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Праймаза-полимераза PrimPol человека – ключевой участник механизма реинициации синтеза 
ДНК при остановке репликативной вилки на поврежденных участках. PrimPol обладает ДНК-
праймазной активностью и синтезирует ДНК-праймеры, которые используются процессивными 
ДНК-полимеразами для продолжения репликации. Привлечение PrimPol к поврежденному участку 
ДНК, а также активация каталитической активности PrimPol происходят за счет взаимодействия 
с репликативным белком А (RPA), связывающим оцДНК. В С-концевом домене PrimPol расположен 
отрицательно заряженный мотив связывания с RPA (RBM, RPA-binding motif), мутации которого 
нарушают взаимодействие двух белков. Мотив RBM участвует также в  негативной регуляции 
взаимодействия PrimPol c ДНК. Делеция RBM резко повышает аффинность PrimPol к  ДНК 
и активность PrimPol. Механизм опосредованной RBM регуляции активности PrimPol не установлен. 
Свой вклад во взаимодействие PrimPol c RPA и ДНК потенциально может вносить относительно 
сильный отрицательный заряд RBM. В RBM можно отдельно выделить участки RBM-A и RBM-B. 
В  представленной работе мы дополнительно добавили (замена V546E) или понизили (замена 
D547H) отрицательный заряд в  RBM-B PrimPol и  биохимически охарактеризовали мутантные 
варианты. Показано, что локальное изменение заряда RBM-B не влияет на взаимодействие PrimPol 
с ДНК и RPA, а также на каталитическую активность фермента.
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ВВЕДЕНИЕ
Праймаза-полимераза PrimPol человека 

впервые была охарактеризована в  2013 году 
[1–3]. Будучи ДНК-зависимой ДНК-поли
меразой, PrimPol синтезирует также прай
меры de novo [1]. PrimPol, как и  репликатив
ная РНК-праймаза человека, относится к  су
персемейству археоэукариотических праймаз, 
представленных у  эукариот, архей и  ряда 
вирусов [4]. Однако в  отличие от реплика-
тивной РНК-праймазы PrimPol синтезирует 
ДНК-праймеры [1]. В качестве инициаторного 
нуклеотида PrimPol преимущественно исполь
зует ATP, но при дальнейшем синтезе прай

мера с  большей эффективностью включает 
дезоксирибонуклеотиды, чем рибонуклеотиды 
[1, 5] PrimPol действует преимущественно на 
лидирующей цепи [6, 7] в поврежденных участках 
ДНК [8–10] . PrimPol поддерживает стабильность 
генома как в ядре, так и в митохондриях. Нару
шение функционирования PrimPol приводит 
к  снижению скорости пролиферации клеток, 
нарушению клеточного цикла, накоплению 
хромосомных аберраций и подавлению репли
кации митохондриальной ДНК [1–3, 11–14]. 
Предполагается, что мутации PrimPol связаны 
с  развитием офтальмологических заболеваний 
у человека [15–18], усилением митохондриальной 
токсичности противовирусных препаратов [19] 
и  повышением устойчивости клеток к  химио
терапевтическим препаратам [20, 21].

Сокращения: RPA – репликативный белок А, RBM – 
мотив связывания с RPA (RPA-binding motif).
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PrimPol состоит из N-концевого катали
тического и C-концевого регуляторного доменов 
[1, 22–24]. С-концевой домен включает мотив 
цинкового пальца (ZnFn), необходимый для 
праймазной активности, и  мотив связывания 
с  белком RPA (replicative protein A)  – RBM 
(RPA-binding motif) [1, 22]. RPA является одним 
из ключевых регуляторов активности PrimPol, 
привлекая ее к  участкам повреждения ДНК 
и стимулируя каталитическую активность [9, 10, 
24]. В RBM PrimPol выделяют два отрицательно 
заряженных участка  – RBM-A (остатки 513–
527) и RBM-B (остатки 546–560), которые вза-
имодействуют с  положительно заряженным 
участком субъединицы RPA1 размером 70 кДа 
(RPA70N) [9]. Согласно структуре RBM PrimPol 
в комплексе с  RPA70N, ключевыми остатками 
PrimPol, участвующими в образовании солевых 
мостиков и гидрофобных связей между белками 
являются Asp519, Ile517 и  Phe522 RBM-A 
и Glu548, Asp551 и Ile554 RBM-B [9]. Мутации 
RBM-А D519R/F522A и  RBM-B D551R/I554A 
снижают эффективность взаимодействия Prim-
Pol с  RPA и  нарушают привлечение PrimPol 
к  участкам повреждения ДНК [9]. Показано, 
что одиночные полиморфные замены в RBM-A 
(F522V) и RBM-B (I554T), обнаруженные у па-
циентов с аденокарциномой и лимфомой, также 
снижают эффективность связывания RBM 
PrimPol с белком RPA [9].

Ранее мы показали, что RBM играет роль 
в негативной регуляции взаимодействия PrimPol 
c ДНК. Делеция RBM значительно повышает 
каталитическую активность и  аффинность 
PrimPol к ДНК, при этом взаимодействие с RPA 
нарушается [24]. Однако механизм RBM-опо
средованной регуляции PrimPol не установлен. 
Можно предположить, что отрицательный заряд 
RBM вносит определенный вклад в негативную 
регуляцию работы PrimPol, препятствуя эффек
тивному связыванию PrimPol с  отрицательно 
заряженной ДНК. В  свою очередь, связыва
ние RBM с  белком RPA может устранять 
электростатические препятствия, стимулируя 
связывание с ДНК. 

В данной работе нами изучено влияние 
локальной замены заряда в RBM-B на взаимо
действие PrimPol с ДНК и RPA. С этой целью 
мы дополнительно ввели (замена V546E) или 
убрали (замена D547H) отрицательный заряд 
в  RBM-B PrimPol и  охарактеризовали му-
тантные варианты биохимически. Выбранные 
остатки расположены в  мотиве RBM-B 
PrimPol рядом с  остатком Glu548, участвую-
щим в  электростатическом взаимодействии 
с  остатком Arg91 субъединицы RPA70 [9]. 
Полученные данные указывают на то, что ло
кальное изменение заряда одного амино

кислотного остатка RBM-B не вносит значимого 
вклада в связывание PrimPol с ДНК и RPA.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Экспрессия и  очистка белков. Мутантные 

варианты PrimPol человека получены с помощью 
сайт-направленного мутагенеза (приложение 1, 
см. Дополнительные материалы в электронном 
виде по DOI статьи и  на сайте http://www.
molecbio.ru/downloads/2024/5/supp_Manuk-
yan_rus.pdf). PrimPol дикого типа и мутантные 
варианты, слитые на N-конце с  GST-тагом, 
экспрессировали в  клетках Escherichia coli 
(штамм Rosetta 2) и очищали согласно [25]. Бе
лок RPA получен по протоколу, описанному 
ранее [26].

ДНК-олигонуклеотидные субстраты. Не-
меченые праймеры и  ДНК-матрицы синте-
зированы компанией “Евроген” (Москва, 
Россия). Олигонуклеотид р-р-р-12, содержащий 
5ʹ-концевой аденозинтрифосфат, синтезировали 
ферментативно, как описано ранее [24]. Для 
получения ДНК-субстрата для тестирования 
ДНК-полимеразной активности Primer-18 
метили по 5ʹ-концу [γ-32P]ATP с  помощью 
полинуклеотидкиназы Т4 (“СибЭнзайм”, Рос-
сия) и отжигали с Template-55 в молярном со-
отношении 1:1.1, нагревая до 75°С и медленно 
охлаждая до комнатной температуры. Для полу-
чения ДНК-субстрата для анализа связывания 
PrimPol с  ДНК праймер р-р-р-12 отжигали 
с  Template-ACCTG в  молярном соотношении 
1:1.1, нагревая до 75°С и медленно охлаждая до 
комнатной температуры. Последовательности 
олигонуклеотидов, использованных в  работе, 
представлены в табл. 1.

Реакции удлинения праймера. Реакции уд-
линения праймера проводили в  реакционных 
смесях объемом 20 мкл, содержащих 40 мМ 
Hepes (рН 7.0), 8% глицерина, 0.1 мг/мл БСА, 
10 мМ MgCl2, 20 нМ ДНК-субстрата прай-
мер: матрица, 200 мкМ dNTP и  100–800 нМ 
PrimPol. Реакции инициировали добавлением 
dNTP и инкубировали (время инкубации указа-
но в  подписях к  рисункам) при 37°С. Реакции 
останавливали, добавляя 20 мкл буфера для на-
несения на гель, содержащего 95% формамида, 
10 мМ EDТА и  0.1% бромфенолового синего. 
Продукты синтеза ДНК разделяли в  20%-ном 
полиакриламидном геле (ПААГ), содержащем 
7 М  мочевину, и  визуализировали на приборе 
Typhoon 9400 (“GE Healthcare”, CША). Экспе-
рименты повторяли 3 раза. Определяли процент 
удлинения праймера для каждой реакции (от 
всех полос синтеза ДНК). Средние значения 
и  стандартные ошибки указаны на графиках 
и диаграммах. 
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Расчет наблюдаемой константы полимеризации. 
Для определения скорости синтеза ДНК реак-
ции удлинения праймера останавливали через 
различные промежутки времени (2–120 мин, 
как указано в  подписях к  рисункам). Реакци-
онные смеси содержали 20 нМ ДНК-субстрата 
праймер:матрица, 200 мкМ PrimPol, 200 мкМ 
dNTP, 10 мМ MgCl2. Расчет параметра kobs 
кинетики удлинения праймера проводили по 
экспоненциальному уравнению: A = Amax ×  
×   [1 − exp(−kobs × t)] с использованием нели
нейной регрессии, где А  – эффективность 
удлинения праймера (наблюдаемый % удли
нения праймера), Amax  – максимальное 
удлинение праймера, kobs – наблюдаемая кон-
станта удлинения праймера первого порядка, t – 
время реакции. Расчеты проводили в программе 
GraphPad Prism 8. Эксперименты повторяли 
3 раза.

Синтез ДНК de novo. ДНК-праймазную 
активность PrimPol тестировали в реакционной 
смеси объемом 6 мкл, содержащей 40 мМ Hepes 
(рН 7.0), 8% глицерина, 0.1 мг/мл БСА, 1 мМ 
MnCl2, 2 мкМ немеченой матрицы ACCTG, по 
200 мкМ dGTP, dCTP, dTTP или только dGTP, 
10 мкМ АТP, 30 нМ [γ-32P]ATP и 2 мкМ Prim-
Pol. Реакции инициировали добавлением dNTP 
и  инкубировали при 30°С в  течение времени, 
указанного на рисунках. Реакции останав-
ливали, добавляя равный объем буфера для 
нанесения на гель. Продукты синтеза ДНК 
разделяли в  30%-ном ПААГ, содержащем 7  М 
мочевину, и  визуализировали на приборе Ty-
phoon 9400 (“GE Healthcare”). Эксперименты 
повторяли 3 раза.

Анализ подвижности комплекса в  нативном 
геле. Связывание PrimPol с  ДНК-субстратом, 
состоящим из праймера р-р-р-12, отожженного 
на Template-ACCTG-Cy-5, проводили в  сме-
си объемом 20 мкл, содержащей 40 мМ Hepes 
(рН 7.0), 50 мМ KCl, 1 мМ ДТТ, 5% глицерина, 

0.1 мг/мл БСА, 1 мМ MnCl2, 100 нМ ДНК-суб-
страта и 300–3000 нМ PrimPol. Смеси инкуби-
ровали при 24°С в течение 20 мин. 

Чтобы проанализировать влияние замен 
на взаимодействие PrimPol с  RPA, 25 нМ 
RPA преинкубировали с  50 нМ 32Р-меченой 
матрицей АCCTG-55 при 8°С в течение 30 мин. 
Затем добавляли 300–3000 нМ PrimPol, 200 мкМ 
dNTP и  инкубировали в  течение еще 30 мин 
при 8°С. Смеси наносили на 5%-ный нативный 
ПААГ. Комплексы отделяли от свободной ДНК 
в 0.5× Трис-глициновом буфере (12.5 мМ Трис, 
96 мМ глицин, рН 8.3) при 10 В/см и 4°С. Гель 
визуализировали на приборе Typhoon 9400 (“GE 
Healthcare”). Эксперименты повторяли 3 раза.

Соосаждение белков. Для анализа фи-
зического взаимодействия RPA и  PrimPol 
проводили соосаждение белков. Праймазу-
полимеразу PrimPol, слитую с  GST-тагом на 
N-конце, экспрессировали в  500 мл культуры 
E. coli и  иммобилизировали на GST-сефарозе. 
Связывание иммобилизованной PrimPol 
с RPA проводили в реакциях объемом 500 мкл, 
содержащих 30 мМ Hepes (рН 7.0 или 7.4), 5% 
глицерина, 150 мМ KCl, 0.05% NP40, 1  мМ 
ДТТ, 20 мкл GST-сефарозы с  GST-Prim-
Pol, 100 нМ RPA, в  течение 60 мин при 4°С 
и  слабом перемешивании. Сорбент осаждали 
центрифугированием (500 об/мин, 4°С, 3 мин), 
буфер отбирали. Сорбент промывали 3 раза: 
1  раз буфером для связывания (150 мМ KCl) 
и  2 раза буфером, содержащим 600  мМ KCl. 
Затем к  сорбенту добавляли 30 мкл буфера 
для связывания и 8 мкл буфера для нанесения 
на гель, содержащего 32 мМ Трис, 1% сульфо
додецилсульфата натрия (SDS), 3% глицерина, 
1 мМ EDТА, 50 мМ ДТТ и  0.1% бромфеноло-
вого синего. Пробы прогревали (95°С, 10 мин) 
и разделяли в денатурирующем 13%-ном SDS-
ПААГ. Гель окрашивали коллоидным раствором 
Coomassie Brilliant Blue G-250.

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

Название Нуклеотидная последовательность

Primer-18 5ʹ-CGGTATCCACCAGGTCTG

Template-55 5ʹ-GACTACATTTCATCTGGCTTGGGCTTCATCGTTGTCGCAGACCTGGTGGATACCG

Primer-32 5ʹ-ACGATGAAGCCCAAGCCAGATGAAATGTAGTC

Template-ACCTG 5ʹ-AAAAAAAAAACCTGAAAAAAAAAA

Template-ACCTG-55 5ʹ-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCTGAAAAAAAAAA

р-р-р-12 5ʹ-ррр-AGGTTTTTTTTT

Template-ACCTG-Cy5 5ʹ-Cy-5-AAAAAAAAAACCTGAAAAAAAAAA
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остатков аспарагиновой и глутаминовой кислот 
(рис. 1а). Одновременная замена нескольких 
отрицательно заряженных остатков может 
вызвать значительный неспецифический 
негативный эффект на фолдинг белка, тогда 
как потеря или добавление одного остатка 
с  меньшей вероятностью приведет к  резкому 
нарушению структуры, но может повлиять на 
взаимодействие PrimPol с ДНК и/или RPA. Для 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Варианты PrimPol V546E и D547H  
не отличаются от белка дикого типа  

по уровню каталитической активности

Выравнивание аминокислотных последо
вательностей показало, что RBM-A и  RBM-B 
содержат по 5–6 отрицательно заряженных 

Рис. 1. Сравнение каталитической активности PrimPol дикого типа и вариантов V546E и D547H. а – Выравнивание 
аминокислотных последовательностей RBM-A и  RBM-B PrimPol из организмов разных таксонов. Красным 
отмечены отрицательно заряженные остатки Asp и Glu. Оранжевыми звездами отмечены остатки PrimPol, образу-
ющие связи с субъединицей RPA70, согласно структуре [9]. б – ДНК-полимеразная активность PrimPol и вариантов 
с  заменами V546E и  D547H. Реакции проводили в  присутствии 20/50/100/200/400/800 нМ PrimPol в  течение 
10 мин. в – ДНК-полимеразная активность PrimPol и ее вариантов в зависимости от времени реакции, а также 
значения параметра kobs. Реакции проводили в присутствии 200 нМ PrimPol в течение 2/5/10/30/60/120 мин. г – 
Общая ДНК-праймазная активность PrimPol и вариантов с заменами V546E и D547H. Реакции проводили в при-
сутствии [γ-32P]ATP, ATP, dGTP и dTTP в течение 30/60/90 мин. д – Образование динуклеотида PrimPol дикого 
типа и вариантами V546E и D547H. Реакции проводили в присутствии [γ-32P]ATP, ATP и dGTP в течение 30 мин.

5’-AGGG...5’-AGGTTT TTT TTTT
3’-AAAAAAAAAAGTCCAAAAAAAAAA-5’ 3’-AAAAAAAAAAGTCCAAAAAAAAAA-5’
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же скорость катализа, как и белок дикого типа 
(рис. 1в, дорожки 8–13 и 14–19).

Исследование ДНК-праймазной активности 
проводили на оцДНК-субстрате, содержащем 
сайт связывания праймаз GTCC, [γ-32P]ATP 
в  качестве инициаторного нуклеотида и  ATP/
dGTP/dTTP или ATP/dGTP для анализа 
общей праймазной активности и  образования 
динуклеотида соответственно. ДНК-праймазная 
активность вариантов V546E и D547H PrimPol 
также не отличалась от активности фермента 
дикого типа, что выражалось в  одинаковой 
эффективности синтеза полноразмерного ДНК-
продукта (рис. 1г) и одинаковой эффективности 
синтеза первого динуклеотида при синтезе ДНК 
de novo (рис. 1д). Таким образом, каталитическая 
активность вариантов PrimPol с заменами V546E 
и D547H не отличались от активности PrimPol 
дикого типа.

Замены V546E и D547H в RBM-B PrimPol  
не влияют на взаимодействие PrimPol  

с ДНК и RPA

Способность к  связыванию ДНК и  RPA 
PrimPol дикого типа и ее вариантов исследовали 
с помощью анализа сдвига комплекса белок:ДНК 
в 5%-ном нативном геле. 

При анализе связывания с ДНК использовали 
дцДНК-субстрат, в  котором праймер несет 
5ʹ-концевой аденозинтрифосфат, необходимый 
для стабилизации С-концевого мотива ZnFn. 
Замены V546E и  D547H не оказали влияния 
на связывание PrimPol с ДНК (рис. 2, дорожки 
5–10). Комплексы PrimPol:ДНК с  одинаковой 

WT  V546E  D547H

PrimPol, мкМ

WT  
V546E  
D547H

PrimPol, нМ

Комплексы
PrimPol:ДНК

ДНК
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

ppp 5'- -AGGTTTTTTTTTTT-3'  ppp
3'-AAAAAAAAAAGTCCAAAAAAAAAA- -5'Cy5

С
вя

за
нн

ая
 Д

Н
К

, % 60

40

20
0.3 1 3

Рис. 2. Анализ сдвига комплекса PrimPol дикого типа и вариантов с заменами V546E и D547H с ДНК в нативном 
геле. Представлены средние значения и стандартные ошибки.

анализа были выбраны остатки Val546 и Asp547, 
расположенные в  мотиве RBM-B PrimPol ря-
дом с  Glu548, который участвует в  электро-
статическом взаимодействии с  остатком Arg91 
субъединицы RPA70 и  является одним из са-
мых важных остатков, стабилизирующих взаи-
модействие PrimPol-RPA [1, 9, 10]. Интересно 
отметить, что в  положениях 546 и  547 RBM-B 
у разных организмов могут находиться остатки, 
отличные от Val546 и Asp547 в PrimPol человека 
(рис. 1а). Вместо Val546 у некоторых организмов 
встречается дополнительный отрицательно 
заряженный остаток Glu, а  вместо Asp547  – 
Val. Мы получили варианты PrimPol человека 
с  заменами V546E и  D547H и  исследовали их 
праймазную и ДНК-полимеразную активности, 
а также взаимодействие с ДНК и RPA. Варианты 
PrimPol человека получены с  помощью сайт-
направленного мутагенеза, экспрессированы 
и выделены из клеток E. coli (приложение 2, см. 
электронное приложение).

ДНК-полимеразную активность исследовали 
с помощью анализа реакций удлинения меченого 
праймера на дцДНК-субстрате праймер:матрица 
в присутствии dNTP. Об активности фермента 
судили по удлинению меченого праймера 
(%) и  по длине продуктов синтеза ДНК. 
Активность вариантов PrimPol и  белка дикого 
типа сравнивали в  реакциях с  возрастающей 
концентрацией фермента (20–800 нМ, 10 мин). 
Сравнительное тестирование показало, что ва-
рианты V546E и  D547H PrimPol имеют такой 
же уровень ДНК-полимеразной активности, 
как белок дикого типа (рис. 1б, дорожки 8–13 
и  14–19). Анализ кинетики ДНК-полимераз-
ных реакций (время реакции 2–120 мин) так-
же показал, что варианты PrimPol имеют такую 



845

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 5 2024

ТОЧЕЧНЫЕ МУТАЦИИ V546E И D547H

эффективностью образовывали PrimPol дикого 
типа и варианты с заменами V546E и D547H.

Влияние замен на взаимодействие PrimPol 
с  RPA определяли, анализируя образование 
тройного комплекса RPA:ДНК:PrimPol (рис. 3а). 
В  этом эксперименте использовали дцДНК-
субстрат с  выступающим одноцепочечным 
участком и праймером, не содержащим 5`-конце

вую трифосфатную группу, но в  присутствии 
dNTP в  реакции. PrimPol добавляли к  ДНК, 
прединкубированной с RPA. На данном ДНК-
субстрате мутации V546E и  D547H также не 
оказали влияния на связывание PrimPol с ДНК 
(рис. 3а, левая панель). Наконец, анализ 
образования тройного комплекса RPA:Д-
НК:PrimPol в нативном геле также подтвердил 
отсутствие влияния замен V546E и  D547H на 

Рис. 3. Анализ влияния замен V546E и D547H на взаимодействие PrimPol с репликативным белком RPA. а – 
Образование тройного комплекса RPA:ДНК:PrimPol в 5%-ном нативном геле. б –Электрофореграмма реакций 
удлинения праймера. ДНК-полимеразные реакции проводили в присутствии 100 нМ PrimPol или ее вариантов 
в  течение 5/10/30 мин. в  – Графики, отражающие эффективность удлинения праймера в  зависимости от 
времени реакции. Представлены средние значения и стандартные ошибки. г – Соосаждение PrimPol дикого типа 
и вариантов V546E и D547H с белком RPA. Красной стрелкой обозначено положение полосы субъединицы RPA70, 
образовавшей комплекс с GST-PrimPol.

Праймер
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взаимодействие PrimPol с RPA. PrimPol дикого 
типа и ее варианты с высокой эффективностью 
образовывали комплекс с RPA на ДНК (рис. 3а, 
дорожки 12–20). Эффективное связывание RPA 
вариантами PrimPol с заменами V546E и D547H 
показано также с  помощью соосаждения RPA 
на сорбенте с иммобилизованной GST-PrimPol 
(рис. 3г, дорожки 7–9).  

Влияние замен V546E и D547H на стимуляцию 
ДНК-полимеразной активности PrimPol белком 
RPA изучали с  помощью реакций удлинения 
праймера в присутствии или в отсутствие RPA 
(рис. 3б,в дорожки 2–19). Тестирование ДНК-
полимеразной активности PrimPol показало, что 
RPA одинаково стимулирует активность PrimPol 
дикого типа и  вариантов с  заменами V546E 
и D547H (рис. 3б,в). Изменение эффективности 
стимуляции активности мутантных вариантов 
PrimPol белком RPA не обнаружено также и при 
анализе активности PrimPol по вытеснению 
цепи ДНК (приложение 3, см. электронное при-
ложение). 

Таким образом, замены V546E и  D547H не 
влияют на взаимодействие PrimPol с RPA, и ак
тивность вариантов с этими заменами не отли
чается от активности белка дикого типа. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
RPA является ключевым белком-регуля

тором активности PrimPol [8, 10, 24, 27]. RPA 
стимулирует каталитическую активность Prim-
Pol [9, 10, 24, 28, 29] и участвует в привлечении 
PrimPol к сайтам повреждений геномной ДНК 
в  клетках после УФ-облучения [9]. Мутации 
RBM приводят к  снижению эффективности 
взаимодействия PrimPol и  RPA и  блокируют 
привлечение PrimPol к  участкам повреждений 
ДНК [9, 24]. При этом делеция RBM резко 
повышает как аффинность PrimPol к  ДНК, 
так и  каталитическую активность фермента 
независимо от наличия RPA [24]. 

Структурные исследования RBM (остат-
ки Asp519, Ile517 и  Phe522 RBM-A и  остатки 
Asp551, Glu548 и  Ile554 RBM-B) в  комплексе 
с  RPA70 показали, что во взаимодействии 
PrimPol с  RPA важную роль играют электро
статические взаимодействия между отри
цательно заряженными остатками RBM PrimPol 
и  положительно заряженными остатками 
субъединицы RPA70N [9]. Однако молеку
лярный механизм RBM-опосредованной регу
ляции активности PrimPol белком RPA не до 
конца ясен, поскольку не расшифрована пол-
норазмерная структура PrimPol. Как делеция 
RBM, так и взаимодействие RBM с RPA могут, 
предположительно, приводить к существенным 
конформационным перестройкам молекулы 

PrimPol. Нейтрализация отрицательного заряда 
RBM при связывании с RPA также может вносить 
вклад в  достижение каталитически активного 
состояния. С целью проверки этой гипотезы мы 
изучили влияние локального изменения заряда 
RBM-B PrimPol на взаимодействие с  ДНК 
и  RPA. Для анализа были выбраны остатки 
Val546 и  Asp547, расположенные в  RBM-B-
мотиве PrimPol рядом с  остатком Glu548, 
который участвует в электростатическом взаи
модействии с  остатком Arg91 субъединицы 
RPA70 и  является одним из ключевых остат
ков, стабилизирующих взаимодействие 
PrimPol-RPA [1, 9, 10]. Для локального изме
нения заряда добавляли дополнительный 
отрицательный остаток (замена V546E) или 
заменяли отрицательно заряженный остаток 
положительным гистидином (замена D547H). 
Теоретическая расчетная изоэлектрическая 
точка (pI) интактного RBM-B составляла 
3.354, введение замены V546E снизило данное 
значение до 3.282, а  введение замены D547H 
повысило pI до 3.807.

Варианты PrimPol V546E и  D547H не 
отличаются от белка дикого типа ни по уровню 
ДНК-праймазной и ДНК-полимеразной актив
ностей, ни по эффективности связывания 
ДНК и  RPA. Таким образом, несмотря на то 
что удаление всего RBM приводит к  повыше
нию каталитической активности PrimPol и  ее 
аффинности к ДНК [24], локальное изменение 
заряда RBM-B не влияет на свойства фер
мента. Полученные данные могут быть важ
ны для предсказания эффекта отдельных 
эволюционных замен или клинических мута
ций отрицательно заряженных остатков 
RBM PrimPol. Вклад отрицательного заряда 
в  механизм регуляции связывания PrimPol 
с  ДНК требует дополнительной проверки 
с помощью замен большего количества остатков 
RBM.
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Point Mutations V546E and D547H of the RBM-B  
Motif Does Not Affect the Binding of Primpol  

to RPA and DNA
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The human primase-polymerase PrimPol is a key participant of the mechanism of DNA synthesis restart 
during replication fork stalling at DNA damaged sites. PrimPol has a DNA primase activity and synthesizes 
DNA primers that are used by processive DNA polymerases to continue replication. Recruitment of Prim-
Pol to the sites of DNA damage, as well as catalytic activity stimulation depends on interaction with the 
replicative protein RPA, which binds single-stranded DNA. The C-terminal domain of PrimPol contains a 
negatively charged RPA-binding motif (RBM), which mutations disrupt the interaction between two pro-
teins. The RBM motif also plays a role in the negative regulation of PrimPol interaction with DNA. Deletion 
of RBM dramatically increases PrimPol affinity to DNA and stimulates PrimPol activity. The mechanism 
of RBM-mediated regulation of PrimPol activity is unclear. The relatively strong negative charge of RBM 
potentially may contribute to the interaction of PrimPol with RPA and DNA. RBM contains two negatively 
charged regions RBM-A and RBM-B. In this work, we additionally added (substitution V546E) or decreased 
(substitution D547H) the negative charge in RBM-B PrimPol and characterized these mutant variants bio-
chemically. It was shown that the local change of RBM-B charge has no effect on the interaction of PrimPol 
with DNA and RPA, as well as the catalytic activity of the enzyme.
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