1. Streszczenie

Proteaza Lon nalezy do rodziny bialek AAA+ (ang. ATPases associated with various
cellular activities). Homologi Lon wystgpuja niemal we wszystkich poznanych organizmach
zywych. Biatka te wykazujg zarowno podobienstwo strukturalne jak i funkcjonalne. Proteaza
Lon pehi istotng funkcje regulacyjng degradujac biatka zdenaturowane podczas warunkow
stresowych, a takze jest odpowiedzialna za degradacje biatek biorgcych udziat w kluczowych
procesach metabolicznych w komoérce. Scista regulacja aktywnosci proteazy Lon jest niezbedna
do zachowania w komorce proteostazy. Bialko Lon posiada trzy funkcjonalne domeny: N-
koncowa, ATPazowa oraz peptydazowa. Domeny ATPazowa i peptydazowa zostaly doktadnie
opisane, natomiast N-domena nadal nie jest dobrze poznana. Wykazano, ze biatko Lon
Escherichia coli (EcLon) moze wystgpowaé w dwodch stanach oligomerycznych: heksameru i
podwojnego heksameru (dodekameru). Jak dotad, nie wiadomo jakie jest znaczenie biologiczne
tworzenia przez Lon tych dwoch typow struktur czwartorzedowych, czy, 1 w jaki sposdb N-
koncowa domena jest zaangazowana w ten proces oraz jakie jest znaczenie N-koncowej
domeny dla aktywnosci biatka Lon.

Celem mojej pracy doktorskiej byta proba odpowiedzi na pytanie o znaczenie
N-koncowej domeny oraz czwartorzgdowej struktury Lon dla aktywnosci biatka Lon E. coli.
W pierwszym etapie oczysScitam dzikg forme biatka EcLon, mutanta punktowego Lon E240K,
opisanego w literaturze jako stabilny dodekamer, a takze zaprojektowatam
i oczy$citam mutanty biatka EcLon pozbawione 46, 160, 176 oraz 300 N-koncowych
aminokwasOw. Przeprowadzone przeze mnie doswiadczenia in vitro wykazaty,
ze N-domena uczestniczy w tworzeniu i stabilizacji struktury czwartorzgdowej Lon. Przy
wykorzystaniu metod badawczych in vivo pokazatam, ze N-domena jest niezbedna do regulacji
odpowiedzi komorki na stres UV, a tym samym do jej przezycia w warunkach stresu.
Doswiadczenia in vitro z wykorzystaniem substratbw natywnych oraz substratu
niefizjologicznego pozwolit wykazaé, ze poczatkowe aminokwasy N-domeny sa niezbgdne w
rozpoznawaniu oraz wigzaniu substratu 1 jego proteolizie. Udowodnitam takze, ze
N-domena, poprzez jej udziat w formowaniu Struktury czwartorzedowej proteazy,
1 oddziatywania w obrgbie dodekameru wpltywa na aktywno$¢ ATPazowa biatka.
Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze N-domena Lon jest niezbgdna dla wydajnej
hydrolizy ATP.



