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Bialka z rodziny ABC: niezwykla maszyneria.
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The ABC proteins family: an amazing machinery. Structure and mechanism of
transport

The proper functioning of all living organisms depends on the supply

of essential nutrients from the outside and the removal of harmful

toxic compounds from the cells by primary and secondary membrane
transport. The ABC transporters constitute the largest family of the
proteins identified to date. They are ubiquitous among all living
organisms, both Eukaryotes and Prokaryotes. In the group of proteins
which form so called human transportome, exist 49 ABC transporters.

In addition to performing important physiological functions (e.g.
detoxification of the organism, being an essential element of blood-brain
barrier, maintainance of lipid homeostasis or participation in cellular

immune response), they also play a significant role in the pathogenesis of

numerous diseases, including cystic fibrosis, Tanger disease and cancer.
Primarily, the ABC proteins are responsible for the active export of a wide
variety of substrates (including, for example: organic and inorganic ions,
proteins, amino acids, oligonucleotides, complex carbohydrates, heavy
metals, steroids, bile salts, vitamins, antibiotics, anti-cancer drugs

and their metabolites, as well as many important signaling molecules,
e.g. cysteinyl leukotrienes and prostaglandins) outside the cell which is
driven by the hydrolysis of ATP. The minimal functional unit for efficient
transport consists of two nucleotide binding domains (NBDs) and two
trans-membrane domains (TMDs). The highly conserved NBD domains
form the ATP-dependent driving force for transport. Each NBDs consists
of RecA-like and a-helical subdomains which include the following
conservative motifs: Walker A motif, Walker B motif, H switch region,
A-, Q-, D- loops as well as consensus C sequence. In turn, more
structurally diverse TMD domains determine the substrate specificity

of ABC proteins and create the translocation pathway across the lipid
bilayer. This publication presents various strategies for substance
transport and the structural complexity of the ABC transporters.
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Prawidlowe funkcjonowanie wszystkich orga-
nizméw zywych uzaleznione jest od dostaw nie-
zbednych skladnikéw odzywczych z zewnatrz
oraz usuwania z komoérek zwigzkéw niepozada-
nych (toksycznych), na drodze pierwotnego oraz
wtérnego transportu przez blony. Nie powinno
dziwié, ze znaczng cze¢$¢ proteomu stanowia
bialka biorace udzial w aktywnym transporcie
substancji przez blone plazmatyczng komérki lub
blony organelli komérkowych [1, 2]. Na niebaga-
telne znaczenie aktywnosci transportowej bialek
wskazuje wysoki poziom kosztéw metabolicznych
ponoszonych w ramach pompowania czasteczek
przez blony komérkowe; koszty te moga pochla-
niaé od 10 do 60% zapotrzebowania na ATP u bak-
terii i ludzi [3].

Transportery ABC reprezentuja najwiek-
szg zidentyfikowana dotychczas rodzine bia-
tek. Wystepuja powszechnie u wszystkich orga-
nizméw zywych. Transportery ABC moga by¢
odpowiedzialne za import skladnikéw odzyw-
czych i innych czasteczek do komérek (u Proca-
ryota), lub eksport m.in. toksyn, lekéw i lipidow
przez blony poza obszar komérki (u Procaryota
i Eucaryota). Transportery ABC wykazuja szero-
kie spektrum substratowe. Wsréd substratéow dla
transporterow ABC wymieni¢ mozna zaréwno
substancje endogenne, jak i ksenobiotyki, m.in.:
jony organiczne i nieorganiczne, peptydy i bialka,
aminokwasy, oligonukleotydy, nukleozydy, cukry
proste oraz zlozone polisacharydy, metale ciezkie,
sterydy, sole zélciowe, witaminy, antybiotyki, leki
przeciwnowotworowe i ich metabolity, wiele klu-
czowych czasteczek sygnalowych (np. leukotrieny
cysteinylowe, prostaglandyny) [4, 5, 6].

W grupie bialek tworzacych ludzki system
transportu, stwierdzono obecnosé 48 trans-
porteréw ABC (49, po zaliczeniu transportera
ABCC13 do ogélnej puli; jest jednak niefunkcjo-
nalnym transporterem ABC ze wzgladu na brak
kluczowych elementéw budowy, tj. motywéw
Walker A, Walker B oraz motywu konsensuso-
wego C [6]). Transportery te zgrupowane zostaly
w 7 podrodzin (ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE,
ABCF oraz ABCG). Wiele z nich, oprécz pelnienia
waznych fizjologicznych funkcji, odgrywa zna-
czaca role w patogenezie choréb, m.in.: mukowi-
scydozy, choroby Tangera, adrenoleukodystro-
fii i choréb nowotworowych [2, 3, 6, 7]. Bialka
nalezace do rodziny ABC stanowig istotny ele-
ment bariery typu krew-narzad (m.in. bariery
krew-mozg, krew-lozysko), sa odpowiedzialne
za detoksykacje organizmu, utrzymywanie stanu
homeostazy lipidowej oraz prezentacje antygenu
- procesu istotnego w budowaniu komdrkowej
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odpowiedzi immunologicznej. Aktywnos$¢ trans-
porteréw ABC zostala takze powiazana ze zja-
wiskiem lekoopornosci. Réwniez udowodnione
jest ich znaczenie dla biologii komérek nowo-
tworowych. Wéréd transporteréw ABC odnalezé
mozna réwniez takie biatka, ktére peinia role
kanaléw jonowych badz stanowia czynnik regu-
lujacy aktywnosc¢ tych kanaléw [5, 6]. Uwzgled-
niajac mechanizm dzialania, eksportujace biatka
ABC mozna podzieli¢ na: typowe biatka trans-
portujace, gdzie translokacja substratu odbywa
sie poprzez zmiane konformacji, np. P-gp - gli-
koproteina P [1, 8, 9]; kanaly jonowe, w ktérych
stan przewodzacy jest osiagany przez zmiane kon-
formacji, np. blonowy regulator przewodnictwa
(ang. cystic fibrosis transmembrane conduc-
tance regulator, CFTR) [1, 2, 8-12]; receptory,
w przypadku ktérych zwigzanie ligandu umozli-
wia transmisje zwigzanych z nim informacji, przy
czym ligand niekoniecznie transportowany jest
poprzez blone, np. receptor sulfonylomocznika 1
(ang. sulfonylurea receptor 1, SUR1) [8, 9, 13];
oraz regulatory funkcjonowania innych kana-
16w jonowych, np. aktywnos$¢ kanalu potasowego
Kir6.2 zalezy od hydrolizy ATP przez ,transpor-
ter” SUR1 (ABCC8) oraz SUR2 (ABCC9), kt6ry sam
w sobie nie posiada zdolnosci transportujacych [1,
8,9, 11, 12].

Minimalng jednostke funkcjonalng niezbedna
do trans-membranowego transportu substratu
wspoltworza dwie hydrofilowe domeny wigzace
nukleotydy (NBD) i dwie domeny transblonowe
(TMD). Hydroliza ATP w obrebie NBD powoduje
zmiany konformacyjne TMD, co skutkuje naprze-
miennym dostepem zaréwno do wnetrza, jak
i Srodowiska zewnetrznego komorki, zapewnia-
jac jednokierunkowy transport substancji przez
dwuwarstwe lipidows [2, 3, 14, 15].

Niniejsza publikacja umozliwi dokladniejsze
zrozumienie mechanizméw transportu nape-
dzanego hydroliza ATP, wskaze zlozono$¢ struk-
turalng w rodzinie transporteréw ABC oraz
podkresli wynikajaca z nich wielopoziomo-
wos¢ funkcjonalng tych bialek opisang szerzej
w poprzedniej pracy przegladowej [6].

Budowa transporteréw ABC

W miare postepujacych badan nad skladem
sekwencji aminokwaséw budujacych transportery
ABC zauwazono, ze pierwotna struktura domen
wiazacych ATP tych transporteréw jest wysoce
konserwatywna - chociazby poprzez obecnosé
petli wiazacej fosforany (petla P, in. motyw Wal-
ker A) czy krotkiej sekwencji konsensusowej
,LSGGQ”. Nalezy podkresli¢, ze transportery ABC
sa zlozonymi systemami molekularnymi zaréwno
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PELNY TRANSPORTER:

= KONIEC AMINOWY rest TE®  KONIEC KARBOKSYLOWY

Procaryota: 0,15% gendw ABC (u Eubacteria)
Eucaryota: ABCA, ABCB, ABCC, ABCD (rosliny ladowe)

Eucaryota: ABCG

POt-TRANSPORTER:
Procaryota
T™MD "NBD Eucaryota: ABCA, ABCB, ABCC, ABCD
Procaryota: 0,25% gendw ABC (u Eubacteria)
NED TMD Eucaryota: ABCG
POJEDYNCZA STRUKTURA:
Procaryota
m Eucaryota: nieznana rodzina, 4% gendw ABC
% Procaryota
STRUKTURA ABC2:
:II-I'IIIIII':QIIIII-I'IIII: Promryotﬂ'
: NBD : NBD Eucaryota: ABCE, ABCF
%+ KONIECN '#%= KONIECC =+

Rycina 1. Zréznicowanie strukturalne transporteréw ABC. Pelny transporter: gen transportera ABC koduje dwie domeny

TMD i dwie domeny NBD; pét-transporter: gen transportera ABC koduje jedna domeng TMD i jedna domeng NBD; pojedyncza
struktura: gen transportera ABC koduje pojedyncza domen¢ TMD lub NBD; struktura ABC2: gen transportera ABC koduje tylko
dwie domeny NBD. Po prawej stronie wskazano wystepowanie okreslonych struktur u Procaryotai/lub Eucaryota (wg [19],
rycina zmodyfikowana).

Figure 1. Structural diversity of ABC transporters and their presence in Procaryotes and/or Eucaryotes. Full-transporter:
consists of two TMD domains and two NBD domains; Half-transporter: one TMD domain and one NBD domain; Single structure:
asingle TMD or NBD domain; ABC2 structure: only two NBD domains (according to [19], figure modified).

pod wzgledem budowy, jak i funkcji. W kolejnych
podrozdzialach scharakteryzowano najwazniej-
sze elementy strukturalne transporteréw ABC [2,
3,9, 16-19].

Struktura transporteréw ABC moze wykazy-
wac rézny stopient zlozonosci, od najprostszych
jednodomenowych transporteréw u Procaryota,
po transportery skiadajace sie z kilku jednostek
czynno$ciowych - u ssakéw. W pelni funkcjo-
nalny ludzki transporter ABC sklada sie z co naj-
mniej dwéch domen wiazacych nukleotyd (NBD)
oraz dwéch domen trans-blonowych (TMD)
polaczonych kowalencyjnie - w tym przypadku
moéwimy o pelnych transporterach, (ang.: full-
-transporter, full-size transporter, np. ABCA1,
ABCA7, ABCBI) - rycina 1. N-koricowe domeny
trans-membranowe oraz C-koricowe domeny
NBD polaczone sa w jeden polipeptydowy laricuch
wspolttworzae uklad: TMD-NBD-TMD-NBD (lub
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NBD-TMD-NBD-TMD). Wyjatek stanowig trans-
portery nalezace do podrodziny ABCE oraz ABCF -
nieposiadajace domen TMD (tzw. struktura ABC2:
NBD-NBD). Jesli za$ bialko sklada sie wylacznie
z 1 domeny NBD oraz 1 domeny TMD (TMD-NBD
lub NBD-TMD), mamy do czynienia z tzw. p6l-
-transporterem (ang. half-transporter; half-size
transporter), ktérego aktywacja jest mozliwa po
utworzeniu homo- badz heterodimeru z biatkiem
wykazujacym ten sam schemat budowy. Przykla-
dem takiego funkcjonalnego transportera, beda-
cego heterodimerem dwdéch pét-transporteréw,
jest transporter transporter zwigzany z prezen-
tacjg antygenu (ang. transporter associated with
antigen presentation, TAP) powstaly wsku-
tek polaczenia biatka ABCB2 oraz ABCB3; nato-
miast aktywnym homodimerem jest np. ABCG1;
z kolei ABCG2 moze funkcjonowacé jako homodi-
mer lub homomultimer, gdzie tworzeniu dimeru
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Tabela 1. Konserwatywne motywy transportera ABC (¢ - reszta hydrofobowa, B - rozgaleziona reszta alifatyczna, p - reszta
hydrofilowa, x - dowolny aminokwas, * - motyw specyficzny dla transporteréw ABC, ** - motyw spotykany takze w innych
(niz transportery ABC) bialkach wiazacych ATP, a - lokalizacja: subdomena RecA-podobna, b - lokalizacja: subdomena
helikalna) [3, 7, 11, 14, 17, 27, 29, 38, 39].

Table 1. Conservative motifs of ABC transporter (¢ - hydrophobic residue, B - branched aliphatic residue, p - hydrophilic residue,
X - any amino acid, * - motif specific for ABC transporters, ** - motif also found in other (than ABC transporters) ATP-binding
proteins, a - location: RecA-like subdomain, b - location: helical subdomain) [3, 7, 11, 14, 17, 27, 29, 38, 39].

PetlaA * (F/K)xy pozycjonowanie ATP poprzez interakcje z pierscieniem adeninowym

Walker A (Petla P) ** GxxxxGKT/S formowanie kieszeni wigzacych ATP, wiazanie reszt fosforanowych ATP lub ADP
Petla Q,* $0$/QQD/E komunikacja miedzy domenami NBD-TMD, sensor reszt y-fosforanowych ATP
Petla X, TXVG{E/DHR/K}G komunikacja miedzy domenami NBD-TMD, wykrywanie peptydéw

Motyw C,* LSGGQ formowanie kieszeni wiazacych ATP, komunikacja miedzy domenami NBD-TMD
Walker B,** ddddDE formowanie kieszeni wigzacych ATP, koordynuje wode katalityczng i jony Mg?
Petla D, SALD komunikacja dimeréw NBD-NBD, stabilizuje miejsce wigzania ATP

PetlaH * H (lub BoBpH lub xxHxx) region przetaczajacy zalezny od ATP, hydroliza ATP, diada katalityczna

towarzyszy wytworzenie mostkéw di-siarczko-
wych na poziomie cysteiny w pozycji 603 [1-3, 9,
10, 15, 23, 25].

Domeny wigzace ATP (NBD)

Domeny wiazgce ATP (ang. nucleotyide bin-
ding domain, NBD; ATP-binding cassette, ABC;
nucleotide binding folds, NBF), zlokalizowane sa
na C-koricu biatka i wystepuja wylacznie w cyto-
plazmie (bez ekspozycji zewnatrzkomérkowej, sa
jednak obwodowo zwigzane z cytoplazmatyczng
powierzchnig blony komérkowej). Wykazuja cha-
rakter hydrofilowy [3, 8-10, 23-26].

Domeny NBD, ze wzgledu na wysoce konser-
watywny pod wzgledem struktury i sekwencji
charakter, sa znakiem rozpoznawczym rodziny
transporteréw ABC. Domeny wigzgce ATP stano-
wig podgrupe nadrodziny NTPaz zawierajacych
petle P, a prowadzone przez nie procesy katali-
tyczne sg zalezne od obecnosci jonéw magnezu.
Kazda domena NBD posiada rdzen skladajacy
sie z sekwencji okolo 215 aminokwaséw, specy-
ficznej dla danego typu transportera ABC [7, 9].
W strukturze domen NBD, zaréwno prokario-
tycznych, jak i eukariotycznych transporteréw
ABC, wyréznié¢ mozna dwie podstawowe skla-
dowe: charakterystyczng dla ATPaz zawieraja-
cych petle P RecA-podobna subdomene kata-
litycznego rdzenia (rdzen F1), w obrebie ktorej
wyrézni¢ mozna 6 konserwatywnych elemen-
téw: motyw Walker A, motyw Walker B, petle A,
Q, D i motyw H, wspéltworzacych kieszen wia-
zacg oraz hydrolizujaca ATP; oraz bardziej zréz-
nicowang strukturalnie, unikalng dla trans-
porteréw ABC subdomene o-helikalng, ktéra
zawiera sygnaturowy (in. konsensusowy) motyw
C. Dzieki obecnym w obrebie domen NBD wysoce
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konserwatywnym motywom (tabela 1 irycina 3),
mozliwa jest identyfikacja podrodzin transpor-
teréw ABC [3, 19, 25, 27]. Ponadto, motywy te sa
niezbedne dla zachowania pelnej funkcjonalnos$ci
transporteréw poprzez wigzanie i hydrolize ATP,
jak réwniez utrzymanie komunikacji na poziomie
domen NBD-NBD oraz NBD-TMD [61]. Subdomena
a-helikalna w przypadku biatka TAP obejmuje
takze petle X [17]. Wzajemna orientacja subdo-
men helikalnych i katalitycznych jest zalezna od
stanu nukleotydowego, tj. dostepnosci ATP [3, 7,
15, 16, 23, 28-30].

Faktem szczegdlnie istotnym, w konteks$cie
transportu prowadzonego przez bialka ABC, jest
ATPazowa aktywno$¢ domen NBD - sg zdolne do
hydrolizy ATP, umozliwiajac tym samym zmiany
konformacyjne domeny TMD, ktére to zmiany
umozliwiaja w konsekwencji translokacje sub-
stratu. Miejsce wigzania nukleotydu jest umiesz-
czone na styku domen NBD. Jak wspomniano we
wstepie, najmniejsza funkcjonalng jednostke pro-
wadzacg efektywny transport substratu przez
blone komoérkowa, oprocz dwéch domen TMD,
wspottworza dwie domeny wiazace nukleotydy
(NBD1 i NBD2). Kompletna kieszen wigzaca ATP
(in. miejsce wigzania nukleotydéw (ang. nucle-
otide-binding site, NBS)) zlozona jest z koordy-
nujacej przyjecie nukleotydu subdomeny rdzenia
pierwszej domeny wigzacej nukleotydy (NBD1)
oraz subdomeny helikalnej zlokalizowanej na
NBD2 - rycina 2 [1-3, 11, 15, 22, 23, 25, 31, 32].
Powstaly dimer domen NBD zawiera dwa rézne
miejsca wigzania nukleotydéw, z ktérych kazde
jest zdolne do zwigzania jednego nukleotydu. ATP
dziata poniekad jak ,,molekularny klej” spajajacy
dwie domeny NBD w konformacji head-to-tail
(por. dalej) [29].
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helisasprzegajaca

Walker A

Rycina 2. Schematyczne przedstawienie struktury domen NBD.

A.

C.

sprzegajace (zaznaczone na czerwono), stanowigce czes¢ domen TMD.

zaznaczono helisy sprzegajace domeny NBD z TMD.

Figure 2. Structure of NBD domains.

A.

Domeny NBD eukariotycznych oraz prokario-
tycznych eksporteréw ABC wykazuja stosunkowo
wysokie podobienistwo sekwencji aminokwaséw
(30-50%). Jedne z przeprowadzonych badan zro-
dzily ewolucyjna hipoteze, wedlug ktérej domena
NBD wielu rodzin biatek transportowych ABC
pochodzi od wspdlnego przodka Eucaryotai Pro-
caryota[19, 24].

Motywy Walker A oraz Walker B

Motyw Walker A (in: petla P, ang. P-loop,
phosphate binding loop) oraz Walker B s ele-
mentami charakterystycznymi dla wszystkich
bialek wigzacych ATP (nie tylko transporteréw
ABC). Motywy te sg waznymi skladowymi domen
NBD, zlokalizowanymi w ich subdomenach
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WalkerB PetlaH

B NN T

Petlaa PetlaQ Motyw

C PetlaD

Widok z boku - ogélny schemat budowy transportera ABC. Domeny NBD lgczg si¢ zdomenami TMD poprzez tak zwane helisy
. Widok z géry: domeny NBD ze wskazaniem na wzajemny ukiad subdomen a-helikalnych oraz rdzeni F1; na czerwono
Uklad konserwatywnych motywow w obrebie domeny NBD (wg [7], rycina zmodyfikowana).

Side view: general representation of ABC transporter structure. The NBD domains link to the TMD domains through coupling
helices (red) which are part of the TMD domains.
. Top view: NBD domains and the arrangement of a-helical subdomains and F1 cores within. The helices that couple NBD

domains to TMD are marked in red.
. Arrangement of conserved motifs within the NBD domain (according to [7], figure modified).

RecA-podobnych. Motywy Walker A i Wal-
ker B sa od siebie oddzielone sekwencja okolo
90-120 aminokwasdéw, stanowiaca tzw. region
centralny transportera oraz motyw C. Motywy te
wspoltworzg kieszenie wigzace ATP [10, 11, 17,
21]. Motyw Walker A wraz z motywem C uczest-
nicza w wigzaniu nukleotydu, z kolei motyw Wal-
ker B i petla H biora udzial w hydrolizie ATP [16].
W przypadku kilku bialek ABC, mutacje konser-
watywnej lizyny (motyw Walker A) lub aspara-
ginianu (motyw Walker B) w obu domenach NBD
prowadzg do zablokowania zaréwno hydrolizy
ATP, jak i transportu substratu [33].

Motyw Walker A wykazuje staly sche-
mat sekwencji - GXXXXGKT/S, gdzie: ,X”
oznacza dowolny aminokwas. Posiada bogata

Tom 76 - nr10 - 2020 - i@



) BIOLOGIA MOLEKULARNA

NBD1 NBD2

Petla A
PetlaD

Region
c
Walker
A
PgtlaQ
Pgtla A
Walker
B
PgtlaH
Walker
PetlaD A
Region
C
PetlaQ
Walker
B
PetlaH

Rycina 3. Schemat przedstawiajacy reszty aminokwasowe konserwatywnych motywéw subdomen NBD1 i NBD2 ludzkiego
transportera P-gp oddzialujace z ATP. ATP zagniezdza sie pomiedzy motywami Walker A i Walker B oraz petlami A, Q i H domeny
NBD1 a regionem C i petla D domeny NBD2 (gérna cze$é schematu) i odwrotnie (ponizej) (wg [38], rycina zmodyfikowana).

Figure 3. Amino acid residues of the conserved motifs of NBD1 and NBD2 domains of the human P-gp transporter and their
interaction with ATP. ATP nests between the Walker A and Walker B motifs and A, Q and H loops of the NBD1 domain and the
region C and D loop of the NBD2 domain (upper part of the scheme) and vice versa (below) (according to [38], figure modified).

w glicyne petle P przylaczajgcy sie do reszt a-, lizyny. Atomy azotu reszt amidowych oraz grupa
B-fosforanowych ADP oraz ATP 26, 28, 34]. Motyw g-aminowa lizyny tworzg sie¢ oddziatywan z p-
Walker A, wigzac ATP, owija sie wokot jego taricu- i y-fosforanowymi resztami ATP, przygotowu-
cha fosforanowego [7, 17, 28, 34, 35]. PetlaPzawiera  jac je na atak hydrolityczny [7, 23, 36]. Ponadto,
w swojej strukturze wysoce konserwatywna reszte spotykane w obrebie motywu Walker A reszty

j/&)-~Tom 76 - nr10 - 2020 567



cysteinowe s niezbedne dla uzyskania aktyw-
nosci ATPazy [8]. Mutacje motywu Walker A moga
mieé¢ wplyw (aczkolwiek odmienny, w zalezno-
$ci, ktérej domeny NBD dotycza: NBD1 czy NBD2)
na funkcje transporteréw nalezacych do podro-
dziny ABCC. Mutacja w rejonie kodujacym kon-
serwatywng reszte Lys w NBD1 tylko cze$ciowo
inaktywuje biatko, podczas gdy poréwnywalna
mutacja w NBD2 zasadniczo eliminuje aktywno$é¢
transportows, co jest efektem modyfikacji trze-
ciorzedowej struktury bialka. Ponadto, analiza
strukturalna NBD1 wykazala, ze obecna w moty-
wie Walker A Ser685 tworzy wigzanie wodorowe
z Asp792 motywu Walker B i oddzialuje z jonami
Mg?' oraz resztami B-fosforanowymi zwigzanego
ATP. Zaobserwowano takze, ze interakcja miedzy
grupg hydroksylowa reszty Ser685 a grupa kar-
boksylowa Asp792 odgrywa kluczowg role w pro-
cesie faldowania bialka; z kolei interakcje grupy
hydroksylowej Ser685 z magnezem i resztami
B-fosforanowymi zwigzanego ATP odgrywaja
wazng role w transporcie substancji zaleznym od
ATP [33, 35, 37]. W przypadku P-gp, inaktywacja
obu domen NBD przez mutacje konserwatywnych
reszt aminokwasowych w motywie Walker A cal-
kowicie znosi aktywno$¢ transportows zalezng od
ATP [14].

Z kolei w budowie motywu Walker B wyréznia
sie zazwyczaj cztery reszty alifatyczne i nastepu-
jace po nich dwie ujemnie naladowane reszty ami-
nokwasowe - na ogél sa to, odpowiednio, reszta
asparaginianu i koficzaca motyw reszta glutami-
nianu. Schemat budowy tego motywu to: ¢¢¢p¢DE
(gdzie: ¢ oznacza dowolng hydrofobowa reszte
aminokwasowsg) [26, 28]. Wystepujacy w sekwen-
cji aminokwasowej motywu Walker B asparagi-
nian, koordynuje i stabilizuje jony magnezu, kt6-
rych obecnos¢ jest niezbedna dla prawidtowego
przebiegu hydrolizy ATP [17, 35, 36]. Funkcje
motywu Walker B nie s3 jednak w peini poznane;
oprocz sugerowanego udzialu w stabilizacji jonéw
Mg?, wskazuje sie takze na jego udzial w koor-
dynowaniu aktywnosci tzw. wody katalitycznej,
bioracej udzial w hydrolizie ATP (szczegdlna role
w przebiegu tej aktywnosci odgrywa najpraw-
dopodobniej koniczaca motyw Walker B reszta
kwasu glutaminowego) [1, 2, 8, 10, 20, 22, 24-26,
31]. Opisano takze, ze obecnosé¢ glutaminianu
w wiekszo$ci NBD biatek ABC ma krytyczne zna-
czenie dla rozszczepiania wigzania -y fosfodie-
strowego czasteczki ATP. W przypadku transpor-
teréw z podrodziny ABCC, zaobserwowano pewne
strukturalne réznice w obrebie motywéw Walker
B domen NBD1 i NBD2, przektadajace si¢ na funk-
cjonalnos¢ tych transporteréw. Za proces roz-
szczepiania wigzania B-y fosfodiestrowego cza-
steczki ATP w domenie NBD1 transportera ABCC1
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(MRP1) odpowiedzialna jest reszta Asp; z kolei
w NBD2 funkcje te standardowo odgrywa glu-
taminian. Brak glutaminianu (w NBD1) okazuje
sie mie¢ znaczacy wplyw na przebieg wigzania
i hydrolizy ATP, a w konsekwencji na caly cykl
katalityczny transportera ABCC1 [14, 33, 35].

Motyw konsensusowy C

Motyw C (in. region C, peptyd lacznikowy, ang.
ABC signature motif/domain, C-loop) jest frag-
mentem o sekwencji aminokwasowej: ,,LSGGQ”,
znajdujacym sie tuz przed motywem Walker B,
w obrebie subdomeny helikalnej. Jest elemen-
tem specyficznym wylacznie dla rodziny bia-
tek ABC, nie wystepuje w pozostalych biatkach
wiazgcych ATP [1, 2, 10, 20-22, 24, 25, 34]. Jego
rola nie zostala jeszcze jednoznacznie okreslona
- postuluje sie, Ze motyw ten jest zaangazowany
w wigzanie ATP - wspéltworzy bowiem kieszert
wiazaca ATP. W pelnych transporterach, petla P,
motyw Walker B oraz motyw C obydwu domen
NBD dziela wspdlna przestrzen w miejscu ich
styku - przyjmuja, tzw. uklad head-to-tail, two-
rzac tym samym 2 miejsca wigzace i hydrolizu-
jace ATP. Sugeruje sie réwniez, ze region C funk-
cjonuje jako sensor grup y-fosforanowych i/lub
sygnalow transdukowanych do domen TMD [15,
17, 23, 26-28].

Petla A

Petla A odgrywa istotng role w procesie wig-
zania i hydrolizy ATP. Petla A o wzorze sekwen-
cji (F/K)xY (gdzie: x oznacza dowolny aminokwas)
posiada poprzedzajaca motyw Walker A wysoce
konserwatywna reszte tyrozynowa, umozliwia-
jaca interakcje z adening obecng w zwigzanym
ATP. Bierze tym samym udzial w pozycjonowaniu
czasteczki ATP w obrebie NBD. Analiza struktury
domen NBD w formie zwigzanej z nukleotydami
wskazuje, ze pomiedzy petla A i adeninowym
pierscieniem ATP moga wystepowac oddzialy-
wania -1, wigzania wodorowe lub oddzialywa-
nia van der Waalsa [1, 3, 7, 15, 17, 31, 35, 38].

Petla Q

Petla Q jest fragmentem o sekwencji ¢¢/QQD/E,
gdzie ¢ oznacza dowolng hydrofobowg reszte ami-
nokwasowsg [26]. Petla Q umiejscowiona jest na
styku subdomeny RecA-podobnej oraz subdo-
meny o-helikalnej. Wystepujaca na N-koncu petli
Q glutamina (stad inna nazwa: petla glutaminowa
lub petla Gln), za posrednictwem czasteczki wody
(na zasadzie ataku nukleofilowego) oraz wytwo-
rzonych wigzann wodorowych, pozostaje w kon-
takcie z resztg y-fosforanowa ATP (zwigzanego
przez rdzeni F wewnatrz domeny) - jest zatem
sensorem adenozynotrifosforanu [26, 28, 30, 35].
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Ponadto, konserwatywna Gln obecna w petli Q
oddzialuje z katalitycznym Mg?' i hydrolizuje
czasteczke wody [35]. Dane strukturalne uzy-
skane dla rozpuszczalnych bakteryjnych domen
NBD, skrystalizowanych w obecnosci nukleoty-
déw lub ich braku, sugeruja, ze wygiecie petli Q
pozwala na przemieszczanie sie subdomeny heli-
kalnej wzgledem rdzenia F1, umozliwiajac tym
samym kontrole allosterycznego sprzezenia mie-
dzy dwiema kieszeniami wigzacymi ATP. Wydaje
sie réwniez, ze lokalizacja petli Q ma krytyczne
znaczenie dla przebiegu sprzegania procesu wig-
zania substratu do domeny TMD z wigzaniem ATP
przez domene NBD we wszystkich transporterach
typu ABC[1, 3, 7, 15, 25, 26, 30, 31, 39].

W eksperymencie przeprowadzonym przez
Zolnerciks et al. [30] zbadano wplyw mutacji
punktowej wprowadzonej w obszarze konserwa-
tywnej glutaminy petli Q obecnych w jednej lub
obu domenach NBD. Uzyskane wyniki umozli-
wily ocene wplywu petli Q na konformacje oraz
funkcjonowanie transportera ABCB1 (P-gp);
w tym celu zastosowano odpowiednio przeciw-
cialo wrazliwe na konformacje (UIC2) oraz wyzna-
kowany fluorescencyjnie substrat dla tego trans-
portera - BODIPY-werapamil. W badaniach
wykorzystano komorki linii HEK293T transfeko-
wane plazmidami kodujacymi ludzki transpor-
ter ABCB1 (komorki niezmutowane: transporter
posiadajacy dwie petle Q lub zmutowane: trans-
porter z jedna lub dwiema niefunkcjonalnymi
petlami Q). Wykazano, ze w przypadku podwdj-
nej mutacji, transporter zostaje uwieziony w stanie
otwartym do wnetrza komorki, ktéry co prawda
pozawala na zwigzanie leku, ale nie dochodzi do
sprzezenia z cyklem ATPazowym; substrat nie
moze by¢ zatem usuniety do przestrzeni pozako-
morkowej. Z kolei mutacja w obrebie pojedynczej
petli Q zapewniala zachowanie funkcjonalnosci
w transporcie BODIPY-werapamilu na poziomie
obserwowanym przy braku mutacji. W tym przy-
padku, najprawdopodobniej doszlo do zwigzania
tylko jednej czasteczki ATP zamiast dwéch. Cal-
kowite lub cze$ciowe zamkniecie szczeliny pomie-
dzy NBD1 a NBD2 (odpowiednio w mutantach
typu dzikiego i mutantach z pojedyncza petla Q)
powoduje dalsza zmiane konformacyjna, prowa-
dzaca w konsekwencji do reorganizacji helis TMD,
skutkujacej zamknieciem bramki wejsciowej (po
cytozolowej stronie blony komérkowej) i otwarcia
bramki wyjsciowej w celu uwolnienia zwigzanego
substratu do Srodowiska pozakomdérkowego. Przy-
puszcza sie, ze hydroliza reszty y-fosforanowej ATP
uwalnia petle Q i rozlacza domeny NBD, pozwa-
lajac transporterowi na powroét do konformacji
otwartej do wewnatrz (inward-open conforma-
tion). Pojawily si¢ takze spekulacje sugerujace, ze
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jedynie ATP polaczony wiazaniem wodorowym
z domeng Q podlega hydrolizie, czym mozna tlu-
maczy¢ odnotowane zmniejszenie sie o polowe
ATPazowej aktywno$ci komérek wykazujacych
funkcjonalnos$é tylko jednej petli Q, co jednak nie
ograniczylo efektywnego wyplywu werapamilu
sprzezonego z BODIPY poza komoérke. Dokonane
obserwacje stawiaja petle Q w centrum dowo-
dzenia calym mechanizmem molekularnym leza-
cym u podstaw aktywnosci transportowej biatka
ABCB1 - koordynuje cykl naprzemiennego dostepu
domen TMD do wnetrza komérki (inward-open
conformation) oraz do przestrzeni zewnatrzko-
moérkowej (outward-open conformation) z cyklem
katalitycznym ATP zachodzacym w NBD. Stanowi
molekularne wyjasnienie dla allosterii miejsc
katalizy ATP, ich oddzialywan z miejscami wig-
zacymi substraty w domenach TMD oraz wynika-
jacych z nich zmiennych stanéw konformacyjnych
TMD. Petla Q odgrywa zatem istotna role w utrzy-
maniu cech funkcjonalnych transportera, posred-
niczac w interakcjach pomiedzy subdomenami
NBD i domenami trans-membranowymi biatek
ABC 3, 28, 30, 39].

Petla D

Petla D to fragment domeny NBD o sekwen-
¢ji ,,SALD”, unikalny dla rodziny transporteréw
ABC. Stanowi l3cznik (poprzez wigzania wodo-
rowe) pomiedzy dwiema domenami NBD - bie-
rze udziat w dimeryzacji domen NBD. Petla D
pozycjonuje i polaryzuje wode hydrolityczna, co
zwigzane jest z obecno$cia szkieletu karbonylo-
wego. Aktywacja czasteczek wody do rozpocze-
cia hydrolizy ATP odbywa sie dzieki wspélpracy
petli D z motywem Walker B. Obecny w sekwen-
cji petli D konserwatywny asparaginian kontak-
tuje sie z czasteczkami wody stabilizujacej wigza-
nie nukleotydu. Po zwigzaniu ATP, asparaginian
sprzega wigzaniami wodorowymi oraz oddzialy-
waniami elektrostatycznymi reszte y-fosforanowa
ATP z petla H i motywem Walker A przeciwnej
domeny NBD [1, 15, 17, 26, 31, 35].

Mutacja punktowa prowadzaca do podstawie-
nia konserwatywnego asparaginianu w petli D
jednejz domen NBD przez alanine w transporterze
TAP1 skutkuje inhibicja hydrolizy ATP, podczas
gdy aktywnos¢ transportujaca jest zachowana -
sugeruje to, ze transport, mimo ze wciaz pozostaje
nukleotydowo-zalezny, niekoniecznie wymaga
do tego celu energii pochodzacej z hydrolizy ATP.
Z kolei podwdjna mutacja skutkujaca podsta-
wieniem asparaginianu przez alanine w obydwu
domenach NBD catkowicie inaktywuje transport
substratu. Petla D bierze zatem udziat w komuni-
kacji NBD-TMD, zapewniajac $ci$le jednokierun-
kowy transport substratéw w poprzek blony [26].
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Petla H

Petla H (ang. switch region/motif; His-loop)
jest unikalnym dla rodziny transporteréw ABC
fragmentem domeny NBD o wzorze sekwencji
BoppH, gdzie B oznacza rozgaleziona reszte ali-
fatyczna, p jest reszta hydrofilowa, za$ ¢ ozna-
cza dowolna hydrofobowg reszte aminokwasowsa
[17]. Bierze udzial w transporcie protonéw pomie-
dzy reagentami bioragcymi udziat w rozkladzie
ATP. Petla H uczestniczy w polaryzacji atakuja-
cych czasteczek wody na potrzeby hydrolizy ATP.
Obecna w sekwencji petli H histydyna pozostaje
w stalym kontakcie z przylaczonym ATP, oddzia-
lujac z labilnymi grupami y-fosforanowymi (jest
ich sensorem) [1, 3, 17, 18, 25, 26, 28, 35]. Bada-
nia wykazaly, ze mutacja prowadzaca do pod-
stawienia konserwatywnej histydyny przez ala-
nine, znacznie ogranicza ATPazowsa aktywnos¢
domen NBD [31].

Petla X

Petla X jest obszarem subdomeny helikalnej
NBD eksporteréw ABC o sekwencji TxVG{E/D}
{R/K}G (x oznacza dowolny aminokwas) znaj-
dujacym sie w poblizu motywu C. Petla X jest
zlokalizowana blisko miejsc wiazacych ATP oraz
w pewnym zakresie pozostaje w kontakcie ze
sprzegajacymi sie helisami domen TMD - gléw-
nie z jego pierwsza petla wewnatrzkomdérkowsa
(ICL1, ang. first intracellular loop). Odlaczajac sie
od nich, bierze udziat w konformacyjnej reorgani-
zacji laczacych sie domen TMD, niezbednych dla
transportu substratu. Badania wykazaly, ze petla
X jest regionem domeny NBD, na ktéry hydroliza
ATP oddzialuje najsilniej - stanowi wazny ele-
ment w komunikacji domen NBD-TMD. Uczest-
niczy w transmisji sygnatu o wigzaniu i hydrolizie
ATP. Petla ta jest takze sensorem peptydéw, co ma
szczegdlne znaczenie w przypadku transportera
TAP, gdzie kluczows role w sprzeganiu wigzania
peptydu (antygenu) z jego translokacja odgrywa
glutaminian wchodzacy w sklad sekwencji petli
X [16, 17, 26, 34]. Po podstawieniu konserwatyw-
nego glutaminianu (Glu-602) w sekwencji petli
X transportera TAP1/2, okazalo sie, ze wigza-
nie peptydow (substratéw) nie uleglo zmianie;
zmniejszyla sie natomiast aktywnos$¢ i wydaj-
nos¢ transportu - do 20% w przypadku mutantéw
E602D. Z kolei mutacja E602R catkowicie wyla-
czala zdolnosci transportowe bialka TAP. Sugeruje
to znaczacg role w transmisji zmian konforma-
cyjnych dyktowanych hydroliza ATP i transloka-
cja substratu. Nalezy podkresli¢, ze glutaminian
jest konserwatywnym elementem sekwencji petli
X tylko w przypadku podrodzin ABCB oraz ABCC.
Konieczne jest jednak prowadzenie dalszych
badan w celu wyjasnienia roli poszczegélnych
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aminokwaséw obecnych w sekwencji petli X dla
transmisji sygnaléw pomiedzy domenami NBD
i TMD oraz zrozumienia, jaki sposéb ewentualne
mutacje odciskaja swoje pietno na procesach wia-
zania i hydrolizy ATP [34].

Domena trans-membranowa (TMD)

Domena trans-membranowa, (ang. trans-
membrane domain, TMD; membrane-span-
ning domain, MSD) znajduje sie na N-Kkorcu
biatka ABC. Wyjatkowo w przypadku transpor-
teré6w ABCG orientacja jest odwrotna: domena
NBD obecna jest na N-koncu, za§ domena TMD
na C-koncu bialka [10, 24]. Domena TMD sklada
sie z przynajmniej 6 (max. 10, zaleznie od trans-
portera) hydrofobowych trans-membranowych
a-helis (ang. membrane-spanning a-helices,
MSH) z funkeja rozpoznania oraz translokacji sub-
stratu (na w pelni funkcjonalny transporter przy-
pada minimum 12 (max. 20) takich a-helis) [1, 5,
8,9, 11, 12, 15, 18, 23, 26]. Pomimo ze domeny
TMD w obrebie poszezegélnych rodzin transpor-
teréw ABC wykazuja te samg ogdlng architekture,
moga réznié¢ sie zaréwno liczba helis przecho-
dzacych przez blone komérkows, jak i sekwencja
budujacych helise aminokwaséw [27]. W poréw-
naniu zdomenami NBD, budowa domen TMD jest
mniej konserwatywna - stanowi jednak odzwier-
ciedlenie chemicznej réznorodnosci translokowa-
nych substratéw. Wysokie podobieristwo struktu-
ralne domen trans-membranowych - TMD1 oraz
TMD2 najprawdopodobniej jest efektem duplika-
cji genéw wywodzacych sie od homodimerycz-
nego przodka [2, 3, 15, 20, 21, 31]. Ilos¢ transblo-
nowych a-helis moze determinowac aktywnos¢
transportera [9]. Ciekawy wyjatek stanowia
biatka ABCE oraz ABCF, w strukturze ktérych nie
stwierdza si¢ obecnosci domeny transblonowej -
posiadaja jedynie domene wiazaca ATP zaréwno
na N-, jak i C-koricowym odcinku bialka; jest to
tzw. struktura typu ABC2 (rycina 1). W zwigzku
ztym malo prawdopodobne jest, ze biatka te pel-
nig role transporteréw. Sg natomiast ewolucyjnie
z soba spokrewnione - co potwierdzone zostalo
na podstawie analizy podobieristwa struktury
domen NBD. Wykazuja wylacznie cytoplazma-
tyczna ekspresje. Najprawdopodobniej biora
udzial w regulacji syntezy bialek i/lub ich eks-
presji (np. inhibicja aktywnosci rybonukleaz) [19,
20, 22, 24, 25].

Domeny TMD sa miejscem wigzania substratu
oraz tworzg $ciezke dla przechodzacych przez
blone czasteczek, okreslajac tym samym spe-
cyficzno$¢ transporteréw poprzez miejsce wig-
zace substrat. Ciekawym przykladem jest trans-
porter P-gp, w przypadku ktérego stwierdzono
kilka miejsc wiazania substratu - stad tez tzw.
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kieszeri wigzacg substrat w obrebie TMD okre-
$lono mianem ,,polispecyficznej”. Wéréd substra-
téw P-gp znajduja sie m.in.: chemioterapeutyXki,
inhibitory proteaz HIV, leki immunosupresyjne,
leki przeciwarytmiczne, blokery kanaléw wap-
niowych, leki przeciwbdlowe, antybiotyki, leki
przeciwhistaminowe, barwniki fluorescen-
cyjne, pestycydy - lacznie okolo 200 substancji.
Helisy domen TMD tworzg trans-membranowy
szlak z mozliwoscig dostepu zaréwno od strony
cytozolowej (inward facing), jak i po zewnetrz-
nej stronie komérki (outward facing) [1-3, 9,
11, 12, 15, 21, 22, 25]. Warto Zaznaczyc', ze eks-
portery ABC posiadaja dodatkowo dlugie petle
wewnatrzkomoérkowe (ang. intracellular loop,
ICL), ktére wydluzajg helisy TM o ok. 25 A poza
powierzchnie membrany w kierunku cytopla-
zmy [3, 15, 23]. Takie rozwiazanie strukturalne
zapewnia lepszy kontakt domen TMD z dome-
nami NBD [15]. Z kolei bialka ABCC1, ABCC2,
ABCC8/9 zawieraja dodatkowo N-koricowe
przedluzenie skladajace si¢ z pieciu helikalnych
fragmentéw transblonowych - tzw. N-termi-
nalna domena transblonowa (ang. extra N-ter-
minal transmembrane domain, TMDO), pola-
czona z rdzeniem czgsteczki poprzez petle L
- takze istotny element w kontekscie regulacji
aktywnosci biatek transportujacych z rodziny
ABC. Okazuje sie, ze domena TMD, jest nie-
zbedna dla przebiegu transportu subkomoérko-
wego czy interakeji z innymi biatkami. W przy-
padku bialtka SUR1 udokumentowano wplyw
TMD, na aktywnos$¢ transportera, ktéry wigze sie
z kanatem potasowym Kir6.2 poprzez te domene.
Cztery domeny TMD, obecne sg takze w struktu-
rze biatka TAP; kazda z nich jest przylaczona do
rdzenia transportera - w tym przypadku jednak
domeny te nie sg czynnikami niezbednymi dla
przebiegu aktywnosci transportowej. Fragment
TMD, obecny w strukturze biatka ABCB9 nie
jest istotny w kontekscie jego funkeji transpor-
towych, lecz odgrywa wazng role w ukierun-
kowaniu dzialania tego transportera na bione
lizosomow [15, 20, 26]. Wyrdznia sie takze nie-
zdefiniowang jeszcze dokladnie grupe bialek ABC
o strukturze pojedynczej domeny - posiadaja
wylacznie jedng domene TMD badzZ jedng domene
NBD (dotyczy gléwnie Procaryota) [19].

W trakcie cyklu: translokacja substratu-hydro-
liza ATP domeny TMD przechodza zmiany konfor-
macyjne, pozwalajace na zwigzanie substratu po
jednej stronie blony komérkowej i uwolnienie go
po drugiej. Zmiany konformacyjne domen TMD
sa indukowane przez reorganizacje domen NBD
pobudzajaca cykl transportowy poprzez zwigza-
nie ATP i jego hydrolize [29]. Proces ten zostal sze-
rzej opisany w nastepnym rozdziale.
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Mechanizm transportu

Transportery ABC spotykane u Eucaryota
umozliwiaja wyrzut czasteczek poza obszar
komorki. Proces ten wymaga jednak nakladu
energii. Dlatego tez transportery ABC wyksztal-
cily zdolno$¢ wigzania ATP i jego hydrolizy do
ADP iPi, co generuje energie niezbedna do trans-
lokacji czasteczek w poprzek btony komdrkowej
[8, 10, 20-22, 31, 32, 40]. W zwigzku z tym trans-
portery ABC zostaly okreslone mianem traffic
ATPases [8]. Warto zaznaczy¢, Ze, jak podaja nie-
ktére Zrédla, do transportu substratéw wystar-
czajace jest juz samo zwigzanie czasteczkilub cza-
steczek ATP, niekoniecznie jego hydroliza [18].
Miejsca o aktywnosci ATPazy determinuje obec-
no$¢ wspomnianych wezesniej motywoéw spe-
cyficznych dla calej rodziny bialek ABC. Kazda
z dwéch domen NBD najpierw wigze ATP poprzez
interakcje z motywem Walker A (oddzialuje z gru-
pami a- oraz B-fosforanowymi ATP oraz koordy-
nuje jonem Mg? zasocjowanym z ATP), motywem
Walker B (pozycjonuje i polaryzuje hydrolityczne
czasteczki wody) oraz petla H (oddzialuje z labil-
nymi grupami y- fosforanowymi ATP). Dopiero
w takich warunkach druga domena NBD moze
wejs¢ w interakcje z miejscem wiazacym ATP
iuzupelnié miejsce aktywne poprzez dostarczenie
petli D (stabilizuje czasteczki wody) oraz motywu
C (sensor grupy y-fosforanowej posredniczacy
w ATP-zaleznej dimeryzacji domen NBD). Taka
postac zamknietego dimeru domen NBD zapewnia
odpowiednie warunki do zajscia hydrolizy ATP [2,
3,9,11, 12, 15, 31].

Kluczowymi procesami w dzialaniu transpor-
teréw ABC sa: etap katalityczny ATP w obrebie
domeny NBD oraz, bedacy jego nastepstwem, etap
transportu substratu z udzialem domeny TMD
[1]. Kwestia mechanizmu warunkujacego trans-
port substancji przez bialka ABC nie jest jednak
do korica wyjasniona. W zwigzku z tym zapropo-
nowano kilka modeli transportu, ktérych zada-
niem jest odpowiedzenie na pytania: w jaki spo-
s6b i w jakim stopniu translokacja substancji jest
powiazana z hydrolizag ATP? Jaka tak naprawde
jest kolejnos¢ poszczegdlnych etapéw w cyklu
transportowym? Jak poszczegélne etapy wply-
waja na zmiane konformacji transportera? W jaki
sposob sygnaly o zmianie konformacji sq przeka-
zywane do fizycznych lokalizacji kolejnych zda-
rzen cyklu transportowego? [18].

Jednym z lepiej opisanych mechanizmoéw
transportu substancji przez biatka ABC jest ten
zgodny z modelem ,,ATP-switch”. Sygnalem do
rozpoczecia transportu moze by¢ np. obladowanie
komdrki cholesterolem, jak ma to miejsce w przy-
padku transportera ABCA1. Zwiazanie substratu
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T™MD 7

NBD

1. Przytgczenie substratu

4. Uwolnienie Pi oraz ADP.
Rozdzielenie dimeru.

ATP-switch Model

2. Przytgczenie ATP do NBS.
Dimeryzacja domen NBD.

Rycina 4. Cykl transportowy bialka ABC wg modelu ATP-switch (wg [15], rycina zmodyfikowana).

Figure 4. ATP-switch model of the ABC protein transport cycle (according to [15], figure modified).

przez wewnatrzkomorkowa czesé¢ domeny TMD
promuje przelaczanie dimeru domen NBD ze
stanu otwartego w zamkniety, zwiekszajac jego
powinowactwo do ATP. Wiasnie to przejscie sta-
nowi site napedowa dla translokacji substratu
do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej. Model ten
sugeruje takze, ze to wlasnie przylaczenie ATP,
nie za$ jego hydroliza, generuje odpowiednig
zmiane konformacyjng domen TMD konieczng
do uwolnienia substratu po zewnetrznej stro-
nie blony komdrkowej. Natomiast rolg hydro-
lizy ATP jest przywrdcenie otwartego ukladu
dimeru domen NBD oraz wprowadzenie trans-
portera w stan spoczynku (rycina 4). Model ten
podkresla wspéiprace obydwu czesci transpor-
tera, tj. domeny NBD oraz TM, w tworzeniu miejsc
hydrolizy ATP oraz drogi translokacji substratu
[1-3, 9, 11, 15, 18, 23, 25, 32]. Zgodnie z mode-
lem ,alternating access”, transportery oscyluja
pomiedzy stanem otwartym i zamknietym oraz,
w konsekwencji, pomiedzy stanem o wysokim
i niskim powinowactwie do ligandu po réznych
stronach membrany [1, 3, 9, 15, 31]. Z kolei van
Veen et al. zaproponowali tzw. model ,,silnika
dwucylindrowego” (ang. two-cylinder engine
mechanism), zgodnie z ktérym kazdy transporter
posiada dwa miejsca wigzania, jedno o wysokim
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powinowactwie wewnatrzkomérkowym oraz
drugie o niskim powinowactwie zewnatrzko-
moérkowym [1, 11, 18].

Stosunkowo dobrze scharakteryzowano
mechanizm transportu w przypadku biatka P-gp,
gdzie moze on zachodzi¢ m.in. wedlug nastepu-
jacych schematéw: translokacji substratéw zgod-
nej z modelem odkurzacza hydrofobowego (ang.
vacuum cleaner model) lub modelem flipazy
(ang. flippase model) [8]. Wg zaproponowanego
przez Raviv et al. modelu ,,vacuum cleaner”, czg-
steczki lipofilne skoncentrowane w przestrzeni
$rédblonowej, niebedace jednak integralng cze-
$cig blony komdrkowej, sq rozpoznawane i weig-
gane przez P-gp do wnetrza przestrzeni trans-
portujacej; nastepnie sa usuwane poza komorke.
Nie zachodzi tu potrzeba aktywacji miejsc wig-
zania o wysokim powinowactwie. Z kolei autorzy
hipotezy flipazowej - Higgins i Gottesman - usta-
lili, ze P-gp dziala jako eksporter lekéw aktywnie
translokujac je wbrew gradientowi stezeri z prze-
strzeni wewnatrzkomdérkowej do wewnetrz-
nej, a nastepnie do zewnetrznej warstwy blony
komoérkowej i poza komorke [2, 8, 21, 31, 32].
Mozliwos¢ takiego sposobu transportu dotyczy
wylgcznie czastek amfipatycznych (np. fosfaty-
dylocholiny) [32].
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Weciaz nie jest jasne, ile miejsc wigzacych sub-
strat wystepuje w obrebie domeny TMD - naj-
prawdopodobniej obecne sa dwa takie miejsca.
Informacja o przylaczeniu substratu indukuja-
cym zmiane konformacyjna w obrebie TMD jest
przekazywana do domeny NBD - jest to sygna-
tem do rozpoczecia hydrolizy ATP [1-3, 9, 11, 12,
25, 31]. Standardowo przyjelo sie, ze do prze-
prowadzenia procesu hydrolizy ATP zdolne sa
obydwie domeny NBD. W przypadku biatka
P-gp w danym momencie aktywacji tylko jedna
domena NBD przechodzi w stan katalityczny -
regulacja katalityczna odbywa sie naprzemien-
nie: raz przez jedna, innym razem przez druga
domene NBD [2, 8, 15, 21]. Innym przykladem
jest biatko CFTR - tu jedno z miejsc wiazacych
ATP w obrebie NBD wykazuje mutacje uniemoz-
liwiajaca prowadzenie hydrolizy ATP. Ponadto
zaobserwowano, ze domena NBD1 biatka CFTR
posredniczy w otwarciu kanalu, za§ NBD2 w jego
zamKknieciu [15, 23]. Funkcjonalng asymetrie
domen NBD stwierdzono takze w przypadku
biatka MRP1. Domena NBD1 posiada wyzsze
powinowactwo do wigzania ATP, lecz wykazuje
bardzo niska aktywnos¢ ATPazy - tzw. miej-
sce zdegenerowane. Z kolei domena NBD2 jest
zdolna do przeprowadzenia hydrolizy ATP - tzw.
miejsce konsensusu. Podobny schemat dziala-
nia stwierdzono w przypadku transportera
SUR1 oraz TAP [2, 8, 21].

Problematyczng kwestie wcigz stanowi liczba
czasteczek ATP przypadajacych na pojedynczy
cykl transportu danego substratu. Zrédta podaja,
ze najprawdopodobniej sg to 1-2 czasteczki ATP
[1, 3, 11, 15, 23, 25, 31]. Wedlug jednej z hipotez
ilo$¢ hydrolizowanych czasteczek ATP jest wprost
proporcjonalna do ilo$ci energii wymaganej do
destabilizacji zamknietego dimeru domen NBD-
-NBD [15, 29, 40].

Podsumowanie

Transportery ABC sa obecnie uznawane za
jedne z najwazniejszych ze wszystkich rodzin bia-
tek. Nie mozna lekcewazy¢ ich znaczenia tak dla
fizjologii komorki, jak i szeroko pojetego rozwoju
medycyny. Wiedza na temat transporteréw blono-
wych ABC wcigZ nie jest jednak kompletna - wiele
pyt ant rodza chociazby kwestie dotyczace spo-
sobu rozpoznawania oraz wigzania substratéw.
Konieczne jest prowadzenie dalszych badan, ktére
moga okazad sie niezbedne dla pelnego zrozumie-
nia zaréwno molekularnych, jak i kinetycznych
mechanizméw funkcjonowania transporteréw
ABC. Uzyskane spostrzezenia dostarcza cennych
informaciji, ktére beda mogly zosta¢ wykorzystane
w rozwoju nowych lekéw.
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