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Strukturalne podstawy funkcjonalnej wspolpracy bialek
zaangazowanych w procesowanie starterow RNA podczas
replikacji mitochondrialnego DNA
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Ludzkie mitochondrialne DNA (mtDNA) to kolista, dwuniciowa czasteczka DNA o dtugosci
16,6 kilopar zasad, ktorej replikacja 1 utrzymanie sg niezbedne dla funkcjonowania komorki;
mutacje w mtDNA prowadzg do cigzkich chorob. System replikacji mtDNA r6zni si¢ od
replikacji jadrowej, poprzez wykorzystanie biatek dedykowanych mitochondriom. W
powszechnie cytowanym modelu wypierania nici, synteza nici wiodgcej rozpoczyna si¢ na
poczatku replikacji nici cigzkiej. Gdy dwie trzecie genomu zostanie zreplikowane, odstaniany
jest poczatek replikacji nici lekkiej, tworzac strukture petli typu stem-loop. Po zakonczeniu
replikacji startery RNA na koncach 5’ nowo zsyntetyzowanych nici muszg zosta¢ usuni¢te.
Defekty w tym procesie mogg prowadzi¢ do powstawania patogennych czasteczek mtDNA,
skutkujac r6znorodnymi chorobami mitochondrialnymi. Ostatnie badania dotyczace terminacji
replikacji mtDNA zidentyfikowaly funkcjonalne interakcje migdzy rybonukleaza H1 (RNaza
HT1), mitochondrialng egzonukleazg 5' G (EXOG) i polimerazg DNA Pol vy, jednak doktadny
mechanizm usuwania starterow RNA w ludzkich mitochondriach pozostaje jedynie czgSciowo
zdefiniowany. W celu zbadania molekularnych podstaw dwoch odrebnych interakcji z RNaza
HI, niniejsza rozprawa ma na celu wyjasnienie funkcjonalnego oddzialywania RNazy HI1 z
EXOG w procesowaniu koncowym primerow RNA oraz wspdldziatania RNazy H1 z Pol vy
podczas replikacji. W badaniach wykorzystano testy biochemiczne 1 kinetyczne, w tym
powierzchniowy rezonans plazmonowy (SPR) i interferometri¢ biowarstwowa (BLI), analizg
mutacyjng, modelowanie strukturalne za pomoca AlphaFold, krystalografi¢ rentgenowska oraz

mikroskopi¢ krioelektronowg (cryo-EM).

W pierwszej czesci projektu, zbadatem funkcjonalne oddziatywanie migdzy RNaza HI a
EXOG. Za pomoca SPR zmapowatem gléwng powierzchni¢ interakcji w domenie
katalitycznej RNazy H1. W biochemicznej rekonstytucji potwierdzitem, ze ta interakcja jest
istotna funkcjonalnie, gdyz do catkowitego wycigcia starterow RNA in vitro wymagane byty
oba, wspdlnie dzialajace enzymy, czego nie udato si¢ osiggna¢ przez zadne z biatek osobno.
Ponadto EXOG byta w stanie czeéciowo przywroci¢c uposledzong aktywno$¢

chorobotworczego wariantu RNazy H1 co moze sugerowaé znaczenie kliniczne. W celu
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zbadania strukturalnych podstaw tego oddzialywania zastosowalem zintegrowane podejscie,
taczace proby krystalizacji z predykcjami AlphaFold2 Multimer. Chociaz krystalografia nie
pozwolila na rozwigzanie struktury kompleksu, modelowanie komputerowe zidentyfikowato
kluczowe reszty na powierzchni interakcji, ktore nastepnie zweryfikowatem za pomoca

mutagenezy ukierunkowanej i testow aktywnosci biochemiczne;.

W drugiej czesci rozprawy badatem wspotdziatanie RNazy H1 z Pol y. W eksperymentach
SPR pokazatem bezposrednig interakcje pomiedzy obydwoma biatkami, w ktoérej posredniczy
domena katalityczna RNazy H1. Uzyskane przeze mnie wyniki pokazujg, ze synteza DNA
poprzez Pol y stymuluje RNaze H1 do catkowitego usunigcia starterow. Ponadto, katalitycznie
nieaktywny wariant RNazy H1 zatrzymywal Pol y w trakcie syntezy DNA, dzialajac jako
fizyczna przeszkoda. Podczas gdy dowody biochemiczne wspieraja istnienie
trojsktadnikowego  kompleksu,  mikroskopia cryo-EM  wykazatla  heterogennos¢
konformacyjng, ktéra uniemozliwita wysokorozdzielcza wizualizacje RNazy HI. Aby
rozwigza¢ ten problem, wykonatem predykcje za pomocg AlphaFold3, co umozliwito mi
uzyskanie wiarygodnego modelu kompleksu zgodnego z danymi biochemicznymi. Dane
strukturalne 1 biochemiczne zasugerowaly okreslong organizacje przestrzenng, ktora
umozliwia koordynacj¢ podczas terminacji replikacji mtDNA. Lacznie, wyniki te dostarczyly
dowodow na istnienie komplementarnych mechanizméw, za pomoca ktorych RNaza HI
koordynuje dzialanie z réznymi partnerami enzymatycznymi, aby zapewni¢ calkowite

usunigcie starterow RNA 1 terminacj¢ replikacji w ludzkich mitochondriach.

Niniejsza praca okresla specyficzne warunki biochemiczne, w ktérych RNaza H1 jest zdolna
do catkowitego cigcia startera RNA in vitro, dajac podstawy do glebszego zrozumienia
dotychczas niewyjasnionych proceséw. Integrujac dowody strukturalne, biochemiczne i
kinetyczne, niniejsza rozprawa poszerza dostepng wiedze w zakresie dojrzewania
mitochondrialnych starterow RNA 1 podkresla, w jaki sposob aktywno$¢ RNazy HI1

przyczynia si¢ do terminacji replikacji i stabilnos$ci genomu mitochondrialnego.



