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Streszczenie

Biatko Lon nalezy do rodziny proteaz zaleznych od ATP, ktére s3 zaangazowane w
kontrole jakosci proteomu. Proteaza bakteryjna Lon jest uwazana za najwazniejszy czynnik
zaangazowany w degradacj¢ bialek. Odgrywa ona istotng role w wielu procesach zyciowych
komérki, m. in. adaptacja do warunkow stresowych, podziat komoérkowy i1 roznicowanie,
replikacja DNA. Dotychczas w naszym zespole wykazano, ze proteaza Lon z Escherichia coli
specyficznie degraduje bialko TrfA (inicjator replikacji plazmidu RK2) zwigzane w kompleksie
nukleoproteinowym z DNA. Ponadto, sama proteaza Lon wigze DNA. Obecnos¢ obu czynnikow,
TrfA 1 DNA, silnie stymuluje aktywno$¢ proteolityczng oraz ATPazowa proteazy Lon.
Dotychczas jednak nie wykazano w jaki sposob DNA wptywa na degradacj¢ substratow przez
Lon oraz nie zidentyfikowano miejsca wigzania DNA do Lon.

Glownym celem projektu byto znalezienie miejsca wigzana DNA w biatku Lon E. coli. W
pierwszym etapie skonstruowano i oczyszczono skrocone wersje biatka Lon, zawierajace
pojedyncze domeny i sprawdzono, ktéra z nich wigze DNA. Wykazano, ze domena ATPazowa
Lon tworzy kompleks z DNA. W oparciu o uzyskane wyniki oraz model oligomeru proteazy Lon
wytypowany zostal rejon z pozytywnie natadowanymi resztami aminokwasowymi, ktore moga
by¢ potencjalnie zaangazowane w oddziatywanie biatka z DNA. Skonstruowano i oczyszczono
kilka wariantow biatka Lon z wprowadzonymi substytucjami zmieniajacymi ladunek
W wytypowanym rejonie oraz zbadano oddziatywanie tych wariantéw z DNA. Warianty Lon
z substytucjami, ktoére znacznie ostabity wigzanie do DNA, byly nastepnie badane pod katem
aktywnosci proteolitycznej wzgledem specyficznych substratow. Analiza wykazata, ze warianty
Lon niewigzace DNA mialy znacznie obnizong aktywno$¢ proteolityczng wzgledem bialtka TrfA
w kompleksie nukleoproteinowym, natomiast substraty niewigzace DNA nadal byty
degradowane. Kolejne etapy projektu mialy na celu przeprowadzenie analiz: interakcji
uzyskanych mutantow biatka Lon z substratami, stymulacji aktywnosci ATPazowej oraz efektow
fenotypowych wariantow Lon w komorkach bakteryjnych.

Przy uzyciu metod biofizycznych oraz mikroskopii elektronowej przeprowadzono analize
strukturalng proteazy Lon oraz czynnikow wplywajacych na tworzenie kompleksow
nukleoproteinowych.  Przeprowadzone do$wiadczenia wykazaly dominacje  struktury
dodekamerycznej proteazy Lon w populacji czasteczek oraz zalezno$¢ wigzania enzymu do DNA
od jonéw Mg i konformacji DNA. Na podstawie uzyskanych wynikow zaproponowano
hipotetyczny model zaleznosci struktury i1 funkcji proteazy Lon od interakcji z kwasami
nukleinowymi.
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