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Мультидоменные гексамерные Lon-протеазы – ключевые участники системы контроля качества протеома в клетках бактерий и эукариот. Они осуществляют сопряженную с гидролизом АТР деградацию аномальных и дефектных клеточных белков по процессивному механизму. Субъединицы Lon-протеаз включают АТР-азный модуль (белок семейства ААА+), протеолитический домен (серин-лизиновая пептидгидролаза) и некаталитическую область, образованную N-концевым (N) и α-спирализованным доменами. Отличительной характеристикой Lon-протеаз служит их способность к связыванию ДНК. Целью работы явилось выявление роли N-домена в функционировании Lon-протеаз, во взаимодействии с ДНК и в структурной организации на примере фермента из E. coli (Ec-Lon).
Получены рекомбинантная Ec-Lon-протеаза, содержащая С-концевой гексагистидиновый фрагмент, ее укороченная форма, лишенная 106 N-концевых аминокислотных остатков (Lon107), а также мутант по каталитическому остатку серина (Lon107-S679A). Препараты ферментов выделяли путем аффинной хроматографии на Ni-сефарозе и гель-фильтрации на сефакриле S-400. 

Проведено сравнительное исследование АТР-азной, протеолитической (субстрат – β-казеин) и пептидазной (субстрат – Suc-Phe-Leu-Phe-SBzl) активностей Ес-Lon, Lon107 и Lon107-S679A. Изучено влияние различных нуклеотидов (Nu) и комплексов Nu-Mg на энзиматические свойства ферментов. Гель-фильтрацией и ультраседиментационным анализом изучено олигомерное состояние ферментов; методом фенольной экстракции тестировано наличие ДНК в препаратах белков. 

Установлено, что Lon107-S679A представлен мономерной и гексамерной формами. Показано, что АТР-азная активность Lon107 и Lon107-S679A значительно понижена, однако, способность АТР-азного центра к активации в присутствии белка-субстрата сохраняется. Пептидазный центр Lon107 менее активен, чем у интактного фермента, но тенденции, обнаруженные при изучении влияния нуклеотидных эффекторов на Ес-Lon, сохраняются. Укороченный фермент не обладает характерной для Ес-Lon способностью к процессивному протеолизу. При этом Lon107 непроцессивно гидролизует белковый субстрат независимо от наличия эффекторов. Одновременно Lon107 подвергается  автолизу, максимально выраженному в условиях сопряжения с гидролизом АТР. Препараты Ес-Lon, Lon107 и Lon107-S679A содержат сходное количество связанной ДНК в виде фрагментов размером около 150 п.о.

Из полученных результатов следует, что N-домен Ес-Lon-протеазы необходим для поддержания конформационной стабильности фермента и реализации процессивного механизма протеолиза, влияет на эффективность функционирования АТР-азного и пептидазного центров, участвует в формировании олигомерной структуры, но не важен для связывания ДНК Ес-Lon-протеазой. 
Работа поддержана грантом РФФИ № 15-04-04627. 
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