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SAMENVATTING

P-glycoproteine is een multidrugresistentie-eiwit dat behoort tot de familie van de ATP-bindingcassette
(ABC) transportereiwitten en wordt traditioneel geassocieerd met de resistentie van kankers tegen chemothera-
peutica. Tegenwoordig is echter bekend dat deze ABC-eiwitten ook een centrale functie uitoefenen als transpor-
tereiwitten tijdens meerdere fysiologische en pathologische processen. Op een ATP-afhankelijke manier staan
zij in voor het transmembranair transport van diverse endogene en exogene substraten. Bij de mens zijn er 48
ABC-genen gekend die onderverdeeld worden in zeven subfamilies (ABCA-G). Voor verschillende genen zijn er
mutaties beschreven die leiden tot genetische defecten en geassocieerd zijn met pathofysiologische processen, zo-
als inflammatory bowel disease, atherosclerose, ziekte van Alzheimer, ziekte van Parkinson, retinadegeneratie,
dilatorische cardiomyopathie, keratinisatiedefecten, hyperbilirubinemie en diabetes mellitus. P-glycoproteine
oefent voornamelijk zijn functie uit ter hoogte van de bloed-weefselbarriéres met de bedoeling het weefsel te be-
schermen tegen schadelijke stoffen. Uit onderzoek in de humane geneeskunde en dierproeven bij muizen blijkt
de belangrijke rol die P-glycoproteine speelt. In de diergeneeskunde is hierover nog maar weinig bekend. Het
meest bekende is de mutatie in P-glycoproteine bij Collies met ivermectineovergevoeligheid. In dit overzichtsar-
tikel bespreken we de weefseldistributie, de fysiologische functie en de pathologische processen waarbij P-gly-
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coproteine betrokken is.

INLEIDING

P-glycoproteine behoort tot de ATP-bindingcassette
(ABC) eiwitten, die in de humane geneeskunde uitvoerig
worden bestudeerd omwille van hun belangrijke rol als
drugexporters in multidrugresistentie (MDR) bij maligne
tumoren en in ziekteprocessen, zoals inflammatory bowel
disease (IBD) en de ziekte van Parkinson.

ABC-eiwitten zijn aanwezig in prokaryote en eukaryote
cellen. Ze zijn betrokken bij het transport van verschil-
lende endogene en exogene stoffen doorheen de cel-
membraan. ABC-eiwitten kunnen stoffen zowel uitals in
de cel transporteren, hoewel import enkel voorkomt bij
bacterién en archea. Hierbij spelen ze een belangrijke rol
in de resistentie tegen antibiotica (van Veen en Konings,
1998). Recentelijk werd ook aangetoond dat ze een rol
spelen in de ontwikkeling van ivermectineresistentie bij
Sarcoptes scabiei (Mounsey et al., 2006). Bij zeezoog-
dieren worden de ABC-eiwitten geassocieerd met be-
scherming tegen de vervuiling van het aquatisch milieu
(Doi et al., 2001). Bij herbivoren werden recentelijk ef-
fluxtransporters in het maagdarmstelsel beschreven die
mogelijk bijdragen tot de bescherming tegen toxische
metabolieten van planten (Sorensen en Dearing, 2006).

In dit overzichtsartikel bespreken we de (patho)fysio-
logische rol van P-glycoproteine bij de mens en bij proef-
dieren aangevuld met de beperkte veterinaire literatuur
die tot nu toe werd gepubliceerd over dit onderwerp. De
belangrijke invloed van ABC-transporters op de farmaco-
kinetiek van geneesmiddelen wordt in dit artikel buiten
beschouwing gelaten. Het doel van dit overzichtsartikel
is dierenartsen bewust te maken van een totaal nieuw on-
derzoeksveld dat in de toekomst niet enkel ons inzicht
kan verbeteren in de pathogenese van vele metabole ziekten
maar mogelijk ook kan leiden tot nieuwe therapeutische be-
naderingen.

DE ABC-TRANSPORTERSUPERFAMILIE

De term eiwitsuperfamilie werd voor het eerst gein-
troduceerd door Dayhoff'in 1974. Alhoewel deze definitie
oorspronkelijk sloeg op een evolutionair verwante groep ei-
witten, wordt de term in de literatuur ook gebruikt voor een
groep structureel of functioneel verwante eiwitten die niet
noodzakelijk een gemeenschappelijke evolutionaire oor-
sprong hebben. De ATP-bindingcassette (ABC) transpor-
tersuperfamilie behoort tot één van de grootste en de best
gekende eiwitsuperfamilies. De meeste leden zijn verant-
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woordelijk voor het actief transport van zeer diverse stoffen
doorheen biologische membranen, waaronder fosfolipiden,
ionen, peptiden, steroiden, polysacchariden, aminozuren,
organische anionen, galzuren, farmaca en andere xenobio-
tica. De ABC-eiwitten spelen dan ook een belangrijke rol
in de normale detoxicifatieprocessen van de gastheeren de
bescherming tegen xenobiotische substanties.

ABC-transporters zijn aanwezig in praktisch elke cel
van alle levende organismen (van prokaryoten tot zoog-
dieren) en spelen een centrale rol in de fysiologie van de
cel. Er zijn steeds meer indicaties dat ABC-transporters
vaak functioneel geassocieerd zijn met onder andere een
K*, CI' of Ca* -kanalen, of onderling met elkaar, en zo
hun functie uitoefenen als membraangeassocieerde multi-
unitcomplexen. Bij eukaryoten zijn de ABC-transporters
gelokaliseerd in de plasmamembraan, in de membranen
van intracellulaire organellen, zoals het golgi-apparaat,
het endoplasmatisch reticulum, peroxisomen, multivesicu-
laire lichaampjes en in mitochondria. Bij de mens worden
48 ABC-genen beschreven die worden onderverdeeld in 7
subfamilies (ABCA — G).

De leden van de ABC-transporter superfamilie vertonen
structurele gelijkenissen. Ze zijn samengesteld uit een
combinatie van functionele eenheden: een transmembra-
nair domein (TMD), bestaande uit 6 a-helices, en een
hooggeconserveerd nucleotidebindend domein (NBD).
Dit laatste is opgebouwd uit twee subdomeinen, een gly-
cinerijke P-lus ook bekend als het Walker A-domein dat
ATP bindt en het Walker B-domein dat een interactie ver-
toont met magnesium. De binding en de daaropvolgende
hydrolyse van ATP ter hoogte van NBD voorzien de no-
dige energie voor het transport van substraten doorheen
de membraan. De structuur van ABC-eiwitten wordt
complexer van prokaryoten naar zoogdieren door een toe-
nemend aantal functionele domeinen: de eenvoudigste
prokaryotische ABC-eiwitten bestaan uit €én enkel func-
tioneel domein terwijl sommige eukaryotische ABC-ei-
witten meerdere van deze functionele gebieden hebben
(Nikaido et al., 1998). Bijkomend is er, uniek voor de
ABC-eiwitten, een derde hooggeconserveerde amino-
zuursequentie gelokaliseerd tussen de Walker A- en
B-motieven. Van dit derde motief, ook wel bekend als het
ABC-signatuurmotief (of C-motief), is onlangs ontdekt
dat het een belangrijke rol speelt in de binding van sub-
straten (Oswald et al., 2006).

P-glycoproteine/ MDR1 (ABCB1)

P-glycoproteine (Permeability-glycoprotein of P-gp)
behoort tot de subfamilie B en werd voor het eerst be-
schreven door Juliano en Ling (1976). Deze transporter is
het product van het MDR 1-gen bij de mens en de mdr1a-
en mdr1b-genen bij muizen (Barrand ef al., 1992; John-
son et al., 2001). P-gp is voornamelijk bekend uit de on-
cologie als een resistentiefactor tegen chemotherapeutica,
ook bekend als multidrugresistentie of MDR. Hierbij
wordt de kankercel resistent tegen meerdere courante
farmaca naast de stof waaraan ze initieel werd blootge-
steld. P-gp transporteert een grote variéteit van farmaca.
De voorkeur gaat uit naar grote organische moleculen die
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neutraal of licht basisch zijn, maar P-gp kan ook een acido-
fiele stof aan. Het is dan ook moeilijk om de
gemeenschappelijke kenmerken van alle P-gp-substra-
ten te defini€ren. Hydrofobiciteit, planair aromatische
ringen en de aanwezigheid van tertiaire aminogroepen
begunstigen de interactie met P-gp, maar er werden geen
sterk geconserveerde elementen van herkenning terug-
gevonden (Borst en Oude Elferink, 2002).

P-glycoproteine heeft een belangrijke effluxfunctie en is
ook betrokken in het transport en de regulatie van endogene
moleculen, zoals hormonen en fosfolipiden (Wolf en
Horwitz, 1992). Verdere fysiologische functies toege-
schreven aan P-gp, zijn het transport van cytokinen, de
interleukinen en y-interferon in het bijzonder (Mc Rae et
al.,2003), de initiatie van de immuunrespons (Pendse et
al., 2003) en de invloed op de proliferatie en differentiatie
van hematopoétische stamcellen (Bunting, 2002).

P-glycoproteine werd geidentificeerd bij zoogdieren
(mens, muis, rat, primaten, hond) en in uiteenlopende taxa,
zoals bacterién, nematoden, insecten, vissen, vogels en
planten (Duddler en Hertig,1992; Lanning et al., 1996; Da-
vies et al., 1997; Barnes et al., 2001; Doi et al., 2001; Saier
en Paulsen, 2001; Buss et al., 2002; Smith en Prichard,
2002; Mikkaichi ef al., 2004). Bovendien is de sequentie
van P-gp hoog geconserveerd doorheen de verschillende
taxa.

Bij de mens worden meer dan 20 genetische polymor-
fismen beschreven in het MDR1-gen, die leiden tot een
veranderde expressie van P-glycoproteine in welbepaalde
weefsels. Deze verandering in P-gp-expressie heeft ge-
volgen voor de verdeling en efficiéntie van farmaca,
maar leidt ook tot het ontstaan van ziekten. In de onder-
staande tekst worden de organen besproken waarbij het
belang van P-gp reeds duidelijk werd aangetoond.

P-gp in het centraal zenuwstelsel

Een hoge P-gp-expressie werd teruggevonden in de
hersenen ter hoogte van de apicale zijde van endotheel-
cellen die deel uitmaken van de bloed-hersenbarriére.
Deze transporter is betrokken bij de penetratie van xeno-
biotica in de hersenen. Daarom zijn de P-gp-substraat-
spiegels hoger in de hersenen van P-gp-knock outmuizen
(mdrla-/-) dan bij “wild type-muizen” (Shinkel ef al.,
1994, 1995). Deze P-gp-deficiéntie kan de farmacolo-
gische en toxische effecten op de hersenen verklaren. Dub-
bele knock outmuizen (mdrla-/- and mdr1b-/-) zijn immers
meer gevoelig voor het sedatief effect van asamidoline en
voor de neurotoxiciteit van ivermectine. Zo zou ook de
drugresistentie bij epilepsiepatiénten in verband staan
met de P-gp-expressie (Kerb ef al., 2001) en zijn MDR1-
deficiénte Collies, die over een mutant MDR 1-allel be-
schikken, overgevoelig voor ivermectine (Mealey et al.,
2002).

De bloedcapillairen van het binnenoor hebben een
vergelijkbare structuur en functie met de bloed-hersen-
barriere en brengen ook P-gp tot expressie. Zhang et al.
(2000) hebben aangetoond dat de afwezigheid van P-gp
bij Mdrla (-/-)muizen leidt tot een disfunctie van de
bloed-binnenoorbarri¢re waaruit zij besluiten dat P-gp
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ook hier bescherming biedt tegen mogelijke ototoxiciteit
van farmaca die substraat zijn van P-gp.

Er wordt in de humane geneeskunde gespeculeerd dat
een verminderde expressie in de bloed-hersenbarriére
zou leiden tot een hoger risico op de ziekte van Parkinson
door een verminderde protectie van het centraal zenuw-
stelsel tegen xenobiotica (Furuno et al., 2002). Vogelge-
sang et al. (2006) onderzochten de relatie tussen P-gp en
idiopathische Creutzfeldt-Jakob (CJ). Uit de studie bleek
dat CJ, net als de ziekte van Alzheimer, geassocieerd is
met een gedaalde expressie van P-gp ter hoogte van de
hersenbloedvaten.

P-gp in de testes

Een belangrijke functie van de bloed-testesbarriére is de
bescherming van de germinale cellen tegen xenobiotische
toxiciteit. De structuur is vergelijkbaar met de bloed-her-
senbarriere. De fysicochemische eigenschappen van de
bloed-testesbarriere beschermt tegen grote of hydrofiele
moleculen. De kleine en lipofiele moleculen zouden het
testisweefsel binnendringen door transcellulair transport
doorheen celmembranen (Bart et al., 2002). Talrijke kleine
of lipofiele cytotoxische stoffen bereiken echter niet de-
zelfde concentratie in de testes als in andere weefsels.
Immunohistochemische studies tonen aan dat P-gp aanwe-
zigis aan de luminale zijde van de capillaire endotheelcellen
van de testes, zoals in de bloed-hersenbarriére (Thiebaut
et al., 1987). Experimentele studies met mdrla(-/-)/
mdrlb(-/-)muizen bevestigen dat effluxpompen, zoals
P-glycoproteine, lage concentraties van xenobiotica hand-
haven in de testes (Shinkel et al., 1994).

P-gp in het hart

P-gp komt tot expressie aan de luminale membraan
van capillaire endotheelcellen van weefsels die het doel
zijn voor aldosterone, zoals het hart, waar het de cellulaire
opname van substraten medieert (Parker ez al., 20006).
Aldosterone speelt een belangrijke rol in de pathofysiologie
van meerdere cardiovasculaire aandoeningen, zoals hartfa-
len en hypertensie. De expressie van transportereiwitten in
het hart zou een belangrijke factor kunnen zijn bij de mo-
dificatie van de concentratie van bepaalde farmaceutica
die substraat zijn voor P-gp (bijvoorbeeld beta-blockers,
glycosiden en doxorubicine).

In de normale hartspiercel wordt geen expressie van
P-gp waargenomen, maar Lazarowski et al. (2005) heb-
ben aangetoond dat P-gp consequent tot expressie komt
in de hartspiercel bij varkens met chronisch ischemie. Ook
bij overwintering, verdoving en acclimatisatie komt P-gp
tot expressie in de hartspiercellen. De klinische betekenis
daarvan is nog onduidelijk.

P-gp in de placenta

P-gp bevindt zich aan de maternale zijde van de brush-
bordermembraan van de trofoblastlaag in de placenta van
drachtige muizen en neemt toe in expressie gedurende de
dracht (Croop et al., 1989; Usigome et al., 2000). Experi-
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mentele studies bevestigen dat P-gp de foetus beschermt
tegen xenobiotische substanties door zijn capaciteit om
substraten te fixeren en te transporteren. Lankas et al.
(1998) toonden een hoge incidentie aan van gespleten
gehemelten bij jongen van P-gp knock-outmuizen bloot-
gesteld aan avermectine. Meer nog, een gespleten gehe-
melte was gecorreleerd met P-gp-deletie, met 100% mis-
vorming bij mdrla(-/-)foeti en geen afwijkingen bij
mdrla(+/+)-foeti terwijl een intermediair voorkomen van
een gespleten gehemelte wordt gezien bij heterozygote
mdrla(-/+)-foeti.

P-gp in de lever

P-gpis gelokaliseerd aan de luminale zijde van de gal-
gang canaliculi. Een aantal studies ondersteunt de hypo-
these dat P-gp verantwoordelijk is voor de excretie van
stoffen vanuit de bloedbaan naar de gal. Een verminder-
de expressie van deze hepatobilaire transportsystemen
voor galzouten en andere organische anionen zou bijdra-
gen tot ontstekingsgemedieerde cholestase bij de mens
(Zollner et al.,2001). Ros et al. (2003) onderzochten hu-
mane leverspecimen van patiénten met galgangfibrose,
chronische hepatitis C-infectie, submassieve celnecrose
en een normale lever. Zij vonden een opmerkelijke opre-
gulatie van MDR1 (en ook het multidrugresistentiepro-
teine 1 (MRP1)) in de hepatocyten bij ernstige leverziekte
bij de mens.

P-gp in de nieren

De functie van P-gp in de nieren is onduidelijk. De
aanwezigheid in de apicale membraan van de proximale
tubuli suggereert een excretorische functie, waarbij sub-
straten uit de bloedbaan in de urine worden gepompt. In
sommige gevallen leidt de afwezigheid van P-gp echter
tot een verhoogde excretie en zelfs clearance van farmaca,
wat de excretorische functie van P-gp tegenspreekt (Smit ez
al., 1998).

P-gp in het maagdarmkanaal

P-gp is aanwezig in de apicale membraan van de co-
lumnaire enterocyten van de dunne en dikke darm. De fy-
siologische rol van P-gp zou mogelijk ook kunnen be-
schermen tegen de doorbraak van bacteri€le toxinen en
voedselpathogenen, zoals Listeria monocytogenes, door-
heen de darmwand (Neudeck ef al., 2004). Deze hypo-
these wordt ondersteund door het werk van Panwala et
al. (1998) die aantoonden dat mdrla knock-outmuizen
gevoelig zijn voor de ontwikkeling van een ernstige spon-
tane colitis onder specifiek pathogeenvrije (SPF) omstan-
digheden, dus tegenover de eigen darmflora. Wanneer deze
muizen oraal behandeld worden met antibiotica kan de
colitis voorkomen of zelfs genezen worden. De colitis bij
deze mdrla-/- muizen is morfologisch gelijkaardig aan
deze bij humane inflammatory bowel disease (IBD). Er
zijn een gestoorde epitheliale celgroei en leukocytenin-
filtratie in de lamina propria van de dikke darm. De exac-
te reden waarom het ontbreken van P-gp predisponeert
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voor colitis is niet bekend, hoewel geweten is dat ziekte
bij deze dieren eerder het resultaat is van een epitheelde-
fect dan van een afwijking van het immuunsysteem. Ver-
der onderzoek naar colitis bij mdr1a-/- muizen door Ban-
ner et al. (2004) en Resta-Lenert et al. (2005) bevestigt
grotendeels de bevindingen van Panwala et al. (1998).

In de diergeneeskunde is idiopatische IBD de meest
voorkomende vorm van chronische enteritis bij de hond.
Het ontbreken van respons op een hypoallergeen dieet en
een prednisolonetherapie vormt hierbij een ernstig pro-
bleem voor dierenartsen. Allenspach ez al. (2006) onder-
zochten de P-gp-expressie in lymfocyten van de lamina
propria bij honden met chronische enteropathieén. De
studie suggereert dat in darmbiopten de expressie van P-gp
in de lymfocyten van de lamina propria een voorspellende
waarde heeft voor de behandeling van IBD. Honden met
een hoge expressie nog voor de start van de behandeling
zouden niet geholpen kunnen worden met glucocortico-
iden en nood hebben aan een meer agressieve therapie met
farmaca, zoals azathioprine of cyclosporine in combina-
tie met steroiden.

Alhoewel het aantal studies over P-gp bij herbivoren
minimaal is, wordt ook het voorkomen van P-gp of
P-gp-like mechanismen beschreven bij herbivore species,
zoals woudratten, door Lanning et al. (1996) en Green et al.
(2004). Het voeder van herbivoren bevat zeer veel toxische
metabolieten van planten, waarvan men tot voor kort dacht
dat ze enkel werden verwerkt door detoxificatie-enzymen
van de lever. Sorensen en Dearing (2006) beschrijven hoe
effluxtransporters een kritische rol zouden spelen in de re-
gulatie en absorptie van deze toxische metabolieten met
mogelijk een invloed op de voederselectie.

P-gp in de longen

In de longen komt P-gp tot expressie aan de apicale
zijde van het trilhaarepitheel en aan de apicale en laterale
zijde van de sereuze cellen van de bronchiaalklieren,
maar niet in de slijmbekercellen (Lechapt-Zalckman et
al., 1997). Deze apicale epitheliale expressie zou kunnen
betekenen dat P-gp in de longen een rol speelt in het
transport van stoffen vanuit het interstitium naar het lu-
men. De exacte functie van P-gp in de longen is echter
nog steeds niet bekend.

P-gp in lymfocyten

Eriseenrelatiefhoge constitutieve expressie van P-gp
in NK-cellen en CD8(+) T-lymfocyten. Deze cellen in-
duceren apoptose van andere cellen door een Fas/Fas li-
gandsysteem of door het vrijstellen van cytotoxische
stoffen, zoals perforinen en granzymen. Wanneer men
P-gp remt door het toedienen van anti-P-gp monoklonale
antistoffen of inhibitoren is er een reductie van het aantal
NK-cellen en van de cytolytische CD8(+) T-cellactiviteit
(Treichel et al., 2004; McGrath et al., 2003). Functioneel
P-gp zou daardoor een fundamentele rol spelen in de regula-
tie van geprogrammeerde celdood (Johnstone et al., 2000;
Ruefli et al., 2002). P-gp draagt ook bij tot resistentie te-
gen apoptose geinduceerd door vele chemotherapeutica,
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door fas crosslinking, door binding van TNF-a op de re-
ceptor aan het celoppervlakte, of door UV-straling
(Johnstone et al., 1999, 2000; Ruefli et al., 2000). De ex-
pressie van P-gp in CD4(+) en CD8(+) T-lymfocyten
stijgt met de leeftijd, wat wijst op de betrokkenheid van
P-gp in de secretie van cytokinen, groeifactoren en cyto-
toxische moleculen. Aangezien T-cellen bij oudere indi-
viduen hyporesponsiefzijn en leiden tot een verminderde
werking van het immuunsysteem, wordt verondersteld dat
P-gp een rol zou kunnen spelen in de immunodeficiéntie
bij ouderlingen.

P-gp in neoplastische processen

In verschillende onderzoeken wordt aangetoond dat
P-gp vaak tot expressie wordt gebracht in neoplastische
processen met vorming van multidrugresistentie. De
meeste studies in de diergeneeskunde handelen over de
rol van P-gp als een prognostische merker in tumoren,
zoals osteosarcoma’s, mastocytoma’s en vooral lym-
foma’s (Moore et al., 1995; Bergman et al., 1996; Lee et
al., 1996; Ginn 1996, Conrad et al. 2001). Over P-gly-
coproteine bij de kat bestaat voor zover we weten slechts
één enkele studie omtrent een feliene lymfomacellijn
(Okai et al., 2000).

BELANG VAN ANDERE ABC-TRANSPORTERS

Naast P-glycoproteine werden er reeds meerdere andere
ABC-transporters geidentificeerd. Voor sommige van deze
eiwitten is hun functie alsook hun rol in pathologische pro-
cessen gekend. De belangrijkste ABC-transporters in de
humane geneeskunde worden weergegeven in Tabel 1,
aangevuld met de beperkte diergeneeskundige informatie.

BESLUIT

ABC-transporterproteinen oefenen zeer gevarieerde
functies uit in zowel normale als pathologische omstan-
digheden. In de humane geneeskunde en in dierproeven
bij muizen worden deze eiwitten momenteel intensief
onderzocht aangezien ze een centrale rol blijken te spelen
in de ontwikkeling van een toenemend aantal ziekten. Bij
de huisdieren is nog weinig bekend omtrent de rol van
ABC-transporters in ziekteprocessen. Hoe dan ook wordt
verwacht dat deze eiwitten betrokken zijn in pathologische
processen en een belangrijke doelgroep zullen vormen
voor nieuwe behandelingsmethoden van meerdere tot op
heden ongeneeslijke of moeilijk behandelbare ziekten bij
huisdieren.
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