Prymazy prokariotyczne - budowa i funkcje

STRESZCZENIE
Prymazy odpowiadaja za synteze krétkich oligo RNA, ktére sluza jako startery do synte-
zy prowadzonej przez polimerazy DNA. Prymazy odgrywaja kluczowa role w inicjacji
syntezy nici DNA w miejscach poczatku replikacji (ang. replication origin), syntezie frag-
mentéw Okazaki oraz ponownym uruchomieniu zatrzymanych widelek replikacyjnych.
Prokariotyczne prymazy na podstawie budowy i poréwnania sekwencji aminokwasowych
zaliczane sa do rodziny bialek DnaG. Prymazy nalezace do tej rodziny posiadaja trzy odreb-
ne domeny. Na N-konicu znajduje si¢ domena wiazaca cynk odpowiedzialna za wiazanie
matrycowego DNA. Srodkowa domena odpowiedzialna jest za aktywnosé polimerazy RNA
natomiast C-koficowa domena posiada aktywnos¢ helikazy lub odpowiada za oddziatywa-
nie z helikaza. Ponizej przedstawiamy poréwnanie mechanizmu dzialania prymaz rodziny
DnagG, a takze ich udzial w syntezie DNA w widelkach replikacyjnych.

WPROWADZENIE

Prawidlowy przebieg replikacji DNA ma fundamentalny wptyw na utrzyma-
nie stabilnosci materialu genetycznego, a co za tym idzie na prawidlowe funk-
cjonowanie komorek czy organizméw. Mechanizmy replikacji DNA oraz funk-
cjonalne komponenty wchodzace w sklad ztozonej maszynerii replikacji DNA sa
zachowane w ewolucji. Niezaleznie od badanego organizmu, podczas replikacji
DNA, mozna wyréznic istotne wspdlne cechy takie jak: (1) zdefiniowane miejsca
inicjacji replikacji (ang. replication origin), (2) dwukierunkowos¢ replikacji przy
udziale polimeraz DNA (ni¢ wiodaca i opézniona), (3) synteza starteréw RNA
przez prymaze, (4) ciagta synteza DNA na nici wiodacej, (5) synteza DNA w
postaci fragmentéw Okazaki na nici opéznionej, (6) rozplatanie dwuniciowe-
go DNA przez helikazy. Synteze DNA na obu niciach, wiodacej i op6zZnionej,
koordynuje wielobiatkowy kompleks, zwany replisomem. Giéwnymi biatkami
wchodzacymi w skiad replisomu sg helikazy, prymazy i polimerazy DNA odpo-
wiedzialne za jednoczesna replikacje obu nici DNA.

Jednym z wiekszych wyzwan dla komorki jest rownoczesna synteza dwéch
nici DNA o przeciwnej polarnosci, poniewaz polimeraza DNA dziala jednokie-
runkowo, wstawiajac deoksyrybonukleotydy tylko w kierunku 5 —3’. Replika-
cyjne polimerazy DNA nie sa w stanie inicjowac replikacji na jednoniciowym
DNA (ssDNA) i moga wydtuza¢ tylko istniejace juz statery, ktére maja wolna
grupe 3’OH. Prymazy, ktére sa DNA zaleznymi RNA polimerazami, posiadaja
zdolnos¢ syntetyzowania de novo krétkich starteréw RNA, dlatego tez odgrywa-
ja kluczowa role w inicjacji syntezy nici DNA w miejscach poczatku replikacij,
inicjowaniu fragmentéw Okazaki oraz ponownym uruchomieniu zatrzymanych

widetek replikacyjnych [1,2].

Prymazy nie stanowia jednolitej grupy. W oparciu o sekwencje i dane struktu-
ralne, prymazy DNA zostaty podzielone na dwie grupy: prymazy prokariotycz-
ne oraz archeo-eukariotyczne. Wszystkie prymazy maja podobne wiasciwosci,
ale biatka w tych dwéch klasach réznia sie zaréwno ze wzgledu na strukture jak
i oddzialywania z innymi biatkami w kompleksie replikacyjnym. Priokariotycz-
ne prymazy zwykle sa zwiazane z helikaza DNA, podczas gdy eukariotyczne
prymazy wystepuja w kompleksach z polimeraza DNA-a (Pol a) [1,3].

W pracy przedstawiamy budowe i funkcje prymaz prokariotycznych. O bu-
dowie i roli prymaz eukariotycznych w replikacji czytelnik znajdzie wiadomosci
w pracach przegladowych [4,5].

PRYMAZY PROKARIOTYCZNE - BUDOWA I FUNKCJE

Wiekszos¢ prymaz bakteriofagowych i bakteryjnych zbudowana jest z jednej
podjednostki [1]. Enzymy te potrafia wigzac jednoniciowe DNA, a nastepnie z
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wykorzystaniem rybonukleotydéw tworzy¢ krotki star-
ter RNA. Szybkos¢, z jaka prymaza syntetyzuje starter jest
niezwykle niska. Aktywno$¢ prymaz stymulowana jest w
obecnosci helikaz replikacyjnych [6,7]. Niektére prymazy,
tak jak te z fagow T7, T3 oraz P4, wystepuja w postaci dwu-
funkcyjnego bialka posiadajacego zaréwno aktywnosé pry-
mazy jak i helikazy [2,7-9].

Wszystkie znane bakteryjne prymazy, a takze prymazy
z wielu bakteriofagéw zostaly zakwalifikowane do rodziny
prymaz DnaG, poniewaz wykazuja duzy stopieri homologii
do prymazy DnaG z Escherichia coli. Poréwnanie sekwencji
reszt aminokwasowych dla jedno i dwufunkcyjnych pry-
maz pozwolilo na wyodrebnienie trzech domen z wyréz-
niajacymi sie szeScioma zachowanymi w ewolucji moty-
wami sekwencji. N-koricowa domena posiada pojedynczy
motyw wiazacy cynk (ZBD, ang. zinc-binding domain), ktéry
jest niezbedny do rozpoznawania specyficznej sekwencji w
DNA. Centralna domena, domena polimerazy RNA (RPD,
ang. RNA polymerase domain), obejmujaca motywy II-VI,
zawiera miejsce aktywne odpowiedzialne za synteze oligo-
rybonukleotydéw. C-koricowa domena nie jest zachowana
w ewolucji i posiada region odpowiedzialny za oddziaty-
wanie z helikaza albo, jak w przypadku dwufunkcyjnych
prymaz, aktywnosc helikazy [1,10-12].

DOMENA WIAZACA CYNK

Analiza sekwencji aminokwasowej prymaz wykazata
obecnos$¢ motywu wigzacego cynk, ktory znajduje sie w pry-
mazach zaréwno prokariotycznych jak i eukariotycznych.
Wszystkie prymazy DNA, ktére posiadaja miejsce wigzace
metal (cynk) zbudowane sg z czterech konserwowanych
reszt cystein (Cys,) lub cystein i histydyn [13]. W pryma-
zach prokariotycznych miejsce wigzace metal znajduje sie
na N-koricu polipeptydu [13,14]. Struktura krystalograficz-
na domeny ZBD z Bacillus stearothermophilus pokazala, ze
domena ta przyjmuje strukture opisywana jako wstazka
cynkowa (ang. zinc ribbon) i zbudowana jest gtéwnie z 5 an-
tyréwnoleglych kartek P i otaczajacych ja czterech a-helis
[14]. Domena ZBD bakteriofaga T7 jest mniejsza, zbudowa-
na z 4 antyréwnoleglych {3 kartek i jednej helisy a [15]. Obie
domeny wiaza jeden atom cynku. Podobne domeny wyste-
puja w wiekszosci biatek uczestniczacych w procesie trans-
krypdji i translacji, jak np.: w czynniku inicjacji transkrypcji
(TFIIB), transkrypcyjnym czynniku elongacji SII (TfIIS), a
takze w polimerazach RNA, topoizomerazach czy biatkach
rybosomalnych [16].

Domena ZBD jest niezbedna dla pelnej aktywnosci pry-
mazy. Jednak pomimo informacji strukturalnych otrzyma-
nych dla kilku r6znych prymaz, doktadna rola motywu wia-
zacego cynk w syntezie startera pozostaje niejasna. Prymazy
bakteryjne i bakteriofagowe katalizuja zalezng od matrycy
synteze oligorybonukleotydéw ze specyficznych sekwencji
DNA [15,17,18]. W celu zbadania roli palcéw cynkowych w
rozpoznawaniu specyficznych sekwengji i interakcji z ma-
tryca DNA analizie poddano szereg mutantéw prymazy T7,
zawierajacych rézne podstawienia aminokwasowe w pobli-
zu reszt koordynujacych cynk. Wyniki tych badan wskazu-
ja, ze motyw wiazacy cynk sam nie jest odpowiedzialny za
rozpoznanie sekwencji, a dopiero jego oddzialywanie z do-
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meng polimerazy RNA (RPD) jest istotne dla wigzania DNA
i rozpoznawanie specyficznych sekwencji [17,19]. Pokazano
réwniez, ze podstawienie reszty seryny dla ktérejkolwiek
z czterech zachowanych w ewolugji reszt cysteinowych w
motywie cynkowym prymazy T7 oraz mutacja reszty His33
do reszty Ala hamuje synteze startera ze specyficznie roz-
poznawanych miejsc w sekwencji DNA, natomiast pryma-
za moze syntetyzowaé dinukleotydy z przypadkowych se-
kwencji [1,13,17].

DOMENA KATALITYCZNA PRYMAZY

Domena ta znajduje si¢ za domena ZBD i potaczona jest z
nig krétkim, elastycznym biatkowym tacznikiem. Struktura
dla katalitycznej domeny prymazy, okoto 320 reszt amino-
kwasowych (reszty 111-433) DnaG z E. coli zostata rozwig-
zana przez dwie grupy, Keck i wsp. oraz Podobnik i wsp.
[20,21], a jej ksztalt okreslono, jako podobny do orzecha ner-
kowca [20] lub potksiezyca [21].

W domenie katalitycznej prymaz rodziny DnaG mozna
wyréznié trzy subdomeny: N-koricowa (zlozona z czterech
antyrownoleglych p-kartek i kilku helis), centralng (posia-
dajaca strukture podobna do struktury domeny TOPRIM,
ktéra wystepuje rowniez w domenach katalitycznych topo-
izomeraz oraz niektérych nukleaz i biatek rekombinacyj-
nych) oraz C-konicowa domene. Centralna domena (reszty
259-341) zawiera miejsce aktywne i odpowiedzialna jest za
przylaczanie nukleotydow [22,23].

W domenie RPD mozna wyrézni¢ pie¢ zachowanych w
ewolucji motywoéw II-VI. Motywy 1I i III znajduja si¢ w N-
-konicowej subdomenie. Rola motywu II nie jest poznana,
natomiast zbudowany z zasadowych reszt aminokwaso-
wych o sekwencji zachowanej w ewolucji region pryma-
zy w poblizu motywu III wystepuje takze w kilku duzych
podjednostkach zaréwno prokariotycznych jak i eukario-
tycznych polimeraz RNA i odgrywa istotna role w syntezie
RNA. Dla prymazy DnaG z Escherichia coli w rejonie tego
motywu wykazano obecno$¢ majacego wazne znaczenie
rowka wigzacego ssDNA [18]. Rowek ten znajduje sie na
powierzchni prymazy, umozliwiajac jej przechwytywanie i
przesuwanie sie na dopiero co powstalym ssDNA wycho-
dzacym z helikazy. Istotna role w oddzialywaniu z ssDNA
w tym rejonie odgrywaja Trp165, Arg199 i Arg201 [18]. Mu-
tacje, ktorejkolwiek z tych reszt aminokwasowych do Ala
w znaczny sposob hamuja aktywnosé¢ prymazy DnaG [18].
Wykazano réwniez, ze w prymazie DnaG w tym regionie
wazna role odgrywa reszta Lys-241 (jako niezbedna czes¢
centrum Kkatalitycznego jest istotna dla wydtuzania dinu-
kleotydow), ktérej w prymazie faga T7 odpowiadaja Lizyny
1221128 [24,25].

W centralnej subdomenie wystepuje wiele reszt amino-
kwasowych obejmujacych motywy IV-VI, ktére sa niezbed-
ne dla wigzania nukleotydu oraz syntezy oligorybonukle-
otydéw. Kazdy z motywoéw 1V, V lub VI jest zaangazowany
w koordynacje wigzania substratéw NTP i dwuwartoécio-
wych kationéw metali niezbednych dla katalizy. Godson i
wsp. [26] zlokalizowali reszty aminokwasowe zaangazo-
wane w wigzanie jonéw metali w prymazie E. coli. Jeden z
waznych asparaginianéw (D269) znajduje sie w sekwencji
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Rycina 1. Budowa prymazy bakteryjnej DnaG. (A) Schematyczny diagram pokazujacy domenowg budowe prymazy z uwzglednieniem szesciu zachowanych w ewolucji
motywo6w sekwengji I-VI [10]. Na rysunku zaznaczono rejon domeny polimerazy RNA o charakterze zasadowym (kolor czarny) oraz domene toprim (ukosne paski). (B)
Struktura domeny wiazacej cynk (ZBD) - fragment prymazy DnaG z Bacillus stearothermophilus [PDB ID 1D0Q] [14]. (C) Struktura fragmentu prymazy DnaG z Escherichia
coli - domeny polimerazy RNA (RPD) [PDB ID 1DDE] [21]. Kolory poszczeg6lnych subdomen odpowiadajg tym na diagramie A. Do przedstawienia graficznego struktury

krystalograficznej uzyto program Pymol [75].

Glu-Gly-Tyr-Met-Asp (EGYMD) motywu IV. Motyw ten
jest zachowany we wszystkich bakteryjnych prokariotycz-
nych prymazach oraz w prymazach fagowych, jako motyw
EGxxD (z wyjatkiem prymazy faga P4) [26]. Inne koordy-
nujace jony metali asparaginiany Asp345 i Asp347 znajduja
sie w sekwencji Asp-Pro-Asp (DPD) zlokalizowanej w mo-
tywie VI. Sekwencja DPD jest zachowana w ewolucji we
wszystkich prymazach bakteryjnych podobnych do bak-
teryjnego biatka DnaG, ale jedynie pierwszy asparaginian
w tej sekwengji jest obecny w prymazach fagowych [1,26].
Roéwniez istotny dla aktywnosci prymazy jest zachowana w
ewolucji w motywie EGxxD reszta kwasu glutaminowego
(E265 w prymazie DnaG z E. coli), poniewaz jego zamiana
do glutaminy (Q) hamuje aktywnos¢ katalityczna prymazy.
Rola tego aminokwasu nie jest do korica jasna [26].

DOMENA C-KONCOWA PRYMAZY

C-koricowa domena (CTD, ang. C-terminal domain) nie
wystepuje w prymazie T7, poniewaz prymaza ta jest ko-
walencyjnie zwiazana z helikazg i tworzy dwufunkcyjne
biatko [11]. W bakteryjnych prymazach, podobnie jak w
prymazie faga T4, C-koricowa domena, zwana C-koricowq
domengq interakcji (ang. C-terminal interaction domain) lub
domena wiazaca helikaze (HBD, ang. helicase binding doma-
in) odpowiada za oddziatywanie z helikaza (poprzez osiem
ostatnich reszt aminokwasowych [27]), stymulacje aktyw-
nosci enzymatycznej helikazy, a takze umiejscowienie en-
zymu w widelkach replikacyjnych [1,14,20].

Wykazano, ze prymaza DnaG z E. coli zawierajaca sub-

stytucje jednej reszty aminokwasowej na C-koricu (Q576A)
wiaze helikaze DnaB ze znacznie nizszym powinowactwem
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niz biatko typu dzikiego [28]. Inne mutacje zlokalizowane
na C-koncu biatka DnaG réwniez moga wplywac na koor-
dynacje prymazy w procesie replikacji [1].

Ponadto C-koricowa domena wigzaca helikaze prymazy
DnaG bierze tez udzial w oddziatywaniu z C-korcowym
heksapeptydem (DDDIPF) biatka wiazacego jednoniciowe
DNA, SSB, o sekwengcji zachowanej w ewolugji [29].

W strukturze krystalograficznej prymazy DnaG z E. coli
domena ta zbudowana jest z trzech antyréwnolegtych wia-
zek a-helis [21]. W obrebie prymaz struktura C-koricowej
domeny nie jest zachowana w ewolucji. Budowa i struktura
prymaz rodziny DnaG przedstawiona jest na rycinie 1.

KOMPLEKS PRYMAZA - HELIKAZA - PRYMOSOM

Prymazy wystepuja razem z helikazami replikacyjnymi
tworzac prymosom. Wiazanie prymazy i helikazy bardzo
stymuluje zaréwno aktywnos¢ prymazy jak i helikazy [30-
32]. Helikaza DnaB w swojej aktywnej formie tworzy ho-
moheksameryczny pieréciet. Kazda z podjednostek posia-
da dwie domeny, N-koricowa (NTD) i C-koficowa domene
(CTD), w ktorej znajduje sie miejsce wigzania ATP i DNA.
Domena CTD ma budowe podobna do ATPazowej dome-
ny biatka RecA [29]. Obie domeny polaczone sg tacznikiem
zbudowanym z dwéch utozonych antyréwnolegle a-helis,
ktore tworza strukture szpilki [32,33]. Lacznik ten pelni
istotng funkcje w czasie oligomeryzacji helikazy DnaB [33].
W komorkach Escherichia coli helikaza DnaB jest ladowana
na DNA w miejscu inicjacji replikacji przez biatko DnaC.
Po zatadowaniu helikazy bialtko DnaC oddysocjowuje, a
helikaza, ktéra zwigzana jest z jedna nicia DNA rozplata
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Tabela 1. Sekwencje rozpoznawane przez wybrane prymazy prokariotyczne. Podkreslono nukleotydy kryptyczne istotne dla rozpoznawania sekwengji, ale nie kopiowa-

ne do powstajgcego startera.

Prymaza Sekwencja rozpoznawana
" 5 d(CTG)
DnaG z E. coli 5 d(CAG)
5 d(GTA)
DnaG z B. subtilis 5 d(TTA)
5" d(TTT)
5 d(GTT)
Gp61l z T4 5 d(GCT)
5 d(GTCQ)
Gp4z 17 5 d (GTT)

Dlugosc startera syntetyzowana przez prymosom PiSmiennictwo
8-12nt (21]
2-4 nt [74]
5nt [45]
4nt [13]

podwéjna helise w kierunku 5-3" wykorzystujac do tego
hydrolize ATP [34]. ssDNA, ktére wychodzi z pierécienia
helikazy stuzy prymazie jako matryca do syntezy starteréw
dla fragmentéw Okazaki nici opéznionej. Wystepowanie
helikazy i prymazy w kompleksie pozwala na fatwe prze-
szukiwanie ssDNA przez prymaze w poszukiwaniu miejsc
inicjacji starteréw. Rekrutacja prymazy DnaG do helikazy
DnaB w widetkach replikacyjnych reguluje aktywnos¢ syn-
tetyzowania starteréw przez prymaze i odwrotnie, pryma-
za stymuluje aktywno$é ATPazowa helikazy. Podobne za-
leznosci istnieja w innych systemach replikacyjnych faga T7
i T4 [28,35,36].

Wiazanie prymazy i helikazy odbywa sie od strony C-
konicowej prymazy i N-konicowej helikazy. Stechiometria
kompleksu prymazy DnaG i helikazy DnaB z E. coli zo-
stala okredlona na 2-3 czasteczki prymazy na jeden hek-
samer helikazy [6,31,32]. Oddzialywania helikazy i pry-
mazy w komorkach E. coli sa slabe i przejsciowe [6,28].
Te same biatka tworza stabilne kompleksy w komoérkach
Bacillus stearothermophilus [31]. W systemie replikacyjnym
bakteriofaga T7 produkt genu gp4 stanowi biatko, w kto-
rym N-koficowa domena posiada aktywnos$¢ prymazy, a
C-koricowa aktywnos¢ helikazy. W peini funkcjonalne
biatko ma wielkosé 63 kDa. Fag T7 syntetyzuje réwniez
skrécong forme biatka gp4 o wielkosci 56 kDa, ktéra nie
posiada N- koricowej domeny ZBD prymazy. Ta skrécona
wersja nie jest w stanie katalizowac zaleznej od matrycy
syntezy starterow, ale moze oligomeryzowac i ma w pel-
ni zachowang aktywnos¢ helikazy [1,12]. Domena helika-
zy biatka gp4 potrzebuje dla swojej aktywnosci obecnosci
dTTP, ktérego hydroliza dostarcza energii do translokacji
na ssDNA i rozplatania dsDNA [37]. Forma dluga i krot-
ka sa syntetyzowane przez faga w takich samych ilosciach
[38]. Wykazano, ze biatko gp4 o pelnej dlugosci jak row-
niez forma skrécona moga tworzy¢ mieszane heksamery.
Rola skréconej formy biatka gp4 nie jest wyjasniona. Dla
faga T7, gdzie prymaza i helikaza tworza dwufunkcyjne
biatko heksamer gp4 jest enzymatycznie aktywna forma
[8]. W ukladzie replikacyjnym faga T4 stechiometria bialek
tworzacych prymosom, prymazy gp61 i helikazy gp41, nie
jest do konica poznana. Badania grupy Benkovica pokaza-
ty, ze funkcjonalny prymosom faga T4 zbudowany jest z
heksamerycznej helikazy gp41 i zwigzanych z nig szesciu
czasteczek biatka prymazy gp61. Stechiometria 1:6 wska-
zuje, ze heksamer helikazy wiaze 6 czgsteczek prymazy,
co sugeruje, ze aktywna prymaza, podobnie jak helikaza

24

moze przyjmowac strukture pierscienia [39]. Inne badania
z grupy von Hippel'a pokazaly, ze tylko jedna czasteczka
prymazy wigze si¢ z pierécieniem helikazy, a stechiome-
tria wynosi 1:1 [40].

SYNTEZA STARTERA

W syntezie starteréw mozna wyrézni¢ pie¢ etapow: (1)
rozpoznanie matrycy, (2) wigzanie nukleotydu, (3) inicjacje
syntezy, (4) wydtuzenie do funkcjonalnego startera oraz (5)
dostarczenie startera do polimerazy DNA.

Miejsce inicjacji syntezy startera znajduje si¢ w SciSle
zdefiniowanej sekwencji matrycy DNA. Na og6l prymazy
rozpoznaja trinukleotydwe sekwencje (ang. priming sites).
Pomimo zblizonej budowy, kazda z opisanych do tej pory
prymaz rozpoznaje swoja wlasna sekwencje. Sekwencje roz-
poznawane przez znane prymazy zamieszczono w tabeli 1.
W kazdej z rozpoznawanych trinukleotydowych sekwencji
pierwszy nukleotyd jest istotny dla rozpoznania danej se-
kwengji, ale nie jest kopiowany do powstajacego startera
(nukleotyd kryptyczny) [1].

W centrum katalitycznym prymazy mozna wyrdznic
dwa miejsca, w ktérych wigzane sg nukleotydy, miejsce ini-
cjacji i miejsce elongacji. Domena ZBD odgrywa istotna role
w stabilizacji kompleksu prymazy i DNA poprzez oddzia-
tywanie z domeng RPD.

W oparciu o strukture krystalograficzna prymazy T7,
analize NMR i dane biochemiczne zaproponowano model,
w ktérym domeny ZBD i RPD oddzielone od siebie dlugim
tacznikiem nie oddziatuja ze soba w nieobecnosci substra-
tow (otwarta konformacja prymazy). Podczas syntezy star-
tera prymaza podlega konformacyjnej zmianie w regionie
tacznika, co powoduje, Ze domeny ZBD oraz RPD nawia-
zuja kontakt z matryca i nukleotydowymi substratami (za-
mknieta konformacja prymazy) [11,41].

Prymaza T7 napotykajac odpowiednie miejsce inicjacji,
5-GTC-3’ katalizuje synteze dirybonukleotydéw pppAC
uzywajac ATP i CTP, tzw. kondensacja nukleotydéw. Po
syntezie dirybonukleotydu domena ZBD ciagle zwigza-
na z dinukleotydem i matryca przesuwa sie w kierunku
centrum katalitycznego domeny RPD przyblizajac kolej-
ne nukleotydy matrycy do centrum aktywnego prymazy,
co umozliwia wydtuzanie pppAC do funkcjonalnych te-
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trarybonukleotydowych starteréw pppACCC, pppACAC
lub pppACCA zaleznie od sekwencji matrycy [1,11,42].
Startery syntetyzowane de novo musza by¢ stabilizowa-
ne przez prymaze, a nastepnie przekazywane polime-
razie DNA do inicjacji syntezy DNA [1,12]. Kryptyczna
reszta cytozyny nie jest kopiowana do startera, ale pet-
ni wazng role w stabilizacji kompleksu prymazy i DNA
[43]. Mutacje w domenie ZBD zaburzaja rozpoznawanie
trinukleotydowch sekwencji w DNA [44]. Zaobserwowa-
no jednak, ze prymaza pozbawiona domeny ZBD byla w
stanie syntetyzowac z niska czestoscig dirybonukleotydy
zaréwno przy braku jak i w obecnosci DNA [17,44,45]. Z
kolei dtugos¢ facznika pomiedzy domenami ZBD i RBD
jest istotna dla wydajnej i prawidlowej syntezy starte-
row prymazy T7 [42]. Prawidlowy fgcznik zbudowany
jest z 16 reszt aminokwasowych. Skrécenie go o 10 reszt
aminokwasowych uniemozliwia synteze dinukleotydow
pppAC, ale umozliwia wydluzanie juz istniejacych di-
nukleotydéw z wysoka wydajnosciag. Wydluzenie tego
tacznika do 21 reszt aminokwasowych pozwala na syn-
teze pppAC i wydtuzanie do tetrarybonukleotydu, ale ze
znacznie nizsza wydajnoscia. Nie tylko diugos¢ tacznika
wplywa na wydajna synteze startera, ale takze wzajem-
ne polozenie wzgledem siebie dwéch domen ZBD i RPD.
Domeny ZBD i RBD oddziatuja ze sobg w konformacji in
cis, czyli obie domeny znajduja si¢ na tym samym poli-
peptydzie, ale moga takze oddzialywac ze soba in trans
tzn. domena ZBD jednej prymazy oddziatuje z domena
RPD drugiej prymazy. W przypadku oddziatywania obu
domen in cis synteza startera jest wydajna. Natomiast w
przypadku oddzialywania domeny ZBD i RPD in trans,
wydluzanie powstalego dinukleotydu jest mniej wydaj-
ne, co zwiazane jest z limitowang dlugoscig linkera 13-
czacego obie domeny [42]. Autorzy pracy [42] zwracaja
uwage, ze takie oddzialywania in trans moze mie¢ miej-
sce w czasie syntezy DNA in vivo. Heksamer gp4 jest
prawdopodobnie zbudowany z formy pelnej biatka gp4
63 kDa i krétszej 56 kDa. Jezeli obie formy znajduja sie w
heksamerze biatka gp4, czes¢ syntezy tetranukleotydow
moze zachodzi¢ in trans z udzialem domeny ZBD normal-
nej formy gp4 i domeny RPD formy skréconej. Poniewaz
z badan in vitro wynika, ze taka konformacja jest mniej
korzystna i startery syntetyzowane sa wolniej moze to
wplywaé takze na szybkos¢ rozplatania DNA przez heli-
kaze i w ten sposoéb regulowac koordynacje syntezy nici
op6znionej i wiodacej [42].

Synteza starteréw z udzialem prymazy DnaG bada-
na byla na modelu prymazy z Aquifex aeolicus i Escheri-
chia coli [46]. Prymaza E. coli DnaG inicjuje synteze starte-
ra RNA rozpoznajac sekwencje 5'-CTG-3" oraz 5-CAG-3'.
In vitro bialko DnaG z E. coli moze syntetyzowac startery
o dlugosci do 60 nukleotydéw, natomiast in vivo dtugosc
starteréw ograniczona jest od 8-12 nukleotydéw [21]. O ile
w przypadku prymazy faga T7 dla syntezy pelnej diugosci
starteréw konieczna byla obecnoéé¢ obu domen ZBD i RPD,
to dla prymazy DnaG z E. coli pokazano, Ze sama domena
RPD moze syntetyzowac startery z niska wydajnoscia nie-
zaleznie czy w matrycy obecna jest sekwencja inicjujaca, a
takze syntetyzuje startery dluzsze niz 10-15 nukleotydow.
Obecnoé¢ domeny ZBD przywraca normalng aktywnosc
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prymazy, rozpoznawanie wlasciwej sekwengji i synteze od-
powiedniej dlugosci starteréw [46].

Analizy struktur krystalograficznych i SAXS (ang.
Small-angle X-ray scattering, pol. rozpraszania promieniowa-
nia rentgenowskiego pod matymi kqtami) fragmentéw obej-
mujacych zaréwno domeny ZBD i RPD z A. aeolicus i E.
coli wykazaly, ze prymazy bakteryjne moga wystepowac
w dwoch konformacjach, przyjmujac czesdciej wystepuja-
ca tzw. zwartg strukture, w ktérej zachowane w ewolucji
reszty domeny ZBD sa izolowane od miejsca aktywnego
domeny RPD oraz forme bardziej rozciagnieta, gdzie obie
domeny sa od siebie oddalone [46]. W zwartej strukturze
tacznik pomiedzy domenami jest krétszy i jak wykazaty
to badania z udzialem FRET, oddzialywania pomiedzy
obiema domenami moga zachodzi¢ nie in cis, ale in trans.
To znaczy, ze domena ZBD jednej prymazy moze wiazac
hybryd starter/matryca z domena RPD innej czasteczki
prymazy. Takie oddzialywania pomiedzy podjednostka-
mi prymazy in trans umozliwiaja prymazie wyboér miej-
sca inicjacji na DNA i dzialanie jak molekularny hamu-
lec, ktéry ogranicza zaréwno procesywnos¢ jak i dtugosé
startera [46]. Zaproponowano wiec, ze podobnie jak w
przypadku prymazy T7, oddzialywanie in trans moze re-
gulowac synteze startera, a tym samym tworzenie frag-
mentu Okazaki, poprzez ulatwienie kontaktu pomiedzy
wieloma prymazami fizycznie zwigzanymi z pierscie-
niem helikazy [46].

Prymosom faga T4 rozpoznaje sekwencje 5'-GTT-3" i 5'-
GCT-3'. Jak w przypadku pozostatych prymaz 3’-T nie wcho-
dzi w skiad statera. Fag T4 syntetyzuje pentarybonukleoty-
dowe startery 5-pppACNNN-3" oraz 5-pppGCNNN-3".
Przy braku helikazy sama prymaza moze tworzy¢ dimery,
jak réwniez produkty diuzsze niz 5 nukleotydéw [7]. Po-
niewaz nie jest ustalona stechiometria kompleksu helikazy
i prymazy nie wiadomo, w jaki sposéb zachodza oddziaty-
wania w prymosomie.

PRZEKAZYWANIE STARTERA DO POLIMERAZY

Startery syntetyzowane przez prymazy na nici opéznio-
nej musza by¢ przekazane do polimerazy i wykorzystane
do syntezy fragmentéw Okazaki. Mechanizm przekazy-
wania startera do polimerazy najlepiej zostal poznany i
opisany dla faga T7. Startery syntetyzowane przez pry-
maze faga T7 sa kroétkie i nie tworza stabilnego hybrydu
RNA/DNA, dlatego prymaza jest niezbedna do ich stabi-
lizacji. Polimeraza z kolei sama nie jest w stanie wydtuzac
takich krétkich starteréow. Badania pokazaly, ze zwigzany
z prymaza starter jest bezposrednio przekazywany do po-
limerazy [33]. W replisomie faga T7 zachodza liczne od-
dzialywania pomiedzy polimeraza DNA faga T7 gp5 w
kompleksie z czynnikiem procesywnosci trx - gp5/trx, a
biatkiem gp4. Polimeraza faga T7 nie jest procesywnym
enzymem. Jej procesywnos¢ bardzo wzrasta po potacze-
niu z czynnikiem procesywnosci tioredoksyna (trx) kodo-
wang przez komorki gospodarza E. coli. Zaobserwowano
dwa miejsca wigzania sie polimerazy faga T7 gp5/trx do
C- koricowej domeny helikazy gp4. Jedno to eksponowa-
ny rejon zawierajacy szereg zasadowych reszt aminokwa-
sowych niedaleko helisy O polimerazy faga T7, drugie to
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rejon wigzania do dwéch zasadowych petli w domenie
TBD [47]. Ostatnia struktura uzyskana z wykorzystaniem
mikroskopii Cryo-EM replisomu faga T7 pokazata, ze po-
limeraza nici op6znionej gp5/trx,  ma takze rozlegte kon-
takty z dwoma czasteczkami prymazy poprzez domene
,palcow” i domene egzonukleazy [48]. Wiazanie sie po-
limerazy do domeny helikazy nie ma wplywu na tworze-
nie sie kompleksu prymaza/starter/polimeraza (ang. pri-
ming complex), natomiast domena helikazy jest niezbedna
do stabilizacji takiego kompleksu poprzez zapewnienie
wigzania do ssDNA [43]. Utworzony starter jest przeka-
zywany do polimerazy T7. Wczesne badania sugerowaly,
ze tylko domena ZBD odpowiedzialna jest za dostarczenie
startera [11,49]. Pézniejsze badania wykazaly, ze N-kon-
cowa subdomena domeny RPD jest takze istotna w prze-
kazywaniu startera do domeny egzonukleazy. Utworzony
kompleks starter-matryca jest stabilizowany przez N-kon-
cowa subdomene, a nastepnie kompleks ten jest dostarcza-
ny w taki spos6b, Zeby 3’ koniec startera byl eksponowany
i wigzany przez polimeraze. Wazna role w tym procesie
odgrywa Trp69. Zmiana reszty tryptofanu na reszte lizyny
powoduje zaburzenia w przekazywaniu startera [12]. W
prawidlowym procesie syntezy startera i przekazywaniu
go do polimerazy zaangazowane sa obie domeny prymazy
ZBD i RPD [43]. Dla stabilizacji kompleksu prymaza/star-
ter wazne jest wystepowanie w matrycy, w sekwencji roz-
poznawanej przez prymaze, kryptycznej reszty cytozyny.
Okazalo sig, ze obie domeny ZBD i RPD odgrywaja wazna
role w rozpoznawaniu tej reszty cytozyny i w stabilizowa-
niu kompleksu [43]. W polimerazie T7 istnieje petla zbu-
dowana z 4 reszt aminokwasowych (reszty aminokwaso-
we 401-404), ktéra znajduje sie w rowku wiazacym DNA.
Usuniecie tych czterech reszt aminokwasowych sprawia,
ze polimeraza T7 nie jest w stanie wydluza¢ krotkich te-
tranukleotydowych starteréw [50]. Istotng role w stabili-
zacji kompleksu prymaza/starter odgrywaja takze biatka
wiazace jednoniciowe DNA (biatka SSB). Biatka SSB kodo-
wane przez faga 17 (gp2.5) pelnia bardzo wazna funkcje
w czasie koordynacji syntezy nici wiodacej i opéznione;j.
In vitro pokazano, ze przy braku bialek SSB syntetyzowa-
ne fragmenty Okazaki byly krotsze niz syntetyzowane w
obecnosci biatek gp2.5. Ponadto pokazano, ze biatka te
stymulowaty aktywno$¢ biatka gp4 i gp5 i podwyzszaty
wydajnosé syntezy oligorybonukleotydéw [51].

Podobnie jak w przypadku faga T7, SSB z E. coli pelnia
wazna funkcje w koordynacji syntezy nici opéznionej i wio-
dacej. Biatka SSB odpowiadaja za prawidiowe umiejsco-
wienie prymazy w widetkach replikacyjnych i koordynuja
synteze starteréw [52]. Podczas replikacji nici opdzZnionej
tworzenie kompleksu pomiedzy prymaza DnaG i biatkiem
SSB jest wazne dla kontaktu prymaza-polimeraza na nici
opdznionej DNA. Prymaza DnaG wspétzawodniczy z pod-
jednostke x polimerazy III o wigzanie biatka SSB. Prymaza
DnaG, ktéra zwiazana jest ze starterem/matryca i biatkami
SSB usuwana jest z kompleksu starter-matryca przez pod-
jednostke x polimerazy III, ktéra wiazac sie z biatkami SSB
destabilizuje prymaze i umozliwia jej dysocjacje z komplek-
su pozwalajac tym samym na przekazanie startera do poli-
merazy [53].
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Podobna role biatka SSB pelnia w systemie replikacyj-
nym faga T4 [54]. Ostatnio otrzymano strukture krysta-
lograficzng domeny RPD prymazy DnaG z Mycobactrium
tuberculosis (MtDnaG) w kompleksie z ssDNA zwigzanym
z dinukleotydem imitujacym starter [55]. Poréwnanie tej
struktury z wczesdniej otrzymana struktura domeny RPD
z Staphylococcus aureus w kompleksie z ATP [56] postuzy-
to do stworzenia modelu wigzania si¢ bakteryjnego biatka
DnaG z matryca/starterem i okreslenia potozenia ssDNA
oraz wiazania startera w centrum aktywnym prymazy.
Natozenie stworzonego modelu na otrzymana ostatnio
strukture cryo-EM kompleksu replikacyjnego faga T7 [48]
pokazalo, ze 5 koniec ssDNA matrycy, ktéry opuszcza
centrum aktywne prymazy, jest przekazywany do centrum
aktywnego polimerazy zachowujac wiasciwag polarnosé.
Zaproponowano takze model przekazania startera do cen-
trum aktywnego polimerazy. Model ten zakiada podobnie
jak model stworzony dla prymazy faga T7, ze obie domeny
ZBD i RPD biora udzial w przekazywaniu startera do po-
limerazy. Uwaza sie, Ze oddzialywanie in trans pomiedzy
domenami bakteryjnej prymazy DnaG jest oddziatywa-
niem dominujacym. Domena ZBD bierze udzial w rozpo-
znawaniu miejsca inicjacji, ale takze odgrywa istotna role
w stabilizacji startera w czasie przekazywania do domeny
polimerazy. Zaproponowany przez Hou i wsp. [55] model
przekazywania startera do domeny polimerazy zakfada
bezposredni kontakt prymazy i polimerazy. Inne mode-
le zakladaja, ze utworzony starter najpierw wiazany jest
przez kompleks fadujacy czynnik procesywnosci i czynnik
procesywnosci - klamre P, a nastepnie polimeraza III wia-
ze sie do tego kompleksu i podejmuje synteze fragmentu
Okazaki [57,58].

Dla faga T4, chociaz jest to obok faga T7 najlepiej pozna-
ny system replikacyjny, nieznany jest mechanizm przeka-
zywania startera do domeny polimerazy. Biorac pod uwage
fakt, ze prymaza gp61 tworzy kompleks z helikaza gp41
zaproponowano dwa mechanizmy. W jednym, prymosom
gp4l-gp6l syntetyzuje pentarybonukleotydowe startery,
a powstaly kompleks pppRNA-gp61 pozostaje zwigzany
z ssDNA i oddysocjowuje od helikazy, tzw. model oddy-
socjacjowania prymazy, polegajacy na rozmontowaniu
prymosomu (ang. primosome disassembly model) [59]. Na-
stepnie, kompleks pppRNA starter/matryca stabilizowany
jest przez czynnik procesywnosdci, ktéry ladowany jest w
obecnosci bialek gp44/62. Do takiego kompleksu rekruto-
wana jest polimeraza faga T4, biatko gp43, ktéra podejmuje
synteze nowego fragmentu Okazaki. Drugi model zakliada,
Ze prymaza pozostaje zwigzana na stale z helikaza. Starter
syntetyzowany jest w kompleksie prymosomu, gdzie rekru-
towane sa bialka gp44/62 i gp45, a nastepnie polimeraza
przejmuje synteze DNA. W modelu tym w czasie syntezy
startera tworzy sie druga petla ssDNA, powstajaca na sku-
tek dzialania helikazy tzw. model petli (ang. looping model)
[57,58,60].

MODEL REPLIKACJI DNA NA NICI OPOZNIONE]
Koordynacja replikacji na nici wiodacej i opézZnionej sta-

wia wiele wyzwan. W 1983 roku Bruce Alberts i wsp. [61],
ktoérzy badali replikacje DNA faga T4 zaobserwowali, ze
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Rycina 2. Model replikacji - model , puzonu” (ang. trombone model). Ni¢ wiodaca
replikowana jest przez polimeraze w sposob ciagly natomiast ni¢ opézniona po-
kryta jest biatkami SSB i replikowana jest w postaci fragmentéw Okazaki. Skoor-
dynowana replikacja nici wiodgcej i op6znionej mozliwa jest po utworzeniu petli
,trombone loop”

raz zwiazany z widelkami dimer polimerazy syntetyzuje
jednoczesnie replikacje obu nici, wiodacej i opdzZnione;j.
Ten model zostal pdzniej potwierdzony i pokazano, ze
raz zwiazana polimeraza w widetkach replikacyjnych od-
powiada za skoordynowana synteze calego genomu faga
T4 [62,63]. W tym celu polimeraza nici opéZnionej musi
oddysocjowywac i reasocjowaé w czasie syntezy kazdego
fragmentu Okazaki. Aby synteza obu nici w tym samym
kierunku mogta sie odbywaé, zaproponowano model,
w ktérym ni¢ opdzniona jest wypetlona i zmienia swoja
orientacje, co pozwala na synteze fragmentéw Okazaki w
tym samym kierunku co synteza nici wiodgcej. Model ten
poréwnano do puzonu (ang. trombone model), poniewaz
wypetlona ni¢ przypomina suwak puzonu (Ryc. 2). W cza-
sie syntezy powstajacego fragmentu Okazaki, podwdjna
ni¢ DNA (dsDNA), bedaca produktem syntezy nici op6z-
nionej i ssDNA, czyli produkt rozplatania DNA przez he-
likaze, prowadza do powstawania petli, ktéra powieksza
sie do momentu rozpoczecia syntezy nastepnego frag-
mentu Okazaki. Powstawanie tych petli jest dynamiczne i
przejéciowe [64]. Tworzenie takich petli nie tylko pozwala
na synteze obu nici w tym samym kierunku, ale réwniez
umozliwia wielokrotne przylaczenie sie polimerazy do
nici opéznionej w czasie syntezy (recykling polimerazy)
[62,63].

W systemie replikacyjnym faga T4 obecnos¢ replikacyj-
nych petli zaobserwowano w mikroskopie elektronowym
[64]. W czasie replikacji nici opéZnionej polimeraza DNA
musi szybko wymieniac si¢ w czasie syntezy kazdego frag-
mentu Okazaki. Mechanizm, w jaki sposéb polimeraza
DNA jest dostarczana do nici opéznionej nie jest do korica
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poznany. Zalozono, ze musi istnie¢ jaki$ sygnat, ktory po-
woduje, ze polimeraza z trybu wysoce procesywnej syntezy
DNA nagle oddysocjowuje od DNA, zeby nastepnie znowu
zaczaé synteze kolejnego fragmentu Okazaki. Zapropono-
wano dwa modele, model kolizji (ang. colision model) i mo-
del sygnalizacji (ang. signaling model). W modelu kolizji, po-
limeraza zderza si¢ z 5'-koricem DNA poprzedniego frag-
mentu Okazaki i oddysocjowuje, co prowadzi do powstania
luki w DNA [62,65,66].

W drugim modelu zaproponowano, ze zwiazanie star-
tera RNA z czynnikiem procesywnosci w obecnosci kom-
pleksu ladujacego czynnik procesywnosci (bialka gp45
i gp44/62 w replisomie faga T4) stanowi dla polimerazy
sygnal do zakoriczenia toczacej si¢ replikacji fragmentu
Okazaki na nici op6znionej [42]. Sygnatem dla polimerazy
do oddysocjowania moga tez by¢ zwigzane z jednoczesna
syntezg DNA na obu niciach negatywne torsyjne napiecia
superhelikalnej struktury DNA [67], uwalnianie sie petli
(ang. release of a priming loop) powstajacych w czasie roz-
platania DNA przez helikaze i syntezy fragmentu Okazaki
(ang. priming loop) [68], a takze odkiadanie sie przed holo-
enzymem na nici opéznionej komplekséw starter-pryma-
za, stuzacych jako blokada na nici op6éznionej [69]. Po od-
dysocjowaniu polimeraza rekrutowana jest do kolejnego
startera i nastepuje synteza kolejnego fragmentu Okazaki.

Dynamika oddziatywan w widetkach replikacyjnych
moze by¢ bardziej zloZzona. Badania kompleksu replikacyj-
nego faga T4 jak i E. coli pokazaly, ze w obu przypadkach
mechanizmy dajace sygnat do oddysocjowania polimerazy
moga operowac jednoczeénie w czasie syntezy DNA na nici
opodznionej [58,70]. W jednej z prac [71] zaproponowano,
ze podczas replikacji w E. coli, rownoczesnie trzy polime-
razy znajduja sie w widetkach replikacyjnych. Jedna bierze
udziat w replikacji nici wiodacej, a dwie zaangazowane s3
w replikacje nici opéznione;j.

Ostatnie badania prowadzone z uzyciem techniki flu-
orescencyjnego znakowania i detekcji pojedynczej cza-
steczki z uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej (ang.
single-molecule fluorescence assay) pokazaly, ze dynamika
oddziatywann w widelkach replikacyjnych jest inna niz
dotychczas zakladano. Najnowsze prace pokazuja, ze po-
limerazy bakteryjne moga latwo wymienia¢ sie w widet-
kach replikacyjnych i odbywa sie to w sposéb zalezny od
lokalnego stezenia polimerazy. Dodatkowo w badaniach
tych wykazano, ze synteza obu nici nie musi by¢ skoordy-
nowana i obie nici DNA moga by¢ replikowane niezalez-
nie, a czynnikiem kontrolujacym szybkosé i koordynacje
replikacji jest helikaza DnaB, ktéra moze zwalnia¢ reakcje
rozplatania DNA w momencie, kiedy polimeraza zwalnia
proces replikaciji [70,72].

PODSUMOWANIE

Prymazy rodziny DnaG pelnia wazna funkcje w proce-
sie replikacji DNA. Prymazy odpowiedzialne sa za synte-
ze krotkich (5-12) oligorybonukleotydéw RNA, ktére stuza
jako startery do inicjacji syntezy DNA na nici op6znionej
oraz w czasie inicjacji replikacji nici wiodacej. Prymazy zbu-
dowane sg z trzech domen:

27



Domeny wiazacej cynk ZBD (ang. Zinc Binding Domain),
ktorej struktura podobna jest do struktury palcéw cynko-
wych. Chociaz rola tej domeny nie do konica zostata wyja-
$niona to wydaje sie, ze pelni istotne funkcje w rozpozna-
waniu specyficznych sekwencji DNA i wigzaniu si¢ pryma-
zy do DNA. Wykazano, Ze jest takze potrzebna w procesie
przekazywania startera do domeny polimerazy.

Domeny polimerazy RNA (RPD, ang. RNA Polymerase
Domain), domeny katalitycznej w ktoérej dochodzi do syn-
tezy najpierw krotkich dinukleotydéw, ktére nastepnie sg
wydltuzane do pelnej diugosci starter6w. Budowa tej dome-
ny przypomina budowe charakterystyczng dla topoizome-
raz okreslang, jako toprim. Obie domeny sa konieczne dla
wydajnej syntezy starteréw.

Domeny C-koricowej, ktéra nie pelni zadnej funkeji ka-
talitycznej, ale jest niezbedna do oddzialywania prymazy z
helikaza replikacyjna. Prymazy i helikazy w czasie replika-
qji tworza kompleksy tzw. prymosomy, ktére odpowiadaja
za rozplatanie podwdjnej nici DNA w celu udostepnienia
jej polimerazom replikacyjnym oraz za synteze krétkich
oligoRNA starteréw. Oba biatka nawzajem stymuluja swo-
ja aktywnosé. Tworzenie prymosomu jest dynamiczne,
dlatego tez prymazy i helikazy czesto oddysocjowuja i re-
asocjuja w widetkach replikacyjnych. Niektére prymazy
bakteriofagowe, jak z bakteriofaga T7 i P4, wystepuja jako
dwufunkcyjne biatka, tzn. prymazy i helikazy znajdujac sie
na jednym polipeptydzie. Prymazy i helikazy replikacyjne
sq czescig bardziej ztozonych kompleksow replikacyjnych,
replisoméw.

Prymazy bakteryjne réznig sie budowa i oddziatywa-
niami z biatkami komplekséw replikacyjnych od polime-
raz eukariotycznych. W dobie antybiotykoopornosci wielu
szczepOw bakteryjnych probuje sie znalez¢ antybiotyki lub
inne zwigzki chemiczne, ktére wybiérczo hamowalyby ak-
tywnos¢ prymaz bakteryjnych i prowadzily do zatrzyma-
nia replikacji DNA bakterii. Sposoby poszukiwania i rézne
podejécia do znalezienia skutecznych inhibitoréw prymaz
bakteryjnych zostaly oméwione w pracy przegladowej [73].
Pomimo wielu prob jak do tej pory nie udato sie znalez¢
takiego zwiazku, ktéry znalaziby sie w badaniach klinicz-
nych, ale proby takie caly czas sa podejmowane.
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ABSTRACT

Primases are responsible for the synthesis of a short oligo RNA, which serves as primer for DNA polymerase. Primases play an essential role
in the initiation of DNA replication at the origins, in the synthesis of Okazaki fragments and in the restart of stalled replication forks. Prokary-
otic primases based on their structure and sequence alignments are classified as a family of DnaG proteins. Primases from this family contain
three distinct domains: an amino terminal domain with a zinc ribbon motif involved in binding template DNA, a middle RNA polymerase
domain, and a carboxyl-terminal region that either interacts with a helicase or is itself a DNA helicase. In this review, we are presenting the
comparison of the representative primases from bacteria and bacteriophages, their mode of action and their involvement in DNA replication

at the replication fork.
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