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ВВЕДЕНИЕ

Семейство АТР-зависимых Lon-протеаз – один 
из наиболее значимых участников системы контроля 
качества (СКК) белков, играющей ведущую роль  
в поддержании сохранности клеточного протеома 
во всех доменах жизни (бактерии, археи, эука- 
риоты). В недавно опубликованном обзоре [1] 
была дана развернутая характеристика Lon-про- 
теаз и представлены сведения о строении и струк- 
турных особенностях представителей этого се- 
мейства. Практически одновременно нами были 
обнаружены бактериальные пептидгидролазы, 
относящиеся к семейству Lon, но имеющие зна- 
чительные отличия от известных к тому вре- 
мени Lon-протеаз. Результаты изучения фермен- 
тативных свойств и получение данных об уни- 
кальной кристаллической структуре протеазного 
домена Lon-протеазы из Bacillus subtilis, модельной 
для выявленного блока ферментов, позволили 
выдвинуть предположение о существовании ранее 

неидентифицированного подсемейства LonВА-
протеаз [2]. 

Цель данной работы – общая характеристика 
строения представителей предполагаемого но- 
вого LonВА-подсемейства, а также выявление 
индивидуальных особенностей структуры фер- 
ментов бактерий и клостридий, составляющих это 
подсемейство, с помощью биоинформатического 
анализа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Подсемейства в семействе Lon-протеаз. В 

совокупности бифункциональных энергозави- 
симых ААА+-протеаз, являющихся членами 
СКК, Lon-протеазы – это единственное се- 
мейство, которое состоит из ряда значительно 
различающихся подсемейств. Принятая в 
настоящее время классификация ферментов 
семейства Lon включает три основных под- 
семейства: LonА, LonВ и LonC (рис. 1а) [1, 3–5].  
В базе данных пептидгидролаз MEROPS 
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(https://www.ebi.ac.uk/merops/) [6] Lon-протеазы 
формируют семейство S16 клана SJ, разделенное 
на 25 идентификационных групп (ID). Каждое 
Lon-подсемейство объединяет представителей 
одной или нескольких ID-групп. При этом 
принадлежность той или иной Lon-протеазы 
к определенному подсемейству отражает не 
только различия их общей архитектуры, но и 
различия некоторых консенсусных элементов, 
а также природы источников ферментов. Так, 
Lon-протеазы, функционирующие в бактериях 
и эукариотах, образуют превалирующее под- 
семейство А (представители ID-групп S16.001, 002 
и др.), ферменты подсемейства В (ID S16.005) –  
характеристические для архей, а немногочислен- 
ные LonС-протеазы (ID S16.007) обнаружива- 
ются только в некоторых термофильных бакте- 
риях [1, 3–10]. 

Общей характеристикой для Lon-протеаз всех 
подсемейств служит локализация в центральной 
части их аминокислотных последовательностей 
АТРазного компонента (А-домен), а в С-концевой – 
пептидазного (серин-лизиновая пептидгидролаза, 

Р-домен). Основные различия между членами 
подсемейств заключены в их N-концевых областях 
и во “вставочных” фрагментах (рис. 1а).

В Р-доменах ферментов семейства Lon выяв- 
лены два типа активных центров (А и В), ко- 
торые различаются окружением остатков серина 
и лизина каталитической диады [11, 12]. При 
этом LonA-протеазы содержат центр типа А,  
а протеазы LonB и LonC – центры типа В (рис. 1а).  
Несмотря на отмеченные различия, кристал- 
лические структуры Р-доменов ферментов разных 
подсемейств демонстрируют высокую степень 
топологического сходства [3, 13]. 

АТРазные А-домены Lon-протеаз состоят из 
характерных для белков ААА+-суперсемейства 
ААА+-модулей, сформированных нуклеотид-
связывающими (NB или α/β) и α-спирализованными 
(H или α) субдоменами и дополнительными 
негомологичными фрагментами (рис. 1а) [14–16]. 
Последние либо локализованы в N-концевой 
части А-домена (NTD3H-субдомен у LonA-протеаз 
[3]), либо внедрены как вставочные домены в 

Рис. 1. Доменная организация и консенсусные элементы активных центров Lon-протеаз различных подсемейств.  
(а) – Lon-протеазы подсемейств А, В и С; (б) – Lon-протеазы подсемейства ВА. Субдомены NSD, NTD5H и NTD3H 
формируют N-концевую область LonA-протеаз. NB, NC, Nsh и Nlg – N-концевые фрагменты ферментов подсемейств В, С и 
ВА. Нуклеотид-связывающий (NB) и α-спирализованный (H) cубдомены светло-голубого и синего цвета характеризуют 
ААА+-модули типов A и В соответственно. Мотивы Уолкера представляют АТРазный активный центр. I (МА, Membrane 
Anchoring) и I* (ННЕ, Helical Harpin Extension) – вставочные домены. Протеазные домены (Р) кораллового цвета 
содержат активные центры А-типа, а бирюзового цвета – центры В-типа. Ф – остатки гидрофобных аминокислот,  
Х – остатки любых аминокислот. Каталитические остатки серина (S) и лизина (K) выделены красным цветом.

(а)

(б)
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NB-субдомены ферментов (домены I (МА) и I* 
(ННЕ) у LonB- и LonC-протеаз соответственно 
[17]) (рис. 1а). LonA-протеазы включают также 
протяженный N-концевой домен (N), состоящий 
из двух субдоменов: NSD и NTD5H (рис. 1а) [3]. 
Следует заметить, что субдомены NTD5H и NTD3H 
в целом составляют фрагмент со вставочным 
coiled-coil-участком, который в работах [1, 18]  
рассматривается как индивидуальный α-спирали- 
зованный домен (HI(CC)).

В последнее время в ID-группе S16.005 прои- 
зошли значительные изменения, обусловленные 
включением в эту группу блока бактериальных 
ферментов неархейного происхождения. Источ- 
ники вновь включенных ферментов – исклю- 
чительно бактерии классов Bacilli и Clostridia, 
относящихся к отделу Firmicutes. При этом общее 
количество бактериальных ферментов (168) 
намного превосходит количество “классических” 
архейных LonB-протеаз (22) группы S16.005 [6]. 

Анализ первичных структур бациллярных 
ферментов группы S16.005 показал, что их 
протеазные активные центры однозначно пред- 
ставляют тип A, а не В (рис. 1б), что противоречит 
первоначально принятой классификации Lon-
протеаз. Вместе с тем у этих ферментов отсутствует 
характерная для LonA-протеаз пролонгированная 
N-концевая область, а их ААА+-модули содержат 
олигопептидные вставки, локализованные, как и 
у LonB-протеаз, между консенсусными мотивами 
Уолкера A и B. Однако размеры этих вставок 
(суммарно 22–23 а.о.) значительно отличаются от 
размеров крупных вставочных трансмембранных 
доменов истинных архейных LonB-протеаз 
(рис. 1б). Сочетание в бациллярных ферментах 
ID-группы S16.005 отдельных признаков LonA- 
и LonB-протеаз послужило основанием для 
предложения о выведении их в индивидуальное 
“гибридное” подсемейство Lon с наименованием 
“LonBA-протеазы” [2]. 

Новое “гибридное” подсемейство LonBA-
протеаз. Изучение первого модельного фермента 
предполагаемого нового подсемейства – 
LonBA-протеазы из Bacillus subtilis (BsLonBA, 
MER0002228) – показало, что его базовые фер- 
ментативные свойства значительно отличаются 
от свойств как LonA-, так и LonB-протеаз. Более 
того, кристаллическая структура протеазного 
домена BsLonBA оказалась уникальной для се- 
мейства Lon-протеаз [2]. Тем самым была 
подтверждена корректность выделения бакте- 
риальных ферментов группы S16.005 в отдельное 
подсемейство. 

При анализе членов ID-группы S16.005, пред- 
ставленных в бактериях класса Clostridia, 
выяснилось, что наряду с ферментами, подобными 
LonBA-протеазам, обнаруженным в бациллах, 
клостридии содержат ферменты LonBA-типа, 
N-концевая область которых более чем в 2 раза 
превышает N-концевой фрагмент LonBA-протеаз 
бацилл. Это означает, что вновь выявленное 
подсемейство LonBA сформировано двумя груп- 
пами ферментов, различающихся размерами 
N-концевых фрагментов. К одной группе (LonBA-
sh) относятся ферменты с “короткими” (short) 
N-фрагментами (N-sh, 70–80 а.о.), а к другой 
(LonBA-lg) – с “длинными” (long) N-фрагментами 
(N-lg, 170–190 а.о.) (рис. 1б). При этом следует 
подчеркнуть, что ферменты группы LonBA-sh 
представлены и в бациллах, и в клостридиях, 
а группы LonBA-lg – только в клостридиях. 
Исследованная нами [2] первая модельная 
BsLonBA-протеаза – член группы LonBA-sh.

Для выявления содержания Lon-протеаз 
различных подсемейств в бактериальных источ- 
никах был проведен скрининг ферментов се- 
мейства Lon у 58 бацилл и 110 клостридий, 
представленных в ID-группе S16.005. Установ- 
лено, что для большинства бацилл характерно 
наличие одной LonA- и одной LonBA-sh-протеазы 
(исключение составляет Bacillus cereus, у которой 
обнаружены две LonA- и три LonBA-sh-протеазы). 
У клостридий набор Lon-протеаз значительно 
шире. Все они содержат LonBA-протеазы 
(LonBA-sh либо LonBA-lg или одновременно 
оба варианта), а также (в большинстве случаев) 
протеазы подсемейства LonA. Кроме того, 
более чем у половины клостридий обнаружены 
еще и LonC-подобные протеазы. Наибольшее 
количество различных Lon-протеаз (24) было 
выявлено у хорошо изученного организма 
Clostridium botulinum [6].

В противоположность фирмикутам практически 
все архейные источники ферментов ID-группы 
S16.005 содержат исключительно “классические” 
LonB-протеазы, и только у трех организмов из 
двадцати двух обнаружены также протеазы LonA. 
Нужно заметить, что в E. coli единственный 
Lon-фермент – EcLonA-протеаза – основная 
модель для всего семейства. Представленность 
Lon-протеаз различных подсемейств в бактериях 
отдела Firmicutes в сравнении с протеобактериями 
и археями отражена в табл. 1 на примере четырех 
организмов: B. subtilis, C. botulinum, E. coli и 
Archaeoglobus fulgidus.

Для оценки консервативности структурных 
фрагментов, формирующих LonBA-протеазы, 
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было проведено выравнивание трех наборов 
последовательностей (по шесть представителей 
LonBA-протеаз бацилл, коротких и длинных 
LonBA-протеаз клостридий), результаты которого 
суммированы в табл. 2. Установлено, что наи- 
высшую степень подобия (>80%) проявляют 
нуклеотид-связывающие (NB) субдомены всех 
групп ферментов (строки 1, 2 и  4 в табл. 2). 
Высокая степень подобия сохраняется и при 

“перекрестном” сопоставлении NB-субдоменов 
всех коротких ферментов независимо от класса 
бактерий (строка 3). Однако подобие между NB-
субдоменами коротких и длинных LonBA-протеаз 
клостридий заметно ниже (<70%) (строка 5).

Неожиданно оказалось, что у α-спирализован- 
ных субдоменов (Н) степени подобия невысоки 
(~50%), и они еще больше снижаются в 
перекрестных группах (до 38 и 29%) (строки 1–5). 

Таблица 1. Содержание Lon-протеаз различных подсемейств в бактериях B. subtilis, C. botulinum, E. coli и  
A. fulgidus по данным базы MEROPS

Семейство Lon S16 Бактерии Археи

тип  
протеолитического 

центра
подсемейство

Proteobacteria
Firmicutes

Euryarchaeota
Bacilli Clostridia

ID E. coli ID B. subtilis ID C. botulinum ID A. fulgidus

А

LonA

001 0000485* 001
UPW

0000487
1037043

001     0078975
    0113785 
    0245086 
    0360567 
    0476087

–

LonBA

short –

005
UPW

0002228*
1030684
1037433

005

UPW

    0078974* 
    0245087* 
    0361555 
    0475702 
    0475680* 
    1032601

–

long – –

005     0078953* 
    0114077* 
    0245321* 
    0475665 
    0475690 
    0475693

–

В

LonB – – – 005 0003868

LonC-
подобные

– –

UPW     0079343 
    0114123 
    0245245 
    0472512 
    0472843 
    1030320 
    1035981

–

Примечание: приведены номера ID-групп и индивидуальных ферментов (MERXXXXXXX). Прочерк – отсутствие фермен-
тов указанной группы.
* Последовательности, сопоставленные на рис. 2.
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Можно предположить, что значительная разница 
между субдоменами NB и Н по консервативности 
может негативно отразиться на функциональной 
активности ААА+-модулей, которые они фор- 
мируют. Относительно невысокое подобие 
демонстрируют также группы N-концевых 
фрагментов (особенно в своих перекрестных 
вариантах) (табл. 2).

Кардинальное различие между Р-доменами 
коротких и длинных LonBA-протеаз было 
выявлено при выравнивании полноразмерных 
последовательностей этих групп ферментов. 
Оказалось, что в длинных LonBA-протеазах 
отсутствует фрагмент, соответствующий 14-член- 
ной β-структурированной вставке, обнаружен- 
ной в бациллярных LonBA-протеазах, наличие 
которой определяет уникальность укладки их 
Р-доменов [2]. Видимо, это служит основной 
причиной невысокого подобия (~40%) доменов 
коротких и длинных LonBA-протеаз клостридий 
(табл. 2, строка 5).

На рис. 2 представлено сопоставление после- 
довательностей BsLonBA, а также трех коротких 
и трех длинных LonBA-протеаз C. botulinum 
с последовательностью модельной EcLonA-
протеазы, выполненное с учетом известных 
данных по 3D-структурам EcLonA и BsLonBA. При 
этом в отношении BsLonBA были использованы 
экспериментально определенная кристаллическая 
структура Р-домена и предсказанная структура 
А-фрагмента этого фермента [2]. Вторичная 
структура CbLonBA-lg1 – одной из длинных 
LonBA-протеаз C. botulinum – предсказана с 
помощью программы PSSpred (https://zhanggroup.
org/PSSpred/). 

Как следует из рис. 2, вторичная структура 
CbLonBA-lg1 в целом соответствует структуре 
BsLonBA. При этом N-концевой фрагмент 
CbLonBA-lg1,  предше ствующий ААА+-
модулю фермента, как и в случае BsLonBA и 
EcLonA, состоит из ряда крупных α-спиралей. 
Однако значительного подобия между этими 

Таблица 2. Степени подобия фрагментов последовательностей “коротких” и “длинных” LonBA-протеаз бацилл 
и клостридий

№

Источники ферментов Фрагменты ферментов

организмы количество 
ферментов

N-концевой  
фрагмент NB-субдомен H-субдомен P-домен

размер, 
а.о.

подобие, 
%

размер, 
а.о.

подобие, 
%

размер, 
а.о.

подобие, 
%

размер, 
а.о.

подобие, 
%

LonBAs-short

1 Bacilli 6 73 67.1 190 89.5 92 51.1 185 66.5

2 Clostridia 6 80 46.3 190 86.3 90 55.6 184 63.0

3 Bacilli/Clostridia 12 80 35.0 190 81.6 92 38.0 185 53.0

LonBAs-long

4 Clostridia 6 183 41.6 190 83.8 97 56.7 169 72.8

LonBAs-(short/long)

5 Clostridia 12 80 17.5 191 67.5 97 28.9 185 42.2

EcLonA*/LonBAs (bac-clos)

6 LonA/bac-LonBA 7 н.о.** н.о. 201 41.8 118 21.2 195 41.5

7 LonA/clos-LonBA-sh 7 н.о. н.о. 192 39.6 149 20.8 194 46.4

8 LonA/clos-LonBA-lg 7  н.о. н.о. 203 42.4 123 23.6 180 52.2
Примечание: источники ферментов – класс Bacilli (LonBAs-short): B. subtilis (MER0002228), Alicyclobacillus acidocaldarius  
(MER0127779), B. cereus (MER0029009), Brevibacillus brevis (MER0166780), Paenibacillus lactis (MER0361527),  
Sporolactobacillus inulinus (MER0361592); класс Clostridia (LonBAs-short/long): C. botulinum (MER0078974/MER0078953), 
C. cellulovorans (MER0222493/MER0361471), C. saccharoperbutylacetonicum (MER0357376/MER0356900), Desulfosporosinus 
acidiphilus (MER0361501/MER0361560), Syntrophomonas wolfei (MER0080698/MER0051945), Thermosinus carboxydivorans 
(MER0088465/MER0088447). 
* EcLonA – LonA-протеаза из E. coli (MER0000485). 
** н.о. – не определяли.
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Рис. 2.  Сопоставление последовательностей LonВA-протеаз из Bacillus subtilis и Clostridium botulinum  
с последовательностью модельной LonA-протеазы из Escherichia coli с учетом структурных данных, полученных 
для EcLonA и BsLonBA [2]. Источники Lon-протеаз: E. coli – EcLonA (MER0000485, PDB: 1RRE, 1RR9, 6U5Z);  
B. subtilis – BsLonBA (MER0002228, PDB: 8DVH); C. botulinum – CbBA-sh1 (MER0078974), CbBA-sh2 (MER0245087), 
CbBA-sh3 (MER0475680), CbBA-lg1 (MER0078953), CbBA-lg2 (MER0245321), CbBA-lg3 (MER0114077). Пометки 
“sh” и “lg” означают “короткие” и “длинные” LonBA-протеазы соответственно. Указана нумерация аминокислотных 
остатков для последовательностей EcLonA, BsLonBA и CbLonBA-lg1. Выравнивание первичных структур проведено 
с помощью программы https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo. Для EcLonA и BsLonBA элементы вторичных 
структур представлены согласно данным работы Gustchina et al. [2], а для CbLonBA-lg1 – согласно предсказанию 
(https://zhanggroup.org/PSSpred/). Красным цветом показаны α-спирали, розовым – 310-спирали, синим – β-тяжи, 
черным – фрагменты, не включенные в элементы вторичной структуры. Подчеркнуты консенсусные элементы: мотивы 
Уолкера (Walker A и Walker B), ключевые остатки Y и LH/D петель Pore loop-1 и Pore loop-2 соответственно, остатки 
сенсор-1 и сенсор-2 (s1 и s2), “аргининовый палец” (RF), окружение каталитических остатков серина (S*) и лизина 
(K*). В последовательностях всех LonBA-протеаз подчеркнуты вставочные 14-членные фрагменты NB-субдоменов, а в 
коротких LonBA-протеазах – 14-членные фрагменты, соответствующие участку (Е392–K405) BsLonBA, формирующему 
уникальный вставочный β-бочонок в структуре Р-домена.

 

 

                                                                             ←  NTD5H-субдомен |  NTD3H-субдомен →__   
                             180       190       200       210       220       230       240       250       260       270       280                
EcLonA        (1―172) MPLKLADKQSVLEMSDVNERLEYLMAMMESEIDLLQVEKRIRNRVKKQMEKSQREYYLNEQMKAIQKELGEMDDAPDENEALKRKIDAAKMPKEAKEKAEAELQKLKMMSP---       283  
                                                                                                                10        20        30            
BsLonBA       -----------------------------------------------------------------------------------------MSWTGIALFIQLFFGIIIGLYFWNLLKNQR---        30 
CbBA-sh1      ------------------------------------------------------------------------------------------MT-QTLILIEIFFTVIMGLYFMNALKSQK---  28 
CbBA-sh2      ------------------------------------------------------------------------------------------MSGSLMGVVSLGVTIIMGMYFFNALKEQN---  29   
CbBA-sh3      ------------------------------------------------------------------------------------------MSGSLMGFVSLGVTIIMGMYFFNALKEQK---  29     
                       10        20        30        40        50        60        70        80        90        100       110       120                        
CbBA-lg1      MSSHKLDELQEDIINEIEQDISKDMSIELQTEVLFEIVKKIIKDSNIRARVVKYKLEKYINSNNPYERLYALNKIISDGKGIQTVPTDKNIIEVLTETNRLIVEVLAKRYVENNIEKEVEQV 122    
CbBA-lg2      MK---FSVLDEKLK-KQIDFLNDNMPLDIQVDVLEDVVRKILDEKTIRSRIIKYKLNKQLHSDDILKRIYAINKIVSDGKGIDIVPSEDTISEAIENTKMYIAQVIARRYVENSIEKDVEQA 118 
CbBA-lg3      MKSN-------EETNLLNSIMSGNLSIEAQIDALFNVTKNILDKGAFRSRVVRFKLDRYVKSQDNCDRVFALKTILSEGEKKGI-PKEEDLEQEVKIIIELIVNEIAKKYVQNKIEMKVEQA 114 
 
 
 
 
                                 ← NTD3H-субдомен  |←       Линкер-1 _    →|  NB(α/β)-субдомен  →__    
                                                                                                        Walker А        
                                      290       300       310       320       330       340       350       360       370      
EcLonA        ------------------MSAEATVVRGYIDWMVQVPWNARSKVKKDLRQAQEILDTDHYGLERVKDRILEYLAVQSRVNKIKGPILCLVGPPGVGKTSLGQSIAKAT----------GRKY       377    
                                         40        50        60        70              80        90        100       110       120              
BsLonBA       ------------------TQKVTIDKESKKEMEQLRKMRAISLSEPLSEKVRPKSFKDIVGQEDGIK------ALKAALCGPNPQHVIVYGPPGVGKTAAARLVLEEAKKHKQSPFKEQAVF       128 
CbBA-sh1      ------------------SNKVVIEKENKKEIDTLKKLRSIKLTEPLTEKSRPSSFDEIIGQENGIK------ALKAAICSPNPQHVIIYGPPGTGKTAAARLILEDAKKKEYSPFNQQSKF 126 
CbBA-sh2      ------------------NNKCIVNRENKKEVEKLRKLKEIKLTEPLTEKSRPKSFKEIIGQEKGLK------ALEAAICGPNPQHVIIYGPPGVGKTAAARVVLENAKKKEYSPFNENAKF 127 
CbBA-sh3      ------------------NNKCIVNRENKKEVEKLRKLKEIKLTEPLTEKSRPKSFKEIIGQEKGLK------ALEAAICGPNPQHVIIYGPPGVGKTAAARVVLENAKNKEYSPFNKNAKF 127 
                     130       140       150       160       170       180             190       200       210       220       230 
CbBA-lg1      LMEKQDKYIEEVKLNILKKQKGPENAKTLKKYAHIEVLESKKLTNNIQHLLRPASFLEIIGQERPIK------SLLSKIASPYPQHIILYGPPGVGKTSAARLALEEVKKLKYTPFYKDSKF       238          
CbBA-lg2      ILEKQEKYIEDVRLGIIRKRKGSENAKTLKKYSKLQELDSKKLSNNILSMLRPQSFSEIVGQERAIK------SLVSKLASPYPQHIILYGPPGVGKTTAARLALEEVKKIKHTPFDEDGKF 234 
CbBA-lg3      IMEKQEKYIDEVRLSVIKKQKGVENNNTMSKLNNLVSLDEKVTSKNIMSFLRPDSFDEVVGQERAIK------SLISKLSSPYPQHIILYGPPGVGKTTAARLALKEAKKLNFTPFDDESKF 230 
 
 
  
 
                                                          _____     NB(α/β)-субдомен _____________         
                                      Pore loop-1                        Walker B Pore loop-2 
                380            390       ↓ 400                   410       420       430       440       450       460   
EcLonA        VRMALG-----GVRDEAEIRG--HRRTYIGS-MP-----------GKLIQKMAKVGVKNPLFLLDEIDKMSSDMRGDPASALLEVLDPEQNVAFSDHYLEVDYD--------------LSDV       466 
                                                                                                                     Вставка 14 а.о. 
               130       140       150   ↓    160       170          180          190            200       210       220       230         
BsLonBA       VELDATTARFDERGIADPLIGSVHDPIYQGA-GAMGQAGIPQPKQG-AVTHA--HGG---VLFIDEIGE---LH--PIQMNKMLKVLEDRKVFLDSAYYSEENTQIPNHIHDIFQNGLPADF       238 
CbBA-sh1      MEIDATTVRSDERGIADPLIGSVHDPIYQGA-GALGLAGVPQPKPG-AVTKA--HGG---VLFIDEIGE---LH--PSEMNKLLKVLEDRKVFLDSAYYNPSDNNIPSYIKDIFENGLPADF       236 
CbBA-sh2      VEIDATTVRFDDRGIADPLIGSVHDPIYQGA-GALGSAGIPQPKPG-AVTKA--HGG---ILFIDEIGE---LH--PVETNKLLKVMEDRKVFLESAYYNSEDPNMPSYIKDIFDNGLPADF       237   
CbBA-sh3      VEIDATTVRFDDRGIADPLIGSVHDPIYQGA-GALGSAGIPQPKPG-AVTKA--HGG---ILFIDEIGE---LH--PVETNKLLKVMEDRKVFLESAYYNSEDPNMPSYIKDIFDNGLPADF       237 
                240      250       260       270       280          290          300            310       320       330       340 
CbBA-lg1      VEVDGTTLRWDPREITNPLLGSVHDPIYQGSKRDLAETGIPEPKLG-LVTEA--HGG---VLFIDEIGE---LD--DMLQNKLLKVLEDKRVEFSSSYYDPDDENTPKYIKHLFENGAPADF 349 
CbBA-lg2      VEVDGTTLRWDPREITNPLLGSVHDPIYQGSKRDLAEIGVPEPKPG-LVTEA--HGG---VLFIDEIGE---LD--DILQNKLLKVLEDKRVEFSSSYYDPDDENIPKYIKYLFENGAPADF       345    
CbBA-lg3      IEVDGTTLRWDPREITNPLLGSVHDPIYQGSKRYLSEAGVPEPKPG-LVTEA--HGG---VLFIDEIGE---LD--HILQNKLLKVLEDKRVEFSSSYYDPDDESTPKYIKYLFDNGAPADF       341 
 

 

               __← NB(α/β)-субдомен  _|←____________________       ________H(α)-субдомен   _ ____________                     _→| Линкер-2 →__ 
                    s1           RF                                                        s2             
                 470↓        480 ↓     490       500       510       520       530       540       550       560       570        580          
EcLonA        MFVATSNS-MNI-PAPLLDRMEVIRLSGYTEDEKLNIAKRHLLPKQIERNALKKGELTVDDSAIIGIIRYYTREAGVRGLEREISKLCRKAVKQLLLDKSLKHIEINGD-NLHDYLG----V       581     
               240       250     ↓ 260       270       280                 290        300  ↓      310          320              330         
BsLonBA       RLIGATTRMPNEIPPAIRSRCLEVFFRELEKDELKTVAKTAADKI------EKNIS----EEGLDLLTSY-TRN--GREAVNMIQIAAGMAVTE---NRKDIT-------IEDIEWVIHSSQ      337    
CbBA-sh1      RLIGATTRSPEEITPALRSRCVEVFFRALLPEEIKKIAMNAIKKL------NFTIE----EEACELISKY-CSN--GRDTINLVQLSAGLSINS---NRNKIL-------IQDVEWVIENGQ       335   
CbBA-sh2      RLVGATTRSPQEMCPAIRSRCVEIFFRSLTAEEIEDIADNTVKKI------RFTIE----DKAKVLVGKY-CTN--GRDAVSLVQLSSGIALNE---GRKEIK-------VEDMEWIIENGE       336   
CbBA-sh3      RLVGATTRSPQEMCPAIRSRCVEIFFRSLTAEEIEDIADNTIKKI------GFTIE----DKAKVLVGKY-CTN--GRDAVSLVQLSSGIALNE---GRKKIK-------VEDMEWIIENGQ       336   
              350       360       370       380       390                 400        410         420       430          440       450 
CbBA-lg1      VLIGATTREPSEINPALRSRCAEVFFEPLSSKDIEKIVINASDKL------NVILE----DGVAQTISRY-TIE--GRKAVNILSDVYGYSLYK---NKEYKEGTKLNITMDDLEQVISISR 455                                               
CbBA-lg2      VLIGATTREPKDINPALRSRCTEVYFEPLSSKDVENIVEDAAGRL------NIKLE----DGVSTLISKY-TVE--GRKAVNLLADAYGYVLYN---EKV--DDTEVVIKIKDIEEVISISR       449  
CbBA-lg3      VLIGATTKSPSEINPALRSRATEVYFEPLSSDDIELIVKKAAEKL------NVTLE----EGVAKKISNY-TFE--GRKAVNILTDAYGYALYI---EKQRED--NIEIKLEYLDEVLSVGR       445    
 
 
 
 
 
                __← Линкер-2 |_ P-домен →__  
                      590        600        610        620         630                     640       650       660       670      *680 
EcLonA        QRFDYGRADNEN-RVGQVTGLAWTEVGG-DLLTIETACVP-GKGK--LTYTGSLG--------------EVMQESIQAALTVVRARAEKLGINPDFYEKRDIHVHVPEGATPKDGPSAGIAM 684   
                                                                    Вставка 14 а.о.  
                340       350       360       370        380       390       400       410       420              430        440  *    450               
BsLonBA       LTPKHEQKIGVEPQVGIVNGLAVYGPNSGSLLEIEVSVTA-AQDKGSINITGIAEEESIGSQSKSIRRKSMAKGSVENVLTVLRTM-G------MKPSDYDIHINFP-GGIPIDGPSAGIAM       450 
CbBA-sh1      YSPRIQRKIPLEPKVGYVNGLAVYGANMGMVMEIEATAKKINFRKGNLSITGLVEEEEINSSNKKAIRKSTAWCSVQNVITIMKQMFD------LECDEYDIHINFP-GGIPVDGPSAGISI       450 
CbBA-sh2      YAPRPEKIVPKEPKIGYVNGLAVYGSNMGIVMEIEATATKVISRKGNFKITGIVEEEEMDSSNKKIKRKSTACASAENVLTVLENVFN------IDCDKYDIHLNFP-GGMPVDGPSAGISM       451      
CbBA-sh3      YAPRPEKIVPKEPKVGYVNGLAVYGSNIGIVMEIEATATKVLSRKGNFKITGIVEEEEMDSSNKKIKRKSTACSSAENVLTVLENVFN------IDCDQYDIHLNFP-GGMPVDGPSAGISM       451       
                  460       470       480        490        500                   510       520             530       540         *    
CbBA-lg1      LIPYDRIENKEKLEIGHVYGLGVSGY-IGSTIEIETTVFN-AKDKGK----GFI--------RFNDTAGSMAKDSVFNAASVIRKITK------EDIKDYDVHVNAI-GGGKIDGPSAGAAI 556   
CbBA-lg2      LTPFEQVYHNEEPEVGHIYGLGVSGY-IGSTIEIEAAAFE-SKDKGK----GFV--------RFNDTAGSMAKDSVFNAASVIRKLTN------KDVKDYDIHVNAV-GGGRIDGPSAGAAI       550 
CbBA-lg3      HIPFEIFDNTEEYEIGHIYGLGVSGF-LGSTIEIEANVFM-AKKKGA----GVV--------RFNETAGSMAKDSVFNAASVIRAITD------KDIKDYDIHVNVI-GGGKIDGPSAGVAI       546 
 
 
 
                                                                                                                     __←_P-домен _| 
                   690       700       710         *       730       740       750       760       770        780  
EcLonA        CTALVSCLTGNPVRADVAMTGEITLRGQVLPIGGLKEKLLAAHRGGIKTVLIPFENKRDLEEIPDNVIADLDIHPVKRIEEVLTLALQNEPSGM-QV--VTAK--------------        784     
                       460       470       480     * 490       500       510          520        530       540        550                  
BsLonBA       AAGIFSAIHKIPIDNTVAMTGEISLNGLVKPIGGVIPKIKAAKQSGAKKVIIPYENQQAI---LKQIDGIEIIAVKT-FQEVLDEILVNPPTEQ-KPFHIEINKESV----------            552                                                                                                                                    
CbBA-sh1      TTAVYSAIIGKPVDNNVAMTGEISIHGEVKPVGGVSSKVEAAIKAGAKKIIIPKENWQDK---FEKLDKVKVIPVSD-IKTVIKEAICVGEE---DKLFLNIDKSVEFLSAESMTK-            559 
CbBA-sh2      VTAIYSAITNIPVNNKVAMTGEISIHGLVKPIGGVNAKINAAKKAGAKTVIIPKENWQQR---FKNDKSISVIPVTN-IKEVIELALIPEEKCENQESIIGVKTNVDILTAESAINS            564 
CbBA-sh3      VTAIYSAIMRIPVNNKVAMTGEISIHGLVKPIGGVNAKVNAAKKAGAKTVIIPKENWQQR---FKNDKSINVIPVTN-IKEVIELALIPEEKCENKESVIKVKTNVDILTAESAINS            564 
                 560       570       580       590 *     600       610       620          630 
CbBA-lg1      TICIISALLNKPIKQDIAITGEISLKGKIKPVGGIFEKIYGARRKGIKKVIIPKDNMKDA---PSDIKDIEIICINT-IEELINIVF------------------------------            639 
CbBA-lg2      TVCIISALLNKPIRQDIAVTGEISLRGKIKPVGGIFEKVYGARRKGIKCVIVPKDNLREV---PKGLKDIDVKAVDN-IEELIKIVFDE----------------------------            635 
CbBA-lg3      TLCIISALLNKPIKQDIAVTGEISLRGKVKPVGGIFEKIYGARRKGIKRVLVPKDNEKEI---PRGLKDIEVKSVST-IEEIMDIVFE---------------------- -------            630 
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фрагментами не обнаружено. Кроме того, в 
N-концевой последовательности CbLonBA-lg1 
не выявлено ни coiled-coil-участка (как М173–
М280 у EcLonA), ни трансмембранного сегмента 
(как S2–L26 у BsLonBA). Наиболее выраженное 
сходство обнаруживают протяженные α-спирали, 
локализованные в фрагментах D188–D245 EcLonA-
протеазы и D24–G81 CbLonBA-lg1, где степень 
подобия составляет 53.8%, а консервативность 
аминокислотных остатков – 18.5%.

Нуклеотид-связывающие и α-спирализованные 
субдомены LonBA-протеаз и бацилл, и клостридий, 
формирующие ААА+-модули ферментов, де- 
монстрируют заметное и примерно равное 
подобие с соответствующими фрагментами 
EcLonA-протеазы (~40% для NB-субдоменов и 
20% для Н-субдоменов) (табл. 2, строки 6–8). 
Надо полагать, что низкое сходство ААА+-модулей 
EcLonA и LonBA-протеаз в большой степени 
обусловлено разницей размеров сопоставляемых 
субдоменов. Так, NB-субдомены LonBA-протеаз 
значительно крупнее NB-субдомена EcLonA, 
поскольку кроме вставочных фрагментов, 
заключенных между мотивами Уолкера (суммарно 
22 или 23 а.о.), они имеют также вставки по 
14 а.о. в своих С-концевых областях (рис. 2).  
Н-Субдомены LonBA-протеаз, напротив, короче 
Н-субдомена EcLonA на 16–23 а.о. (рис. 2). 
Отмеченные различия могут отразиться на 
пространственных структурах ферментов вновь 
выявленного LonBA-подсемейства.

Подобие Р-доменов EcLonA и LonBA-протеаз 
тоже невелико (табл. 2, строки 6–8).  Но надо 
подчеркнуть, что в этом случае, как и следовало 
ожидать, большее сходство обнаружено между 
Р-доменами EcLonA и длинных LonBAs, не 
имеющих уникальной β-структурированной 
вставки, характерной для коротких LonBA-
протеаз (рис. 2).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Аминокислотные последовательности анали- 

зируемых протеаз получали из баз данных  
MEROPS (https://www.ebi.ac.uk/merops/) и UniProt 
Knowledgebase (https://www.uniprot.org/).

Для предсказания вторичных структур белков 
использовали серверы PSSpred (https://zhanggroup.
org/PSSpred/), Jpred 4 (https://www.compbio.
dundee.ac.uk/jpred4/index.html) и Porter 5.0 (https://
distilldeep.ucd.ie/porter/). 

Поиск трансмембранных фрагментов проводили 
с помощью серверов SMART (https://smart.embl-

heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1), 
TMHMM-2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/
services/TMHMM-2.0/) и HMMTOP (https://www.
enzim.hu/hmmtop/html/submit.html). 

Наличие coiled-coil-областей в белках выявляли 
с использованием серверов CoCoPRED (https://
www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/CoCoPRED/), Prabi 
coiled-coil prediction (https://npsa-prabi.ibcp.fr/
cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_lupas.
html) и Waggawagga coiled-coil prediction (https://
waggawagga.motorprotein.de/). 

Для выравнивания последовательностей ис- 
пользовали сервер https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/
msa/clustalo.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведено биоинформатическое исследование 
недавно выявленной в семействе Lon-протеаз 
группы ферментов из бацилл и клостридий, которые 
в базе данных MEROPS оказались отнесенными 
к подсемейству LonВ. Охарактеризовано как 
общее строение вновь выявленных ферментов, 
так и индивидуальные особенности их структуры. 
Установлено, что существенные структурные 
отличия этих протеаз от ранее изученных фер- 
ментов Lon-семейства не позволяют в пол- 
ной мере отнести их ни к одному из трех извест- 
ных классических подсемейств, а скорее свиде- 
тельствуют об обнаружении отдельного четвертого 
подсемейства “гибридных” LonBA-протеаз.

Показано, что новое подсемейство LonBA 
состоит из двух сообществ ферментов, раз- 
личающихся строением своих N-концевых фраг- 
ментов и протеазных доменов. Обнаружение в 
различных организмах бактерий отдела Firmicutes, 
к которому принадлежат бациллы и клостридии, 
большого разнообразия АТР-зависимых Lon-
протеаз, не относящихся к “классическим” 
LonA-ферментам, позволяет предположить нали- 
чие у представителей во многом все еще 
загадочного семейства Lon новых невыявленных 
функций, которые требуют дальнейшего глубокого 
исследования. 
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The Lon protease family belongs to the key peptide hydrolases of the protein quality control (PQC) system, 
which plays a leading role in maintaining the integrity of the cellular proteome in all natural kingdoms. 
Moreover, Lon proteases are the only family of ATP-dependent proteases of PQC which comprises a number 
of structurally distinct subfamilies. Recently, it has been suggested that the Lon family contains a previously 
unclassified LonBA subfamily, which includes enzymes from bacteria of the Bacilli and Clostridia classes. 
Using bioinformatics analysis, data were obtained on the structural features of enzymes of the putative new 
subfamily and on the existence of two different groups of Lon proteases in this subfamily.

Keywords: protein quality control system, ААА+ proteins, ATP-dependent proteolysis, Lon proteases, 
subfamilies, Bacilli, Clostridia 


