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Открытый в 2013 году, фермент PrimPol человека является специализированной ДНК-полимеразой, обладающей одновременно ДНК-полимеразной и ДНК-праймазной активностями. PrimPol играет важную роль в поддержании стабильности генома, так как может осуществлять синтез через повреждения ДНК и ре-инициировать репликацию после поврежденных участков. При исследовании PrimPol возникла существенная проблема, которая заключается в том, что рекомбинантные препараты PrimPol человека, выделенные из клеток-продуцентов Eischerichia coli, проявляют слабую активность in vitro.


Целью данной работы стало определение оптимальных условий экспрессии и биохимических параметров реакции для тестирования ДНК-полимеразной активности PrimPol человека in vitro. Получение фермента PrimPol слитого на N-конце с GST-тагом, осуществляли путем экспрессии в клетках-продуцентах трех штаммов E. coli (BL21, Rosetta 2 и Arctic Express) при низкой температуре роста культуры (12 - 19 ºС) в присутствии или в отсутствии коэкспрессированных шаперонов. Очистку фермента осуществляли с помощью аффинной хроматографии с глутатион-сефарозой, GST-таг отрезали риновирусной протеазой 3С. Для тестирования ДНК-полимеразной активности фермента изменяли такие параметры реакционной смеси и реакции, как рН буферного раствора, концентрация NaCl и время проведения реакции. Анализ результатов осуществляли с помощью ДНК-полимеразной реакции с флуоресцентномеченным  олгонуклеотидным субстратом.


 По результатам сравнительного тестирования было показано, что препараты фермента PrimPol, выделенные из разных штаммов E. сoli, обладают одинаковой активностью. Обнаружено, что PrimPol человека обладает очень низкой стабильностью при нагревании in vitro. Активность PrimPol падает в два раза  после 10 минут инкубации при 37 С. Таким образом рекомендованное время проведения ДНК-полимеразной реакции для PrimPol при 37° С составляет 2,5 – 10 минут.  Установлено, что наибольшую ДНК-полимеразную активность фермент проявляет в диапазоне рН буфера 7.0-7.4. Оптимальный для PrimPol диапазон концентраций NaCl составляет 50-100 мМ. Отсутствие NaCl в реакционной смеси и его концентрации выше 100 мМ подавляют ДНК-полимеразную активность фермента. рН буферного раствора 7,1 и 50 мМ NaCl были выбраны нами как наиболее оптимальные  биохимические параметры для последующих исследований ДНК-полимеразной активности  PrimPol человека. 
