, L., Zinser, E., Paltauf, F. and Daum, G. (1991). Mitochondrial membrane
contact sites of yeast. Characterization of lipid components and possible involvement in

intramitochondrial translocation of phospholipids. J. Biol. Chem. 266, 10047-9.

Sipos, K., Lange, H., Fekete, Z., Ullmann, P., Lill, R. and Kispal, G. (2002). Maturation of
cytosolic iron-sulfur proteins requires glutathione. J. Biol. Chem. 277, 26944-9.

Souza, R. L., Green-willms, N. S., Fox, T. D., Tzagoloff, A. and Nobrega, F. G. (2000).
MEMBRANE TRANSPORT STRUCTURE FUNCTION AND BIOGENESIS : Cloning and
Characterization of COX18 , a Saccharomyces cerevisiae PET Gene Required for the Assembly
of Cytochrome Oxidase PET Gene Required for the Assembly of Cytochrome Oxidase *. 275,
1-6.

Sperka-Gottlieb, C. D., Hermetter, A., Paltauf, F. and Daum, G. (1988). Lipid topology and
physical properties of the outer mitochondrial membrane of the yeast, Saccharomyces
cerevisiae. Biochim. Biophys. Acta 946, 227-234.

32



Srinivasan, V., Netz, D. J. A., Webert, H., Mascarenhas, J., Pierik, A. J., Michel, H. and Lill, R.
(2007). Structure of the Yeast WD40 Domain Protein Cial, a Component Acting Late in Iron-
Sulfur Protein Biogenesis. Structure 15, 1246-1257.

Szyrach, G., Ott, M., Bonnefoy, N., Neupert, W. and Herrmann, J. M. (2003). Ribosome binding
to the Oxal complex facilitates co-translational protein insertion in mitochondria. EMBO J. 22,
6448-6457.

Taanman, J. W. and Capaldi, R. A. (1992). Purification of yeast cytochrome ¢ oxidase with a

subunit composition resembling the mammalian enzyme. J. Biol. Chem. 267, 22481-22485.

Takahashi, Y. and Tokumoto, U. (2002). A third bacterial system for the assembly of iron-sulfur
clusters with homologs in archaea and plastids. J. Biol. Chem. 277, 28380-3.

Tamura, Y., Endo, T., lijima, M. and Sesaki, H. (2009). Upslp and Ups2p antagonistically
regulate cardiolipin metabolism in mitochondria. J. Cell Biol. 185, 1029-1045.

Tamura, Y., lijima, M. and Sesaki, H. (2010). Mdm35p imports Ups proteins into the

mitochondrial intermembrane space by functional complex formation. EMBO J. 29, 2875-2887.

Tzagoloff, A. and Myers, a M. (1986). Genetics of mitochondrial biogenesis. Annu. Rev. Biochem.
55, 249-285.

Tzagoloff, A., Barrientos, A., Neupert, W. and Herrmann, J. M. (2004). Atp10p assists assembly
of Atp6p into the FO unit of the yeast mitochondrial ATPase. J. Biol. Chem. 279, 19775-80.

Uzarska, M. A., Dutkiewicz, R., Freibert, S.-A., Lill, R. and Miihlenhoff, U. (2013). The
mitochondrial Hsp70 chaperone Ssql facilitates Fe/S cluster transfer from Isul to Grx5 by
complex formation. Mol. Biol. Cell 24, 1830-41.

Wang, P. and Dalbey, R. E. (2011). Inserting membrane proteins: the YidC/Oxal/Alb3 machinery
in bacteria, mitochondria, and chloroplasts. Biochim. Biophys. Acta 1808, 866-75.

Weber, E. R., Hanekamp, T. and Thorsness, P. E. (1996). Biochemical and functional analysis of
the YMEL gene product, an ATP and zinc-dependent mitochondrial protease from S. cerevisiae.
Mol. Biol. Cell 7, 307-317.

Wollman, Minai and Nechushtai (1999). The biogenesis and assembly of photosynthetic proteins in
thylakoid membranesl. Biochim. Biophys. Acta 1411, 21-85.

33



Young, L., Leonhard, K., Tatsuta, T., Trowsdale, J. and Langer, T. (2001). Role of the ABC
transporter MdI1 in peptide export from mitochondria. Science 291, 2135-8.

Zeng, X., Barros, M. H., Shulman, T. and Tzagoloff, A. (2008). ATP25, a new nuclear gene of
Saccharomyces cerevisiae required for expression and assembly of the Atp9p subunit of
mitochondrial ATPase. Mol. Biol. Cell 19, 1366-77.

Zhang, Y., Lyver, E. R., Nakamaru-Ogiso, E., Yoon, H., Amutha, B., Lee, D.-W., Bi, E,,
Ohnishi, T., Daldal, F., Pain, D., et al. (2008). Dre2, a conserved eukaryotic Fe/S cluster
protein, functions in cytosolic Fe/S protein biogenesis. Mol. Cell. Biol. 28, 5569-82.

Zheng, L., Cash, V. L., Flint, D. H. and Dean, D. R. (1998). Assembly of iron-sulfur clusters.
Identification of an iscSUA-hscBA-fdx gene cluster from Azotobacter vinelandii. J. Biol. Chem.
273, 13264-72.

Zick, M., Duvezin-Caubet, S., Schiifer, A., Vogel, F., Neupert, W. and Reichert, A. S. (2009).
Distinct roles of the two isoforms of the dynamin-like GTPase Mgm1 in mitochondrial fusion.
FEBS Lett. 583, 2237-43.

34



