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Бифункциональная гомоолигомерная ATP-зависимая Lon-протеаза E. coli (Ec-Lon) -
один из ключевых участников системы контроля качества клеточного протеома. Фермент
селективно гидролизует неправильно свёрнутые, мутантные и короткоживущие регуля-
торные белки по процессивному механизму в условиях сопряжения протеолиза с гидро-
лизом АТР. Субъединица Ес-Lon состоит из двухдоменной некаталитической N-концевой
области, С-концевого протеолитического домена (серин-лизиновая пептидаза) и централь-
ного ATP-азного модуля, принадлежащего к суперсемейству ААА+-белков (ATP-аз, ас-
социированных с различными клеточными активностями) и образованного нуклеотидсвя-
зывающим и 𝛼-спирализованным доменами.

Кристаллическая структура полноразмерной Ec-Lon не определена, однако известна
пространственная укладка ряда укороченных форм и изолированных доменов фермен-
та. На основании рентгеноструктурного анализа N-концевого домена (N) выявлено три
аминокислотных остатка (Е34, К35 и R38) Ec-Lon, предположительно участвующих в
межсубъединичных взаимодействиях в олигомере. С целью оценки вклада этих остатков
в образование функционально активного фермента получен тройной мутант с заменами
Е34,К35,R38/ААА (далее Lon-EKR), потенциально перспективный для использования в
экспериментах по кристаллизации. Целью настоящей работы явилось проведение сравни-
тельного структурно-функционального исследования мутанта Lon-EKR и интактной Ec-
Lon-протеазы.

Lon-EKR выделяли по методике, включающей стадии аффинной хроматографии на
Ni-сефарозе и гель-фильтрации на Sephacryl S-300. Установлено, что как и Ec-Lon мутант
в растворе представлен гексамерами. Характер ограниченного протеолиза химотрипсином
позволяет сделать заключение о сходстве конформаций доменов в мутантной форме Lon-
EKR и в интактном белке.

Мутант Lon-EKR гидролизует (хотя и с пониженной эффективностью) модельный бел-
ковый субстрат, 𝛽-казеин, по процессивному механизму в присутствии комплекса ATP-Mg
и по непроцессивному - при наличии AMPPNP-Mg. Вместе с тем, в отличие от интакт-
ного фермента форма Lon-EKR способна деградировать белок-мишень также и в отсут-
ствие эффекторов. Другим отличием мутантного фермента от Ec-Lon служит повышенная
склонность Lon-EKR к автолитической деградации. Показано стабилизирующее влияние
нуклеотидов и нуклеотид-магниевых комплексов на автолитическую активность мутанта.

Установлено, что мутации трех остатков N-домена приводят к понижению АТР-азной
и пептидазной активностей Ec-Lon при сохранении основных тенденций, обусловленных
влиянием нуклеотидных эффекторов и/или ионов магния. Оценено влияние белкового
субстрата на пептидазную и АТР-азную функции Lon-EKR.

Таким образом, несмотря на сохранение способности к образованию гексамерной струк-
туры, мутантная форма Lon-EKR в значительной мере утрачивает функциональную ак-
тивность и конформационную стабильность, свойственные интактной Ес-Lon-протеазе.
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