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Overzichtsartikel

De rol van ABC-transporters in fysiologie en pathofysiologie, en hun
betrokkenheid bij de resistentie voor chemotherapie

P.L.M. de GROUW! en R.A.P. RAYMAKERS?

ABC-genen vertegenwoordigen een grote familie van
transmembraaneiwitten, welke tot expressie komen in
alle levende cellen, waar ze essentieel zijn voor ener-
gie-afhankelijk transport. Mutaties aan deze genen
veroorzaken of dragen bij aan diverse genetische aan-
doeningen, waaronder bijvoorbeeld taaislijmziekte.
ABC-transporters zijn daarnaast uitvoerig bestudeerd
vanwege hun rol bij de ontwikkeling van resistentie
tegen chemotherapie. Verhoogde expressie leidt tot
verhoogde cellulaire efflux voor het toegepaste genees-
middel, maar ook vele andere niet verwante middelen,
multidrugresistentie genaamd.

De resultaten van klinische studies met specifieke
transporterremmers, om intracellulaire accumulatie
van chemotherapie te verhogen, vallen tegen door een
grote redundantie in ABC-transporters met name op
leukemische stamcellen. Vele ABC-transporters ko-
men tot expressie op normale hemopoétische stam-
cellen, grotendeels overeenkomend met leukemische
stamcellen. Daarnaast blijkt de expressie van diverse
transporters opgereguleerd te worden na blootstel-
ling aan chemotherapie. Deze resultaten vormen een
mogelijke basis voor het verbeteren van antileukemie
behandeling.

Trefwoorden: ABC-transporters; drugresistentie; he-
mopoétische stamcellen; acute myeloide leukemie

De humane ATP-bindingcassette(ABC)transporter-
superfamilie

De ATP-bindingcassette(ABC)superfamilie bevat ge-
nen die coderen voor membraaneiwitten die betrokken
zijn bij energie-afhankelijk transport, via ATP, over
membranen (cel of organel, zoals mitochondrieén) van
een groot aantal substraten, zoals aminozuren, ionen,
suikers, vetten en geneesmiddelen (1, 2). De ABC-
genen vertegenwoordigen de grootste familie van
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transmembraaneiwitten. Met behulp van kloneringen
en in-vitro-experimenten is veel duidelijk geworden
over de structuur van ABC-transporters. Deze eiwitten
worden geclassificeerd als ABC-transporter gebaseerd
op de sequentie en organisatie van het ATP-bindende
domein, ook wel de ‘nucleotide-binding folds’ (NBF)
genaamd. De NBF’s bevatten karakteristieke motieven
welke terug te vinden zijn in alle ABC-transporters,
namelijk Walker-A- en Walker-B-motieven, welke van
elkaar gescheiden worden door ~90-120 aminozuren.
ABC-genen bevatten daarnaast het C-motief, ook wel
ABC-domein genoemd, dat zich ‘upstream’ van de
Walker-B-locatie bevindt (figuur 1A). Hiermee on-
derscheiden genen van de ABC-superfamilie zich van
andere ATP-bindende eiwitten (3). In de NBF’s bevin-
den zich ook het Q-motief, dat het transmembraan-
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Figuur 1. Schematische weergave van de structuur van de ‘nu-
cleotide-binding fold’ en de transporters ABCB1, ABCC1 en
ABCG?2. (A) De ‘nucleotide-binding fold” (NBF) is opgebouwd
uit een Walker-A-, Q-motief, C-motief, Walker-B- en H-motief.
(B) ABCBI en ABCCI1 zijn ‘full transporters’; ABCBI bestaat
uit twee identieke delen met beide 6 transmembraandomeinen
en een intracellulair gebied met de bindingsplaats voor nucleoti-
den (NBF). ABCCI1 heeft een extra N-terminaal domein met 5
transmembraandomeinen. ABCG2 is een ‘half transporter’, be-
staande uit een NBF-domein met 6 transmembraandomeinen.
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domein verbindt met het C-motief, en het H-motief, dat
belangrijk is voor de interactie van het ABC-domein
met ATP. Het functionele eiwit bestaat uit twee NBF’s
en twee transmembraan(TM)domeinen (figuur 1B).
Daarnaast zijn er ook ‘half transporters’ die functioneel
actief zijn met 1 NBF- en 1 transmembraandomein.
Het transmembraandomein bevat 6-11 transmem-
braandelen welke de specificiteit voor een substraat
bepalen (4). De NBF’s zijn gelokaliseerd in het cyto-
plasma en verzorgen de energie, die nodig is voor het
transport van een substraat over het membraan. ABC-
transporters functioneren meestal unidirectioneel.
ABC-transporters zijn aanwezig in alle levende cellen,
en zijn essentieel voor veel energie-afhankelijke trans-
portprocessen in de cel en de celorganellen. Mutaties
in deze genen veroorzaken, of dragen bij aan, diverse
genetische aandoeningen, zie tabel 1.

De genen voor ABC-transporters zijn wijd verspreid
in het genoom, en tonen een hoge overeenkomst in
aminozuursequentie tussen eukaryoten. Tot op heden
zijn er 49 humane ABC-transporters beschreven. Op
basis van fylogenetische analyse kan de ABC-super-
familie worden onderverdeeld in zeven subfamilies (A
t/m G).

ABCA-subfamilie

De ABCA-subfamilie bestaat uit 12 transporters die
kunnen worden verdeeld in twee subgroepen. De eerste
subgroep bevat 7 genen, welke gelokaliseerd zijn over
6 verschillende chromosomen (ABCAI1-4, ABCA7,
ABCA12 en ABCA13). Drie van de 12 ABCA-trans-
porters (ABCA1, ABCA3 en ABCA4) zijn functioneel
gekarakteriseerd en betrokken bij lipidentransport.
Daarnaast zijn deze drie ABCA-transporters geas-
socieerd met verschillende deficiénties (tabel 1). De
tweede groep van 5 ABCA-genen (ABCAS, ABCAG,
ABCAS-ABCAI0) is gelegen in een cluster op chro-
mosoom 17q24. Er bestaat een hoge homogeniteit tus-
sen deze 5 verschillende transporters; ze worden de
ABCAG6-like transporters genoemd. De substraten en
functies van deze groep van ABCA-transporters zijn
nog slechts ten dele bekend. Recente studies suggere-
ren echter een betrokkenheid bij het transmembraan-
transport van endogene lipidsubstraten, zoals fosfoli-
piden en essentiéle vetzuren (5-7).

ABCB-subfamilie

De ABCB-subfamilie is exclusief aanwezig in zoog-
dieren, en omvat zowel complete als halve transporters.
Momenteel zijn er vier complete en zeven halve trans-
porters beschreven in de ABCB-subfamilie. ABCBI is
de eerste humaan gekloneerde ABC-transporter die in
staat is het multidrugresistente (MDR) fenotype te ver-
oorzaken in tumorcellen in vitro. ABCB1 komt primair
tot expressie in de lever en de bloed-hersen-barriere,
en is waarschijnlijk betrokken bij het beschermen van
het lichaam alsmede de hersenen tegen toxische mid-
delen. ABCB4 en ABCBI1, beide gelokaliseerd in de
lever, zijn betrokken bij de secretie van galzuren (8).
Daarnaast is van deze transporters ook bekend dat ze
in staat zijn tot het transporteren van chemotherapeu-
tische substraten (9, 10).

ABCC-subfamilie

De ABCC-subfamilie bestaat uit 13 complete trans-
porters met een grote diversiteit in functie, waaronder
iontransport, secretie van toxines en signaaltrans-
ductie. Mutaties in ABCC7 met daardoor verlies van
functie van de transporter leidt tot taaislijmziekte of
mucoviscoidose (cystic fibrose, CF) (4, 11). ABCCS-
en ABCC9-eiwitten binden sulfonylureum en regule-
ren de kaliumkanalen betrokken bij insulinesecretie.
Mutaties in bovenstaande ABCC-genen leiden tot
verschillende ziektebeelden (zie tabel 1). De overige
ABCC-transporters zijn ‘multidrug resistance protein’
(MRP) gerelateerde genen. ABCC1 (MRPI, ‘multi-
drug resistance protein 1’) is ontdekt als een klassiek
MDR-gen, welk een breed scala aan chemisch onver-
wante geneesmiddelen kan transporteren vanuit ver-
schillende cellen in het lichaam. Het komt voorname-
lijk tot expressie in lever en nier (organische anionen,
medicijnen geconjugeerd aan glutathion, glucuronaat
of sulfaat, en antracyclines). ABCC2 en ABCC3 zijn,
net als ABCC1, betrokken bij het in-vivotransport van
organische anionen (12).

ABCD-subfamilie

De ABCD-subfamilie bestaat in het humane genoom
uit 4 genen. Al deze transporters zijn zogenaamde half-
transporters en zijn gelokaliseerd in het peroxisoom.
Peroxisomale ABC-transporters zijn half-transporters

Tabel 1. Ziektebeelden geassocieerd met mutaties in ABC-transporters (85)

ABC-transporters Geassocieerde ziekte

ABCALl Ziekte van Tanger, familiare hypo-alfa-lipoproteinemie, premature atherosclerose
ABCA3 Neonatale pulmonaire oppervlaktedeficiéntie

ABCA4 Stargardt-ziekte, andere oogafwijkingen

ABCA12 Gelammelleerde ichthyosis, harlekijnichtyose

ABCB2 Immuundeficiéntie

ABCB3 Immuundeficiéntie

ABCB4/11 Progressieve familiaire intrahepatische cholestase

ABCC2 Dubin-Johnson-syndroom (hyperbilirubinemie)

ABCC6 Pseudoxanthoma elasticum (PXE)

ABCC7 Cystic fibrose (CF)

ABCC8 Familiaire persistente hyperinsulinemische hypoglykemie, autosomaal dominante diabetes type 2
ABCC9 Gedilateerde cardiomyopathie met ventriculaire tachycardie

ABCDI1 X-gebonden adrenoleukodystrofie

ACG5/8 Sitosterolemie
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en alleen functioneel na dimerisatie met andere half-
transporters, waarbij er sprake kan zijn van homo- of
heterodimeren (13). Mutaties in ABCDI1 veroorzaken
X-gelinkte adrenoleukodystrofie, afbraak van de witte
stof in de hersenen en bijnierfunctiestoornissen (14).
De functie van de andere ABCD-transporters is nog
onbekend, maar de grote homogeniteit met ABCDI
suggereert dat ze mogelijk zijn betrokken bij het vet-
zuurmetabolisme.

ABCE- en ABCF-subfamilie

In tegenstelling tot alle andere ABC-transporters be-
vatten de transporters van de ABCE- en ABCF-fami-
lies geen transmembraandomein. De functie van de
ABCE-transporter en de drie ABCF-transporters zal
daardoor niet transportgerelateerd zijn (15, 16).

ABCG-subfamilie

De humane ABCG-subfamilie bestaat uit 5 leden
(ABCGI, ABCG2, ABCG4, ABCGS5 en ABCGS). In
knaagdieren is er nog een ABCG-transporter beschre-
ven, abcg3. Dit gen is sterk gerelateerd aan het knaag-
dier abcg2-eiwit en het humane ABCG2. Er wordt ge-
suggereerd dat er ook een humaan abcg3 bestaat (17).
De meeste humane ABCG-genen lijken betrokken te
zijn bij het lipiden- en sterolmetabolisme. ABCG2 is
een drugtransporter en voor het eerst beschreven in
cellijnen die geen ABCB1 of ABCCI tot overexpressie
brengen (4). ABCG2 wordt verantwoordelijk gehouden
voor het ontstaan van de zogenaamde ‘side populatie’
(SP). Dit is een groep cellen die de kleurstof Hoechst
33342 de cel uitpompen, waardoor er een ‘Hoechst-
zwakke’ populatie ontstaat. De export van de kleur-
stof wordt gecorreleerd aan een hoge expressie van de
ABCG2-transporter in cellijnen die zijn geselecteerd
op basis van drugresistentie. Door de hoge expressie
van ABCG2 op stamcellen is hiermee een methode
gecreéerd om stamcellen te verrijken (18).

Rol van ABCB1, ABCC1 en ABCG2 in multidrug-
resistentie

Van alle ABC-transporters zijn ABCB1, ABCCI en
ABCG?2 het meest bestudeerd. Deze 3 transporters
hebben de mogelijkheid om een palet aan chemothe-
rapeutica uit de cel te pompen, daardoor een relatieve
resistentie veroorzakend (MDR).

ABCB1

De meest bestudeerde ABC-transporter is ‘p-glyco-
protein’, het product van het ABCBI(MDRI)-gen.
ABCBI was de eerste humane ABC-transporter die
gekloneerd en gekarakteriseerd is met de eigenschap
kankercellen multidrugresistent te maken voor che-
motherapie (19). ABCBI is betrokken bij het transport
van een groot spectrum van moleculen (xenobiotica),
waaronder verschillende antitumormiddelen zoals an-
tracyclines (daunorubicine, doxorubicine), vinca-alka-
loide (vinblastine, vincristine), etoposide, mitoxantro-
ne en topotecan (20, 21). Verschillende remmers voor
ABCBI zijn beschreven, waaronder calciumkanaal-
remmers (verapamil), anti-aritmica (quinidine), hy-
drofobe peptides (cyclosporine A, PSC833) en andere
geneesmiddelen (Fucidin, GF120918) (21).
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ABCBI is gelokaliseerd op chromosoom 7q21, bevat
28 exonen en het cDNA omvat 4,5 kb (22). ABCBI
is een klassieke ABC-transporter, bestaande uit
twee homologe delen, welke opgebouwd zijn uit 6
transmembraan(TM)domeinen en een ATP-bindend
domein (NBD) (figuur 1). Alleen het TM-domein is
voldoende voor transport van geneesmiddelen, aange-
zien een deletiemutant die het NBD mist ook in staat
is om substraten te binden (23). Van verschillende
mutaties is gerapporteerd dat ze de affiniteit en/of het
transport van medicatie door ABCBI beinvloeden
(20). Verscheidende van de mutaties zijn gelokaliseerd
in een van de twee TM-domeinen, voornamelijk 5, 6
en 11, 12, maar ze zijn ook gevonden in de rest van
het molecuul (21). ABCB1 komt hoog tot expressie
in gepolariseerde epitheelcellen, voornamelijk in het
apicale membraan, zoals bijnier, lever, darm en nie-
ren en in tumoren ontstaan vanuit deze organen (24).
ABCBI-knock-outmuizen, welke beide ABCB1-genen
missen, zijn levensvatbaar, gezond en hebben een
normale fertiliteit. Echter, deze muizen zijn extreem
gevoelig voor xenobiotica, wat de rol van ABCBI in
de opname, eliminatie en detoxificatie van geneesmid-
delen bevestigt (25, 26).

ABCC1

Het ABCC1/MRP1-gen is voor het eerst geidentifi-
ceerd in een drugresistente humane longkankercellijn
(H69AR). In deze H96AR-cellijn was er resistentie
zonder overexpressie van ABCBI1 (28). Het ABCCI-
gen is gelokaliseerd op chromosoom 16pl3.1, codeert
voor een 190 kDa-membraaneiwit en komt slechts voor
19% overeen met ABCBI. Vergeleken met ABCBI,
wordt ABCCI gekarakteriseerd door de aanwezigheid
van een extra N-terminale verlenging bestaande uit 5
transmembraandomeinen (figuur 1). De substraatspe-
cificiteit voor ABCB1 en ABCCI is deels vergelijk-
baar, maar waar ABCBI1 de grootste affiniteit heeft
voor grote hydrofobe kationen, is ABCCI het meest
effectief in het transporteren van organische anionen.
ABCCI is in staat tot het uit de cel verwijderen van
geneesmiddelen geconjugeerd aan glutathion, anthra-
cycline, vinca-alkaloiden en leukotrienen (LTC4) (12,
29, 30). Voor ABCCI zijn in vitro verschillende rem-
mers beschreven zoals probenecide, MK571 en indo-
metacine (31-33).

ABCCI1 komt zeer breed tot expressie, met hoge ex-
pressieniveaus in de longen, testis, nieren, skelet- en
hartspieren en de placenta (28, 34). Daarnaast komt
ABCCI1 tot expressie in verscheidene solide tumoren,
waaronder long-, borst- en prostaatkankerweefsel. De
typerende lokalisatie voor ABCC1 is in het plasma-
membraan, aan de basolaterale kant van de gepolari-
seerde cellen, in tegenstelling tot de apicale lokalisatie
van ABCBI.

ABCCl-knock-outmuizen zijn levensvatbaar en vrucht-
baar, echter blootstelling aan geneesmiddelen of ont-
stekingstimuli leidt tot een verminderde excretie van
onder andere LTC4. Het ontbreken van ABCC1 leidt
tot verhoogde gevoeligheid voor etoposide na intrave-
neuze toediening en omgekeerd beschermt ABCCI-
muizen tegen weefselschade veroorzaakt door etopo-
side. ABCC1 lijkt dus te beschermen tegen blootstel-
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ling aan xenobiotica (inclusief chemotherapeutica)
(35, 36). Zeer recent werd de rol van ABCCI in de
cellulaire export van cobalamine (vitamine B12) van-
uit de darmcel naar het plasma beschreven. Knock-
outmuizen vertoonden een verlaagde plasmacobala-
mineconcentratie (37).

ABCG2

MCF-7/AdrVp is een multidrugresistente humane
borstkankercellijn die ATP-afhankelijke verminderde
intracellulaire accumulatie van antracyclines laat zien
in de afwezigheid van ABCBI1 en ABCCI. In 1998 is
de ABC-transporter betrokken bij MDR in deze cellijn
gekloneerd en ‘breast cancer resistant protein’ (BCRP,
ABCG2) genoemd. De expressie van ABCG2 op zowel
eiwit als mRNA is ook aangetoond in verschillende
humane tumoren, waaronder hematologische maligni-

teiten en solide tumoren. ABCG2 veroorzaakt resis-
tentie tegen mitoxantrone, doxorubicine en daunorubi-
cine en is betrokken bij een ATP-afhankelijk transport
van thodamine 123 (38). Uit in-vitro- en muisexperi-
menten is gebleken dat fumitremorgine C (FTC) een
specifieke remmer voor ABCG2 is (39, 40).

Het ABCG2-gen is gelokaliseerd op chromosoom
4922 en verschilt van ABCBI en ABCCI1 aangezien
het functioneert als een homodimeer, dat bestaat
uit twee identieke delen. Het wordt daarom ook een
‘half-transporter’ genoemd (figuur 1). ABCG2 komt
vooral tot expressie op celpopulaties met een primitief
fenotype, waaronder embryonale en hemopoétische
stamcellen, placenta, pancreas, galgangkanaaltjes,
colon, dunne darm en spieren (41). Overexpressie van
ABCG2 wordt vaak gevonden in MDR-cellijnen welke
geselecteerd zijn na blootstelling aan mitoxantrone,

Tabel 2. ABC-transporters welke bekend zijn met drugtransport en drugresistentie

Transporter Gebruikelijke Weefsellokalisatie Niet-chemotherapeutische ~ Chemotherapeutische substraten
naam substraten (bekend en verwacht)
ABCA2 ABCA2 Hersenen, monocyten Steroide derivaten, lipiden =~ Estramustine
ABCBI1 P-gp, MDR1 Darmkanaal, lever, Medicatie, neutrale en Doxorubicine, daunorubicine,
nieren, placenta, bloed-  kationische bestanddelen vincristine, vinblastine,
hersenbarriere actinomycin-D, paclitaxel, docetaxel,
etoposide, tenoposide, bisantrene,
STI-571
ABCB4 MDR2 Lever Fosfatidylcholine, sommige Paclitaxel, vinblastine
hydrofobe medicatie
ABCBI11 BSEP, SPGP Lever Galzouten Paclitaxel
ABCCI1 MRPI Alle weefsels Glutathion en andere Doxorubicine, epirubicine, etoposide,
conjugaten, organische vincristine, methotrexaat
anionen, LTC4
ABCC2 MRP2, cMOAT  Lever, nieren, Glutathion en andere Methotrexaat, etoposide,
darmkanaal conjugaten, organische doxorubicine, cisplatin, vincristine,
anionen, LTC4 mitoxantrone
ABCC3 MRP3 Pancreas, nieren, Glucuronaat en glutathion Etoposide, tenoposide, methotrexaat,
darmkanaal, lever, conjugaten, galzuren cisplatin, vincristine, doxorubicine
bijnieren
ABCC4 MRP4 Prostaat, testis, ovarium, Nucleotideanalogen, Methotrexaat, thiopurines
darmkanaal, pancreas, organische anionen
longen
ABCC5 MRP5 Meeste weefsels Nucleotideanalogen, 6-mercaptopurine, 6-thioguanine
cyclische nucleotiden,
organische anionen
ABCC6 MRP6 Lever, nieren Anionische cyclische Etoposide, tenoposide, doxorubicine,
pentapeptiden, glutathion daunorubicine
conjugaten, LTC4
ABCCI10 MRP7 Veel weefsels, lage Amfipatische anionen Docetaxel, paclitaxel, vincristine,
expressie vinblastine
ABCCI11 MRP8 Meeste weefsels, behalve Steroide sulfaten, Purine- en pyrimidinenucleotide-
nieren, milt en colon nucleotideanalogen analogen
ABCG2 MXR, BCRP Placenta, darmkanaal, Prazosin Doxorubicine, daunorubicine,

hart, lever

mitoxantrone, topotecan, SN-38

P-gp: ‘p-glycoprotein’, MDR: ‘multidrug resistance’, BSEP: ‘bile salt export pump’, SPGP: ‘sister of p-glycoprotein’, MRP: ‘multidrug
resistance-associated protein’, cMOAT: ‘canalicular multispecific organic anion transporter’, MXR: ‘mitoxantrone resistant protein’,
BCRP: ‘breast cancer resistant protein’, LTC4: leucotriene C4, STI-571: een tyrosinekinaseremmer.
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waaronder cellijnen van humane borstkankertumo-
ren-, maagtumoren-, fibrosarcomen- en myelomen-
oorsprong (42). ABCG2-knock-outmuizen laten geen
karakteristiek fenotype zien, maar hebben wel een
verhoogde intracellulaire accumulatie van toxische
substanties. De farmacokinetiek is hierbij van groot
belang, waarbij voornamelijk de eliminatieroute van
invloed kan zijn op toxiciteit (43, 44).

Andere transporters betrokken bij multidrug-
resistentie

Op basis van de overeenkomsten in sequentie zijn er
in het humane genoom 49 ABC-transporters beschre-
ven. De functies van deze transporters zijn erg divers,
ze omvatten: opname in de cel (van verschillende or-
ganen), verdeling en uitscheiding uit de cel van far-
macologische substraten en endogene bestanddelen.
Ondanks deze veralgemenisering is er van een groot
aantal ABC-transporters weinig bekend over speci-
fieke functies. Gezien de grote overeenkomst tussen
de verschillende ABC-transporters zou men verwach-
ten dat, naast ABCB1, ABCCI1 en ABCG2, er andere
ABC-transporters geassocieerd zijn met verminderde
gevoeligheid voor chemotherapie.

Momenteel is er voor 13 ABC-transporters betrokken-
heid beschreven bij het ontwikkelen van resistentie
tegen chemotherapeutica (tabel 2) (9, 10). Recente stu-
dies, waarin verschillende MDR-cellijnen gescreend
zijn op de expressie van ABC-transporters, hebben la-
ten zien dat niet alleen bekende MDR-genen tot over-
expressie komen maar ook andere ABC-genen die mo-
gelijk een rol zouden kunnen hebben in MDR (ABCAA4,
ABCA7, ABCB2, ABCB3, ABCB6, ABCBS, ABCB9,
ABCF2, ABCF3 en ABCGI) (45). De viabiliteit van de
cellijn, zoals aantal doorlopen passages is hierbij wel
van belang, daarom wordt een cellijn voor resistentie-
inductie onder lage dosis chemotherapie gekweekt. De
vele transporters betrokken bij MDR suggereren een
grote mate van redundantie, reden waarom knock-out-
modellen van één transporter veelal niet tot een over-
tuigend fenotype leiden en de effecten van specifieke
remmers in klinische studies tegenvallen.

ABC-transporters en stamcellen

Hemopoétische stamcellen kunnen van (volledig) ge-
differenti€erde cellen worden onderscheiden op basis
van vele eigenschappen. Samenhangend met de moge-
lijkheid tot zelfvernieuwing, de proliferatiepotentie en
de eigenschap tot differentiéren in verschillende rich-
tingen, verschillen stamcellen qua functionaliteit en
brengen ze andere celoppervlakmarkers tot expressie.
Een intrigerende eigenschap van hemopoétische stam-
cellen is de hoge expressie van veel ABC-transporters.
Gebruik makend van specifieke substraten van ABC-
transporters, zoals de fluorescerende stof rhodamine
123 (Rhol23), kunnen stamcellen worden verrijkt ten
opzichte van de meer uitgerijpte hemopoétische cel-
len. Na flowcytometrisch sorteren van muizenbeen-
mergcellen op basis van Rhol23-expressie bleek een
celpopulatie met Rho®*-cellen in staat tot herstel van
beenmerg op lange termijn na injectie bij bestraalde
muizen. Dit in tegenstelling tot de Rho""-cellen
welke alleen in staat zijn tot kortetermijnrepopulatie.
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Het mechanisme achter dit fenotype zoals beschreven
is: het actief verwijderen van de fluorescente kleur-
stof Rho-123 specifiek voor ABC-transporters, door
ABCBI (46-48). Een andere fluorescente stof die voor
het verrijken van de stamcelfractie wordt gebruikt is
Hoechst 33342. Hoechst-zwakke cellen kunnen uit
het beenmerg worden geisoleerd als een zogenoemde
‘side-population’ (SP), die ontstaat door het meten van
Hoechst op twee golflengtes. Deze populatie is ver-
rijkt voor onrijpe stamcellen met de capaciteit voor
hemopoétische repopulatie. Hoechst is beschreven als
substraat voor ABCB1, ABCC1 en ABCG2. Vergelij-
king van mRNA-expressieniveaus heeft laten zien dat
ABCG?2 overwegend tot expressie komt op beenmerg-
SP-cellen. Bovendien geeft versterkte expressie van
ABCG?2 in beenmergcellen een significante toename
van het SP-fenotype. Deze bevindingen laten zien dat
ABCG?2 een marker is voor stamcellen (18, 41, 49, 50).
Het combineren van de humane stamcelmarker CD34
met Hoechst- en Rhol23-kleuring maakt het mogelijk
een subpopulatie te sorteren van humane primitieve
voorlopercellen, die specifieke stamcelkarakteristie-
ken bevatten. ABCB1 en ABCG2 kunnen, naast hun
rol als pomp voor het stamcelfenotype, ook gebruikt
worden als nieuwe stamcelmarkers. De expressie van
ABCG2 wordt sterk gereguleerd, waarbij ABCG2
het hoogst tot expressie komt op primitieve cellen en
afneemt gedurende differentiatie (18). Overexpressie
van ABCQG?2 leidt tot remming van hemopoése, wat re-
sulteert in minder cellen in het beenmerg en perifeer
bloed (51). Deze data suggereren dat ABCG2-expressie
een rol speelt in de zelfvernieuwing van vroege stam-
cellen en het handhaven van het stamcelfenotype door
de differentiatie te blokkeren. In tegenstelling tot
ABCG?2, leidt overexpressie van ABCBI in beenmerg-
cellen tot proliferatie van SP-cellen, resulterend in ver-
lengde overleving in kweek en verhoogde vernieuwing
na transplantatie in muizen (52). Op grond van bo-
venstaande kan ABCBl-expressie worden gebruikt
voor de karakterisering van prolifererende stamcel-
len, terwijl ABCG2-expressie de rustende stamcellen
karakteriseert. Vervolgstudies in muizen welke defi-
ciént zijn voor deze ABC-transporters of welke ze tot
overexpressie brengen zal de precieze rol in stamcellen
moeten ontrafelen.

ABC-transporters in de behandeling van AML

ABCBI, ABCC1 en ABCG2 komen zeer hoog tot
expressie op normale hemopoétische stamcellen, de
mate van expressie is ook uitgebreid bestudeerd in
leukemische blasten in AML. ABCBI komt vaak
tot expressie in oudere patiénten met AML. Expres-
sie van ABCBI is gevonden bij 17% van de volwas-
sen AML-patiénten jonger dan 35 jaar, bij 38% van
de patiénten tussen 35 en 50 jaar, en bij 71% van de
patiénten ouder dan 65 jaar (53). Deze toename loopt
parallel met een toename in CD34-expressie bij het
ouder worden (54). Overexpressie van ABCBI in blas-
ten van patiénten met AML is geassocieerd met een
verminderde cellulaire accumulatie van antracyclines
(55). Bovendien heeft ABCBI1-overexpressie een nega-
tieve prognostische waarde in de kans op het behalen
van een complete remissie alsook een verminderde
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leukemievrije en algehele overlevingskans (53, 56-63).
Deze observaties hebben geleid tot de introductie van
ABCBIl-modulators in de behandeling van AML, met
de bedoeling drugresistentie te voorkomen door het
ABCBI-transport te remmen, en daarbij de accumula-
tie van cytostatica intracellulair te verhogen.
Verscheidene in-vitrostudies hebben laten zien dat in
ABCBI-expresserende cellen geen resistentie ontstaat
wanneer er ABCBIl-modulators, zoals verapamil, cy-
closporine A en PSC833, worden toegevoegd aan de
blootstelling aan chemotherapeutica (zoals vincristine,
vinblastine, daunorubicine, doxorubicine en idarubici-
ne) (55, 64-67). Deze veelbelovende resultaten hebben
de basis gelegd voor klinische studies waarin geke-
ken is naar de veiligheid en effectiviteit van ABCBI-
modulatie in vivo.

De eerste studies waarin gebruik werd gemaakt van
de eerste generatie remmers, zoals quinine en cyclos-
porine A (CsA) waren achteraf gezien teleurstellend;
slechts enkele studies rapporteerden een toename
van CR en OS (68, 69) welke in latere studies niet
reproduceerbaar bleek (70, 71). Door de opgetreden
remming op de uitscheiding en eliminatie ontstond
er systemische toxiciteit en moest de dosis chemo-
therapie worden verlaagd. Verder in-vitro-onderzoek
leidde tot remmers met grotere potentie, specificiteit
en affiniteit voor ABCB1. PSC833, een cyclosporine-
D-analoog met 10-voudig grotere potentie voor
ABCBI-remming dan CsA, is een typisch voorbeeld
van een tweedegeneratiemodulator. Met deze rem-
mer zijn fase-3-studies uitgevoerd in zowel oudere
patiénten met AML en in patiénten met recidief of
refractaire ziekte. Twee van deze studies zijn vroeg-
tijdig beéindigd door een verhoogde mortaliteit in de
PSC833-arm en geen verbetering in CR (72, 73). In
twee andere studies werden de voorafgestelde eind-
punten, verbeterde ziektevrije overleving of snellere
CR, niet gehaald (74, 75). Recent zijn derdegene-
ratie-ABCBIl-remmers ontwikkeld, zoals tariquidar,
zosuquidar en laniquidar, deze middelen zijn in vitro
zeer specifiek voor ABCBI. Fase-I-studies hebben
laten zien dat deze derde generatie remmers veilig
kunnen worden gegeven in combinatie met inductie-
kuren van conventionele chemotherapie (76, 77).
Door modulatie van de transporter ontstaat er een
verhoogde toxiciteit en een toename van de apoptose.
De klinische studies zijn nog gaande, maar tegenval-
lende resultaten suggereren dat er redundantie is in
ABC-transporters en dat de aanwezigheid van andere,
nog onbekende, mechanismen van drugresistentie in
leukemische cellen in AML een rol spelen (78).

Er zijn slechts enkele studies die hebben gekeken naar
de kinetiek van ABC-transporterexpressie gedurende
blootstelling aan chemotherapie in vitro, terwijl dit
mogelijk ABC-transporters aan het licht brengt waar-
van nog niet bekend is dat zij een rol spelen in de be-
scherming van de cel tegen chemotherapie. Wij hebben
gekeken naar de expressie van alle ABC-transporters,
in cellijnen en leukemische cellen van patiénten, voor-
afgaand aan behandeling en gedurende behandeling
met chemotherapie (data niet gepubliceerd). Hierbij
hebben we laten zien dat de cellen na behandeling een
hoge expressie hebben van verschillende ABC-trans-
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porters, voornamelijk ABCA-transporters, ten op-
zichte van de cellen voorafgaand aan behandeling. Al
na 24 uur blootstelling aan cytostatica is de expressie
van transporters opgereguleerd; dit is snel en verloopt
daarom wellicht middels nucleaire factoren. Belang-
rijke vraag die hierbij speelt is of de verhoging van
de expressie van ABC-transporters wordt veroorzaakt
door selectie van primitieve cellen met een hogere ba-
sale ABC-transporterexpressie of door inductie van
ABC-transporters. Ondanks het achterliggende me-
chanisme overleven de cellen met deze hoge expressie
de chemotherapie en is het interessant verder onder-
zoek te verrichten naar de functionaliteit van deze op-
gereguleerde transporters.

ABC-transporterexpressie op normale en leukemi-
sche hemopoétische stamcellen

De hoge expressie van specifiecke ABC-transporterei-
witten betrokken bij multidrugresistentie en daarmee
de cellen beschermend tegen cytostatica is uitvoerig
beschreven. Echter, de resultaten van de behandeling
van AML-patiénten met specificke ABCBl-remmers
heeft nog niet het gewenste resultaat opgeleverd. Dit
suggereert dat remming van specifieke transporters
onvoldoende effect heeft op de accumulatie van cyto-
statica, die zou moeten leiden tot een effectievere uit-
schakeling van leukemische (stam)cellen. De overex-
pressie van sommige ABC-transporters op primitieve
hemopoétische cellen in vivo kan een handvat zijn
voor het verbeteren van antileukemiebehandeling. Het
is daarom belangrijk om te bepalen welke transporters
aanwezig zijn op normale en leukemische hemopoéti-
sche stamcellen en welke functie ze uitoefenen, zodat
deze transporters als aangrijpingspunten voor behan-
deling gebruikt kunnen worden.

In een genexpressiestudie hebben wij gekeken naar
de expressie van alle transmembraan-ABC-trans-
porters in normale en leukemische primitieve cellen
(CD34+CD38-) en in meer rijpe voorlopercellen
(CD34+CD38+) (79). In-vitro- en in-vivostudies
hebben laten zien dat de pluripotente hemopoétische
stamcel zich bevindt in de CD34+CD38-populatie.
Populaties van cellen die CD34+CD38- zijn hebben
een vergrote potentie om in vitro langetermijnkweken
te initi€ren (80, 81). De CD34+CD38+cellen kunnen
in de kweek duidelijk onderscheiden worden van de
CD34+CD38-cellen, ze vormen namelijk geen kolo-
nies voor dag 40. In transplantatie-studies wordt dif-
ferentiatie gevonden naar elke lijn van bloedcellen,
waarbij ook de tussenliggende onrijpe cellen werden
gevonden. Dit laat zien dat er vanuit de CD34+CD38-
celpopulatie een volledige hemopoétische uitrijping
mogelijk is (82-84). Samenvattend laten deze studies
zien dat de marker CD34+CD38- selecteert voor
gunstige specifieke stamcelkarakteristiecken zoals
zelfvernieuwing, proliferatie en differentiatie.

In normale CD34+CD38-cellen werd een brede ex-
pressie gevonden van 36 van de 45 gescreende ABC-
transporters (figuur 2A), met name de zogenaamde pri-
mitieve cellen hadden een hoge expressie ten opzichte
van de CD34+CD38+cellen. Het ABC-transporter-
expressiepatroon op leukemische CD34+CD38-cellen
vertoonde in mate van expressie grote overeenkomst
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met normale CD34+CD38-cellen, op enkele speci-
fieke uitzonderingen na (figuur 2B) (79). Deze uit-
zonderingen kunnen deels worden veroorzaakt door
chromosomale deleties in de leukemiecellen.

Alle transporters waarvan bekend is dat ze een rol
spelen in het transport van en de resistentie tegen
farmaceutische middelen kwamen tot expressie op
normale en leukemische primitieve cellen. Daarnaast
werden verschillende ABC-transporters geidentifi-
ceerd die tot expressie kwamen, maar die niet eer-
der beschreven zijn als chemotherapietransporter of
betrokken zijnd bij resistentie (79). Zowel de nog
niet bestudeerde transporters als de regulatie van de
transporters na blootstelling vergen nadere bestude-
ring, zowel in vitro als in vivo; ze vormen potentieel
therapeutische doelen.

Conclusie
De resultaten van klinische studies met specifieke
transporterremmers, om intracellulaire accumulatie
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Figuur 2. ABC-transporterexpressie in normale en leukemische
stamcellen. (A) Genexpressie van 45 ABC-transmembraan-
transporters in CD34+CD38- cellen geisoleerd uit G-CSF-ge-
mobiliseerd perifeer bloed en uit beenmerg (N=11) en (B) in
CD34+CD38- cellen van AML-patiénten bij diagnose (N=12).
De mate van expressie staat uitgezet op de y-as genormaliseerd
voor de expressie van het huishoudgen GAPDH. Gemiddelde
expressie van de positieve monsters (+ 95% betrouwbaarheids-
interval) is weergeven in de balken. Op de X-as staan de ABC-
transporters met de frequentie van expressie (aantal monsters
waarin de ABC-transporters detecteerbaar waren).
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van chemotherapie te verhogen, vallen tegen door
een grote redundantie in ABC-transporters, voorna-
melijk op leukemische stamcellen. Vele ABC-trans-
porters komen tot expressie op normale hemopoé-
tische stamcellen, grotendeels overeenkomend met
leukemische stamcellen. Daarnaast blijkt de expres-
sie van diverse transporters te worden opgereguleerd
na blootstelling aan chemotherapie. Deze resultaten
vormen mogelijk een basis voor het verbeteren van
antileukemiebehandeling. Anderzijds laten steeds
meer studies zien dat ABC-transporters mogelijk be-
trokken zijn bij de differentiatie van cellen, door het
pompen van differentiatiefactoren. De functionele rol
van ABC-transporters in stamcelbiologie is belangrijk
om te onderzoeken in normale stamcellen, aangezien
leukemie ontstaat vanuit de normale stamcel. De rol
van ABC-transporters in MDR en stamcelbiologie zal
verder moeten worden gekarakteriseerd door zowel in-
vitro-RNAi- en overexpressiestudies als in-vivotrans-
plantatiemodellen.
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Summary

Grouw PLM de, Raymakers RAP. The role of ABC trans-
porters in physiology and pathophysiology, and in resistance
to chemotherapy. Ned Tijdschr Klin Chem Labgeneesk 2010;
35:220-229.

ABC-genes represent a large family of transmembrane pro-
teins, which are expressed in all living cells and are essential
for energy-dependent transport. Mutations in ABC genes
cause or contribute to many genetic disorders, for example
cystic fibrosis. ABC-transporters are extensively studied for
their role in the development of chemotherapeutical resis-
tance. Over-expression results in increased cellular efflux
for a specific drug, but also for other, structurally unrelated
drugs referred to as multidrug resistance. Clinical studies with
specific inhibitors, to increase intracellular accumulation of
chemotherapeutical compounds, are disappointing, because
of redundancy in ABC-transporter expression in leukemic
cells in AML. ABC-transporters are also broadly expressed
in normal hematopoietic stem cells, strongly overlapping with
leukemic stem cells. Furthermore, exposure to chemotherapy
results in a rapid upregulation of ABC transporters. These
insights can be exploited for future development of more
adequate antileukemic treatment.
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