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I. Einleitung 1

l. EINLEITUNG

Der Multidrug resistance 1 (MDR1)-Gendefekt stellhe Mutation dar, welche
beim Hund durch den Verlust von vier Basenpaareniarten Exon des MDR1-
Gens gekennzeichnet ist (MEALEY et al., 2001). g#niHunderassen und
Mischlinge, vor allem Collies und andere Hitehurgled von dieser autosomal
rezessiv vererbten Mutation bis zu 52 % homozygtaffen (TAPPIN et al.,
2012). Sie kdnnen kein funktionierendes P-Glykagiro{P-Gp) bilden, welches
als Wirkstofftransporter in der Blut-Hirn-Schrankdie Anreicherung von
Arzneimitteln in  neuronalem Gewebe verhindert. Satsteht eine
Unvertraglichkeit und Uberreaktion auf in der Vatéarmedizin haufig
verwendete Arzneimittel wie Ivermectin. Es treteor vallem neurologische
Symptome wie Ataxie, Bewusstlosigkeit und Krampfaf. aBei schwerer
Intoxikation kommt es zu Koma und Tod des Tiered (BAM et al., 1985;
MEALEY et al., 2001).

In den Zuchtverbanden stark betroffener Rassen emefdDR1-Gentests als
Voraussetzung fur die Zuchtzulassung haufig sclemén Welpen durchgefihrt.
Bei anderen Hunden wie Mischlingen geben erst Raad auf ein Medikament

Hinweise auf den Gendefekt.

Bei Hunden mit neurologischen Symptomen unklareiolégie ist eine
unverzugliche Diagnosestellung wichtig, um die Hpée anzupassen und eine
Prognose stellen zu kénnen. Um als Veterindrmeglizeéinschatzen zu kénnen,
ob einem Patienten das Arzneimittel der Wahl vezight werden darf, ist eine
schnelle, in der Praxis durchfihrbare Nachweiseousthfir den MDR1-
Gendefekt winschenswert. Keine der bisher verditdtén Methoden zur
Unterscheidung des Genstatus stellt einen kostestigén und zugleich schnellen
Nachweis dar, welcher ohne aufwendige Laborauasgtiurchzufihren ware.

Abhilfe kénnte hier die Methode der Loop-mediatsdthermal Amplification

(LAMP) schaffen. Im Bereich des Erregernachweis@sl wie heute bereits als
Point-of-Care (POC)-Test eingesetzt, da die Reaksohnell ablauft und in
einfachen, kleinen Geraten durchgefiihrt werden k@dRIDA et al., 2008;

CRAW & BALACHANDRAN, 2012).

Ziel der vorliegenden Arbeit war die schnelle unddeutige Bestimmung des
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MDR1-Genstatus beim Hund. Dazu wurden nach der aktitm von
Desoxyribonukleinsdure (DNA) aus Backenschleimhgoiérn von Hunden mit
bekanntem Genstatus Reaktionen als allel-spez#istlymerase-Kettenreaktion
(AS-PCR) und als allel-spezifische LAMP (AS-LAMP)gesetzt.

AulRerdem wurden verschiedene Detektionsmethodesstgét um die Zeit von
der Probenentnahme bis zum Testergebnis zu verkirEme eindeutige
Genotyp-Zuordnung konnte mit diesen Methoden inae6@ Minuten erreicht

werden.
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. LI TERATURUBERSICHT

1. Multidrug resistance 1 (MDR1)-Gen und P-Glykoproten
(P-Gp)

Das MDR1-Gen kodiert fir das transmembrane P-Gpd&Rt al., 1986d). Als
Transportprotein dient P-Gp dem Schutz des Orgargsror einer zytotoxischen
Wirkstoffanreicherung (SCHINKEL et al., 1994). Urgechungen beim
Menschen ergaben, dass das P-Gp in verschiedenemb&e wie Nieren,
Nebennieren, Leber, Lunge und Darm, physiologisctiraden ist (FOJO et al.,
1987; THIEBAUT et al., 1987). Im Jahr 1989 wurdsterals die Expression von
P-Gp in Endothelzellen von GehirngefalRen nachg@eni¢SORDON-CARDO et
al., 1989). P-Gp hat ein Molekulargewicht von 17ib#alton (kDa) (JULIANO
& LING, 1976). Es besteht aus grof3en hydrophobansmembranen Regionen,
weist jedoch auch hydrophile Elemente auf der deiioplasma zugewandten
Seite auf (KARTNER et al., 1985; GERLACH et al.369. Das Transportprotein
funktioniert Gber einen priméar aktiven Pumpmechamis (GROS et al., 1986d).
Es gehort zu der Familie der ABC (Adenosintriph@phTP)-binding-Cassette)-
Transporter (GOTTESMAN & PASTAN, 1993). An Mausderl konnte
immunoelektronenmikroskopisch gezeigt werden, da@sSp an der apikalen
Zellseite lokalisiert ist (TATSUTA et al., 1992).

Die Bedeutung des P-Gp wurde zuerst in Tumorzadiéasst, die eine Resistenz
gegen Chemotherapeutika entwickelten (SEE et @r4;1INABA et al., 1979).
Die Menge des in diesen entarteten Zellen nachgewen P-Gp korreliert mit
dem Grad der Resistenz der Zelle (JULIANO & LIN@76; RIORDAN &
LING, 1979). Spater konnte gezeigt werden, dassdiesen Zellen eine
Uberexpression des MDR1-Gens und zugehoriger MgssdéRibonukleinsaure
(mRNA) vorlag. Arzneimittelsensitive Zellen konntdarch Transfer des MDR1-
Gens in das Genom zu resistenten Zellen umgewamndgetlen (GROS et al.,
1986b; GROS et al., 1986¢; GROS et al., 1986a).

Bei den Substraten von P-Gp handelt sich um eiredzahl amphipathischer
Stoffe, bei welchen die hydrophoben Eigenschaftérerwiegen und die
lipidléslich sind. Zu den Substraten gehéren imeBgr der Chemotherapeutika
Vinca-Alkaloide wie Vinblastin, Anthrazykline wie d&orubicin und Antibiotika
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wie Actinomycin D. Neben Avermectinen stellen au@pioide wie Loperamid,
Steroidhormone wie Dexamethason, Antibiotika wie x¥yclin und
Fluorochinolone und Ondansetron Substrate von Rd@p(GOTTESMAN &
PASTAN, 1993; MEALEY, 2004).

Bestimmte Substrate konnen durch die Konkurrenz Taansportprotein als
"Resistenzumkehrer" und somit als Chemosensitlisatwirken. Dazu gehoren
Kalziumkanalblocker wie Verapamil, Antiarrhythmikavie Amiodaron,
hydrophobe Cephalosporine, Immunsuppressiva wido§gorin A und einige
weitere Stoffe (GOTTESMAN & PASTAN, 1993). KlinisehVersuche bei
Menschen zeigten in manchen Féllen ein verbess&rngsrechen von resistenten
B-Zell-Tumoren auf Chemotherapeutika bei Zugabe vominem
Antiarrhythmikum als Chemosensibilisator (DALTON «fl., 1989). Bei
Menschen, die mit Chemotherapeutika und P-Gp-Itdién behandelt werden,
treten Nebenwirkungen auf, die durch die heruntesetgte physiologische
Funktion des P-Gp in betroffenen Geweben verurssantkonnten (SCHINKEL
et al., 1994). Therapieprotokolle, bei denen Cheamnsibilisatoren in
Kombination mit kardio- oder neurotoxischen Wirkta verabreicht werden,
sind daher zu vermeiden. Auch Hunde, die gleiclzeiit P-Gp-Inhibitoren und
P-Gp-Substraten behandelt werden, sollten deshafb Taxizitatsanzeichen
Uberwacht werden (MEALEY, 2004).

1.1 Der MDR1-Gendefekt beim Tier

Um die Funktion von P-Gp im Gesamtorganismus bassirsuchen zu kdnnen,
wurde eine MDR1 knockout-Mauslinie erstellt. Die nimzygoten MDR1
knockout-Mause zeigten nach Applikation von P-Gps$taten zentralnervose
Storungen, die vergleichbar waren mit Intoxikatsymptomen von Collies, die
mit Ivermectin behandelt wurden. Ein Zusammenharigy emer spontanen
Mutation im MDR1-Gen des Hundes wurde dabei ergmaimutet (SCHINKEL
et al., 1994).

1.1.1. Der MDR1-Gendefekt bei der Maus

MDR1 knockout-Mause haben ein veréndertes und sfomktionsloses MDR1-
Gen, zeigen aber keine phanotypischen Auffalligheitso lange ihnen keine P-
Gp-Substrate verabreicht werden. Auf Ivermectin-d uVinblastingaben

entwickeln die Tiere jedoch zentralnervése Stérang® Vergleich zu Wildtyp-
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Mausen kann eine erhdhte WirkstoffkonzentrationGehirn und eine geringere
Wirkstoffelimination aus Herz-, Leber- und Nierengdbe festgestellt werden.
Dies ist auf das Fehlen von P-Gp zurlckzufuhrerHIBIBEL et al., 1994).

Eine spontane Mutation im MDR1-Gen konnte in eifrbpopulation von
Mausen der CF1-Linie nachgewiesen werden. Diese Teigen daher ebenfalls
eine Ubersensibilitat auf Ivermectin. P-Gp fehithtinur in den Kapillaren des
Gehirns, sondern auch in den Epithelien des Daendduse. P-Gp nimmt dort
Einfluss auf die Wirkstoffaufnahme (LANKAS et al997; UMBENHAUER et
al., 1997). Somit sind zwei wichtige Barrieren b#fen, die die Anreicherung
von Stoffen im systemischen Kreislauf und im zdetra Nervensystem
normalerweise verhindern. Heterozygote Genotypklebieine geringere Menge
an P-Gp als homozygote Wildtypen und zeigen daine¥érgleich eine hdhere
Wirkstoffsensitivitat. Bei einer Verpaarung von éreizygoten (+/-) Mausen, sind
die Nachkommen zu je 25 % homozygote (+/+ undwitg zu 50 % heterozygote
(+/-) Merkmalstrager, was der Mendel'schen Reg#&peitht (UMBENHAUER
et al.,, 1997). Weder die spontan mutierte Subpdipulanoch die genetisch
veranderten MDR1 knockout-Mause zeigen zu homorygMWildtyp-Mausen
anatomische, physiologische oder histologische rdaleede und auch keine
voneinander abweichenden Lebenserwartungen (SCHINKE al.,, 1994,
UMBENHAUER et al., 1997).

1.1.2. Der MDR1-Gendefekt beim Hund

Schon lange bevor der MDR1-Gendefekt beim Hund matksvar, wurde Uber
Vergiftungssymptome nach der Verabreichung von nhemtin an Collies
berichtet (PULLIAM et al., 1985). Ivermectin istnehalbsynthetischer Wirkstoff
zur Parasitenbekampfung. Er gehort zu den makrsoyidn Laktonen aus der
Gruppe der Avermectine und ist ein Stoffwechselpkbdvon Streptomyces
avermitilis Er bindet bei Wirbellosen an Glutamat-aktivierteind
y-Aminobuttersdure (GABA)-aktivierte Chloridkanélepdurch es zu Lahmung
und Tod der Parasiten kommt (CAMPBELL et al., 1983)

In den Untersuchungen von PULLIAM und Mitarbeitgfi®85) wurden vier
Gruppen zu je vier Collies unterschiedliche Ivertimkonzentrationen
verabreicht (0, 50, 200 und 600 Milligramm (mg)fgtamm (kg)). Jeweils zwei
Hunde der beiden Gruppen, die 200 mg/kg und 60&gneyhielten, entwickelten
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neurologische Symptome wie Ataxie, Hypersalivatidrerlust der Reflexe,
Mydriasis, verminderte Schmerzantwort, Bewusstseirngst und Koma. Diese
Tiere verstarben anschlieBend. Die Autoren schiosaef zentralnervose
Stérungen multifokalen Ursprungs. Sie wiesen eirbdehe Penetration von
Ivermectin  durch  die  Blut-Hirn-Schranke  nach.  Wéldre die

Ivermectinkonzentration im Gehirn bei Kklinisch uffalligen Tieren 1/10 bis
1/100 der Plasma- und Leberkonzentrationen betmag,sie bei den betroffenen
Collies deutlich hdher als die Plasma- und Lebezkatrationen.

Die genetische Grundlage dieser Uberempfindlichieitde schlieRlich im Jahr
2001 aufgedeckt (MEALEY et al., 2001). Durch daklEe von vier Basenpaaren
(4-bp-Deletion, nt230(del4)) im MDR1-Gen Ivermees@ensitiver Collies kommt
es zu einer Rastermutation. Somit werden mehreyp-Sbdons generiert, durch
welche kein funktionsfahiges P-Gp entstehen kana.NDutation liegt im vierten
kodierenden Exon des Gens in einer palindromiscBequenz (GATAG),
wodurch nicht unterschieden werden kann, ob dig #asen 'GATA' oder
'ATAG' eliminiert wurden (ROULET et al., 2003). Digrsache fur die Mutation
kann nur vermutet werden. Es wére moglich, dassndaa Basenpaare entfernte
Palindrom (GGTTTTTGG) als unstabile Sequenz einadiBposition fur die
Deletion in der benachbarten Region dargestellt (h&WIS et al.,, 1999;
MEALEY et al., 2001). Der MDR1-Gendefekt wird autosal-rezessiv vererbt
(MEALEY et al., 2001).

1.1.2.1. Klinische Bedeutung des MDR1-Gendefekts bei Therapimit P-Gp-
Substraten

Neben Ivermectin fuhren auch andere AvermectineDammectin, Milbemycin-
Oxim oder Moxidectin zu Vergiftungserscheinungen Benden mit MDR1-
Gendefekt (TRANQUILLI et al., 1991; GEYER et alQ@5; GEYER et al., 2007;
GEYER & JANKO, 2012). Die Neurotoxizitat ist doddeingig und kann bei
Unterschreitung der fur die Wirkstoffe benanntemi@werte vermieden werden.
So ist die empfohlene Dosis genannter MedikameateHerzwurmprophylaxe
fur keinen Hund gefahrlich, wahrend es bei der héihéosis zur Demodikose-
oder Raudebehandlung bei Hunden mit MDR1-Gendefakt den bereits
erwahnten, schwerwiegenden Symptomen kommt. Zudsimdie Art der
Applikation bedeutend. Bei oraler Gabe geringeresdh kommt es friher zu
Symptomen, als bei subkutaner Injektion oder begplkpation auf die Haut (SEE
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et al.,, 2009; GEYER & JANKO, 2012). Bei subkutamaektion ist mit einem
langsameren Fortschreiten und einem langeren Amdader Symptome zu
rechnen (HOPPER et al.,, 2002). Auch die einzelneink3toffe haben eine
unterschiedlich starke Toxizitat. Selamectin undbklinycin-Oxim werden in
hoheren Dosen toleriert, als lvermectin und Doramg@®ULLIAM et al., 1985;
BISHOP et al., 2000; GEYER et al., 2007). HeteratgdHunde tolerieren héhere
Dosen und entwickeln eher milde Symptome im Vecglezu Hunden, die
homozygot fir das mutierte Allel sind. Hohe Dosémrén jedoch auch bei
Heterozygoten zu neurologischen Symptomen, die ¥¢akinlichkeit an einer
Intoxikation zu versterben ist aber geringer. Tharaersuche mit Picrotoxin zur
Hemmung von GABA-aktivierten Chloridkanalen fuhrten Krampfen. Durch
Physostigmin kommt es zur Hemmung der Acetylchslease, zu einer
zentralen Aktivierung und somit einer kurzfristig@esserung der Symptome,
jedoch nicht zu einer Beschleunigung der GenesHsgst kein Antidot gegen
Avermectine verfugbar (GEYER & JANKO, 2012).

In einer retrospektiven Studie wurden 17 Colliest nviermectinvergiftung
untersucht. Alle Hunde entwickelten neurologisclyenftome unterschiedlichen
Ausmalles: Ataxie, Orientierungslosigkeit, genegtisr Tremor, Sopor,
Mydriasis, Bradykardie und starkes Speicheln. Stupml Koma wurden nur bei
besonders schweren Intoxikationen beobachtet. BéeroApplikation wurden die
Tiere mit Diazepam sediert, Magenspulungen durdhgefund Aktivkohle
eingegeben. Die Hunde wurden intensiv betreut unatersucht, zur
Aufrechterhaltung des Flissigkeits- und Nahrstaféyés intravends infundiert
und bei Bedarf ventiliert. Aspirationspneumonierd 8epsis traten als sekundare
Komplikationen auf. Die Autoren stellen fur Patiemt die eine intensive Pflege
und Behandlung erfahren, trotz Koma eine gute Rysgn bei
Ivermectinvergiftungen. Die Zeit bis zur statiom@irEntlassung der Patienten
variiert stark, kann aber mehrere Tage bis Wochetmabgen. Daher ist eine
Behandlung nicht nur sehr aufwendig, sondern awgb zmnd kostenintensiv
(HOPPER et al., 2002).

Neben der klinisch relevanten Wirkung auf das zdetMNervensystem wird
vermutet, dass Hunde mit MDR1-Gendefekt anfalligerErkrankungen anderer
Organsysteme sind, da ihnen die Schutzfunktion RegBp nicht nur im Gehirn
fehlt. Hunde, die homozygot fir den MDR1-Gendefekid, scheinen aufgrund
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einer geschwachten Darmbarriere haufiger an ulzeratColitiden zu leiden. Da
eine Besserung auf die Therapie mit Antibiotikabzmmerken ist, wird vermutet,
dass die Darmbakterien entziindliche oder toxischenponenten produzieren,
welche Substrate von P-Gp darstellen (MEALEY, 2004)

Es konnte ein deutlicher Unterschied in der Hyplatmais-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse zwischen homozygot mutidtenden und Wildtyp-
Hunden festgestellt werden. Durch das Fehlen vdapPkommt es zu einer
hoheren Konzentration von Kortikosteroiden im Hy@damus und in der
Hypophyse. Die Folge ist eine starkere negativekRagplung und eine geringere
Kortisolausschiuttung aus der Nebennierenrinde tivela Nebennieren-
insuffizienz). Daraus resultiert eine Unterdriickungd unzureichende Funktion
des Systems beim Auftreten von Krankheit oder Strddies bestatigt die
Beobachtung, dass manche Hunde der vom MDR1-Gédudedeoffenen Rassen
generell schlechter auf Therapieversuche ansprectiensie keine adaquate
Stressantwort entwickeln konnen. Daher sollte beindén, bei denen aus
ungeklarten Grinden kein Therapieerfolg erzielt dwirein MDR1-Gentest
durchgefuhrt werden. Bis zur Mitteilung des Ergebes sollte Kortison in
physiologischen Dosen verabreicht werden, um diessfht auf Heilung zu
verbessern (MEALEY et al., 2007).

Der MDR1-Gendefekt kann fiir Patienten die eine Giteerapie erhalten sollen
sogar zum Vorteil werden, da die verwendeten Madiate eine hohere orale
Verfugbarkeit haben und eine intraventse Gabe ugezawerden kann. Auch bei
Hirntumoren oder Epilepsie kann ein Wirkstoff di¢uBHirn-Schranke besser
passieren und so das Gehirn zielgerichtet erreidhechtig ist in jedem Fall, den
MDR1-Genstatus eines Patienten vor der Therapikenmen. Fir Patienten mit
intaktem MDR1-Gen kann eine pharmakologische Aussehg des P-Gp durch
P-Gp-Inhibitoren genutzt werden (MEALEY, 2004).

1.1.2.2. Rassepradispositionen fir den MDR1-Gendefekt

Die Haufigkeit des mutierten Allels wurde bei vdrnstlenen Rassen in den
Vereinigten Staaten von Amerika (USA) beschriebsiehe Tabelle 1). Die
betroffenen Rassen scheinen einen gemeinsamenhvenfan Gro3britannien zu
haben, der vor der genetischen Isolation der emereRassen im Jahr 1873 lebte
(NEFF et al., 2004). In einer weiteren Studie wudee Genstatus von 7378 in
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Deutschland lebenden Hunden untersucht (siehe [€aBelDas Ziel war neben
der Evaluierung der Haufigkeit der Mutation bei détassen auch die
Einschatzung des Risikos fir Einzeltiere, unter eaewh fur Mischlinge.
Mischlinge ohne weitere Klassifizierung weisen eiel-Frequenz von 2%,
Hutehund-Mischlinge von 8% auf. Durch den Verglemit 7500 Hunden aus
Studien weiterer Lander konnte eine Liste fur 9éRrassen erstellt werden, bei
welchen bis dato keine MDR1-Mutation nachgewiesermen konnte (GRAMER
et al., 2011).

Tabelle 1: Anteil der MDR1-Allele nach Rasse, USANEFF et al., 2004).

Rasse Mutiertes Genotyp (%)

Allel (%) MDR (+/+) MDR (+/-)  MDR (-/-)
Collie 54,6 22,0 46,8 31,2
Langhaar Whippet 41,6 32,6 51,7 15,7
Miniatur Australian Shepherd 25,9 51,8 44,6 3,6
Silken Windhound 17,9 65,5 33,3 1,2
Mc Nab 17,1 68,6 28,6 2,8
Australian Shepherd 16,6 68,5 29,8 1,7
Shetland Sheepdog 8,4 84,2 14,7 1,1
English Shepherd 7,1 85,7 14,3 0
Old English Sheepdog 3,6 92,7 7,3 0

Tabelle 2: Anteil der MDR1-Allele nach Rasse, Deuthland (GRAMER et al., 2011).

Rasse Mutiertes Genotyp (%)

Allel (%)  MDR (+/+) MDR (+/-) MDR (-/-)
Collie 59 19 45 36
Langhaar Whippet 45 25 60 15
Shetland Sheepdog 30 49 43 8
Miniatur Australian Shepherd 24 54 43 3
Australian Shepherd 22 62 32 6
Waller 17 65 35 0
WeilRer Schweizer Schéaferhund 14 75 23 2
Old English Sheepdog 4 92 8 0
Border Collie 1 98.7 0.9 0.4
Hutehundmischlinge 8 86 12 2
Mischlinge 2 97 3 0
1.2. Nachweismethoden des MDR1-Gendefekts beim Hund

Um eine sichere Anwendung verschiedener Medikamétie vom MDR1-
Gendefekt betroffenen Hunderassen gewahrleistekdnnen, ist es notig, den

Genstatus eines Hundes vor der Therapie bestimm&armen.
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Eine Mdglichkeit zur Bestimmung des Genstatus istSequenzierung der DNA
(MEALEY et al.,, 2001). Auch der durch den Verlustnvvier Basenpaaren
entstandene Langenpolymorphismus (LP) in der DNAnkaur Diagnostik

herangezogen werden. In der Gelelektrophoresediggtum vier Basen kirzere
Fragment in der gleichen Zeit eine grol3ere Distamdick (ROULET et al.,

2003).

GEYER und Mitarbeiter (2005) tbernahmen diese Ided vervielfaltigten
genomische DNA aus dem Blut von drei Hunden mittelSR. Der Gen-
Abschnitt, in dem die Mutation liegt, wird dabei vaden beiden Primern
umschlossen. Die Amplifikate der mutierten DNA lege einer hochauflosenden
Polyacrylamid-Gelelektrophorese eine gro3ere Distao Zeiteinheit zuriick, da
sie aufgrund der Basendeletion um vier Basen kisit, als die der Wildtyp-
DNA. Mit dieser Methode konnen alle drei Genotypén+, +/- und -/-)
unterschieden werden. Auch andere Autoren nutzesedArt des Nachweises,
wobei sie die Primer zur Sichtbarmachung der Ankalie im Gel mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markieren (HUGNET et al., 20lNEFF et al., 2004;
MEALEY et al., 2005; FECHT et al., 2007).

Etwas spater wurde eine AS-PCR vorgestellt, beijelde Probe aus Blut oder
Backenschleimhaut mit zwei unterschiedlichen Reaktnsatzen untersucht
wird. Im ersten Ansatz wird ein Primer-Set mit emefir den Wildtyp
spezifischen und im zweiten ein Set mit einem fig Mlutation spezifischen
Primer verwendet. Bei letzterem Primer wurde fue diurch die Mutation
fehlenden Basen eine Verlangerung des Primers wn Basen am 5'-Ende
vorgenommen. Bei Vorhandensein des zugehorigensAfleigt sich nach der
PCR in der Gelelektrophorese eine Bande aus denlidafen des DNA-
Abschnitts. Durch eine anschlieRende Sequenziewurgen die Ergebnisse in
den Versuchen validiert (BAARS et al., 2008).

Um eine bessere Eignung fir die Routine-Diagnogtikerreichen, wurde eine
Nachweismethode entwickelt, bei der eine Bearbgitegr Proben nach der PCR
umgangen wird. Die genomische DNA aus Blutproberd wiit genspezifischen
Primern in nur einem Reaktionsansatz mit einer fle@ PCR amplifiziert.
Hierbei werden mutations- und wildtypspezifischeg@®hukleotide, die jeweils
mit einem unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff Zir&Ende versehen sind, in

die DNA eingebaut. Der am 3'-Ende eingebaute Quancmterdrickt die
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Fluoreszenz beim intakten Oligonukleotid. Sobalel 5t 3'-Exonuklease-Aktivitat
der Tag-Polymerase jedoch Fluorophor und Quencient, nimmt die Intensitat
der Fluoreszenz mit steigender Zykluszahl zu umthkgemessen werden. Da die
Fluoreszenz der spezifischen Farbstoffe getrenfgeaaichnet wird, kann eine
direkte Unterscheidung der Genotypen stattfindenr X/alidierung wurde
zusatzlich eine LP-Analyse und eine Sequenzieruag Rfoben durchgefihrt
(KLINTZSCH et al., 2010).

Die Vorteile von allel-spezifischen Primern wurdaneiner weiteren Studie mit
der Detektion von LP kombiniert, indem der Wildtigpimer um einige Basen
langer gestaltet wurde, als der Primer fur das emntgtiAllel. Die Amplifikationen
beider Allele kdnnen so in einem Ansatz stattfindend die Genotypen
anschlieBend in der LP-Analyse erkannt werden.sEbritte in der Genauigkeit
und dem zeitlichen Aufwand brachte die Ergebnigddung mit Mikrochip-
Elektrophorese. Sowohl beim mutierten als auch B#fidtyp-Primer wurden am
3-Ende an der Stelle der Mutation Einzelbasengsarungen eingebaut, die
Thymin (T) enthalten. Die zuvor &hnlichen Primer tanscheiden sich
anschlie3end deutlicher voneinander (MIZUKAMI et, &012). Fehlpaarungen
mit T schranken die Amplifikation nur wenig ein.elgen im 3'-Ende mehrere
Fehlpaarungen vor, kommt es zu einer drastischemkudg der
Amplifikationsrate (KWOK et al., 1990).

2. Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP)

Im Rahmen der POC-Diagnostik gewinnen vor allem thisonale
Amplifikationsmethoden an Bedeutung. Sie werdereikerroutinemafig beim
Nachweis von Infektionserregern und zunehmend diiciMutationsnachweise
bei Menschen und Tieren eingesetzt (MORI & NOTOMOQ09; CRAW &
BALACHANDRAN, 2012).

Bei der LAMP handelt es sich um eine hocheffiziehteplifikationsmethode, die

sich durch den Reaktionsablauf bei einer konstah&nperatur auszeichnet. Vier
Primer, die zu sechs definierten Zielsequenzenein RNA passen, fuhren zu
einer hohen Spezifitat der LAMP. Sie benétigt zwgiBa der Reaktion nur eine
geringe Anzahl an Kopien der Zielsequenz und weigtlurch eine hohe
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Sensitivitat auf. In weniger als einer Stunde wardé Kopien der Zielsequenz
amplifiziert (NOTOMI et al., 2000). Die verwendetdPolymerasen, wie die
Bacillus stearothermophilu@st) DNA Polymerase, Large Fragment, haben eine
5'-3'-Strangverdrangungsaktivitat ~ aber keine Ex®Inukleaseaktivitat
(ALIOTTA et al., 1996). Hierdurch werden komplexeeriperaturprofile zur
Initialisierung der Reaktion vermieden. Die Amgdiion lauft bei einer
konstanten Temperatur zwischen 60 °C und 65 °Cwalmit die Verwendung
eines Heizblocks oder Wasserbades ausreichentI@GTQMI et al., 2000). Im
Vergleich zur klassischen PCR konnte eine hoherkerdoz der LAMP auf
Proben, die mit biologischen Substanzen wie Haamierwasser, Plasma und
Serum versetzt wurden, festgestellt werden (KANE&Qil., 2007). Dies macht
den Einsatz in der POC-Diagnostik noch interessanf@ moglicherweise eine
vorhergehende Reinigung des Templates und eineeadige DNA-Extraktion

vermieden werden kénnen.

Die beiden aul3eren Primer, Forward Outer Primel (& Backward Outer
Primer (B3), werden nur bei der Initialisierung dAmplifikationsreaktion
verwendet. Die beiden inneren Primer, Forward hakrPrimer (FIP) und
Backward Internal Primer (BIP), sind bei der gesamfReaktion fir die Bildung
der Amplifikate zustandig. Der FIP besteht aus 8equenzen der Regionen Flc
und F2, wahrend sich der BIP aus Blc und B2 zusarsetet (siehe Abbildung
1).

F3C F2C F1C B1 BLP B2 B3 i
3 - L B—7Z—a-m— 5
T\ L -
5| — 3'
F3 F2 FLP F1 B1C B2C B3C
Forward Internal Primer (FIP) Forward Outer Primer (F3) Forward Loop Primer (FLP)
FIC F2
5'-|1H|:| 3 5--3- 5'3'
Backward Internal Primer (BIP) Backward Outer Primer (B3) Backward Loop Primer (BLP)
BAC B2
5' I:ITTFT- 3 5 - 3 5 3

Abbildung 1: Schema zur Primer-Anordnung und deren Design fur die LAMP inkl.
zusatzlicher Loop-Primer. Durch C gekennzeichnet Abchnitte stellen die komplementare
Sequenz zur gegeniberliegenden Region dar (PARIDA al., 2008). Der Abdruck erfolgte
mit Genehmigung des Rechteinhabers.
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Abbildung 2: LAMP - Schema der ersten Amplifikationsschritte (TOMITA et al., 2008). Der
Abdruck erfolgte mit Genehmigung des Rechteinhabers



14 Il. Literaturiibersicht

Im ersten Schritt der Reaktion entstehen hantelffemAmplifikate mit
schleifendhnlichen Strukturen ("Loops"), die neuedBngsstellen fur die Primer
darstellen (siehe Abbildung 2). Im weiteren Verlailien sich weitere in Form
und GroélRe verschiedene, blumenkohlartige Schietfgtiikate (NOTOMI et al.,
2000).

Das Primer-Design fur die LAMP sollte bestimmte &assetzungen erfullen, um
die angestrebte Spezifitdit und Sensitivitédt zu ienmen. Der Basengehalt an
Guanin (G) und Cytosin (C) sollte bei GC-reichengi@een 50 - 60 %, bei
Adenin (A)T - reichen Regionen 40 - 50 % betragéor. allem das 3'-Ende sollte
GC-reich sein. Die Primer durfen keine sekundaretrtuk8iren durch

Selbstanlagerung bilden, ebenso sollten die 3'-Endet komplementar sein, um
die Bildung von Primer-Dimeren zu vermeiden. Dersind zwischen den
Primern F2 und B2 entspricht der zu amplifizierenéegion und sollte 120 bis
160 Basenpaare betragen. Zwischen F2 und F3 sditdinbis 60 Basenpaare
liegen. Zwischen den 5'-Enden der schleifenbildan@demer F2 und F1 sollten
40 - 60 Basenpaare liegen. Die SchmelztemperatwoenF1c, B1c und ggf.

verwendeten Loop-Primern sollten zwischen 64 °C 66d°C liegen, die der
restlichen Primer bei 60 °C. Die fiur die Stabilitéichtige freie Energie der
Primer-Enden darf -4 Kilokalorien (kcal)/mol nictibersteigen (PARIDA et al.,
2008; EIKEN CHEMICAL CO., 2016).

Wenn Mutationen in der Zielsequenz vorkommen, maish der Untersucher
zwischen gemeinsamen und spezifischen Primern reiteen. Wenn die

Amplifikation beispielsweise von mehreren, haufigrkommenden Mutationen
nicht beeinflusst werden soll, wahlt man gemeins&mnmer, in deren Sequenz
keine Mutation liegt. Soll eine bestimmte Mutatioachgewiesen werden, wéhlt
man zu der Mutation und dem Wildtyp passende sigehi# Primer, bei denen die
Mutationsstelle im 3'- oder 5'- Ende liegt (siehgbAdung 3). Die stattgefundene
Amplifikation ist der Nachweis fur das Vorhandemseles gesuchten Allels
(MORI & NOTOMI, 2009; EIKEN CHEMICAL CO., 2016).
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Wildtyp-Allel mutiertes Allel
c c
¥ SNP * SNP
5] < 5/ 5
F3c F2¢c Flc ‘ Bl B2 B3 ! F3c F2c Flc ' Bl B2 B3
i & ol - - | v
S < S I~
F3 F2 F1 Blc B2c B3c F3 F2 F1 Blc B2c B3c
g I
- I

€=3 €.

s [ )
NE]
5" 5 3,
Amplifikation keine Amplifikation

Abbildung 3: Grundprinzip des Mutationsnachweises mittels Wildtyj-Primer. Die
Mutationsregion liegt im 5-Ende des FIP und BIP. Bei Prasenz des Wildtyps wirdlie
hantelformige DNA-Struktur amplifiziert. Falls die Mutation vorliegt, findet keine
Amplifikation statt. Modifiziert nach EIKEN CHEMICAL CO. (08.12.2016).

Durch die Anzal von vier bis sechs Primern stellt das Designe egnol3ere
Schwierigkeit dar,als be anderen AmplifikationsmethodeZur Erleichterung
und Unterstlitzung des Prin-Dedgns wurde die Software "PrinExplorer”
entwickelt. Unter Berticksichtigung der besiebenen Anforderungen an
Primer erstellt die Software Prin-Sets, die dem Benutzer anschliel
vorgeschlagen werd. Die neueste Version ist auch bei der Ersng von
gemeinsamen ungpezifischn Primern behilflichMORI & NOTOMI, 2009.

Weiterentwicklungen der LAMP beziehen sivor allem auferganzenc oder
alternative Primer-&s. Durch derzusatzlicherEinsatz von Loo-Primern kann
die Reaktionsgeschwindigkeitgesteigert werden (sieh Abbildung 1)
(NAGAMINE et al., 2002. Zuséatzlich zu Loop-Primerkonnen Stel-Primer
verwendet werdenDiese fihren zu einer weitereteigerung in Effektivits,
Spezifitat und Bnsitivitd. Stem-Primer kdnnen Loop-Primede! aul3ere Primer
aber auch ersetzeanc haben den Vorteil eines einfacke Prime-Designs.
Werden mehrere Ste-Primer in einem Reaktionsansatz kombin, wird die
Amplifikationszeitweiter verkurzt.Es empfiehlt sich in diesem Fekeine Loop-

Primer zu verwenden, beim Primemesign aufgrund der hohen Anzahl
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Bindungsstellen zu grof3e Einschrdnkungen entsteBéem-Primer sind im
Gegensatz  zur  Loop-Primern  flexibel in der Vorwartsoder
Ruckwartsorientierung, was das Primer-Design beidexen DNA-Abschnitten
vereinfacht. Eine Basen-Fehlpaarung oder eine wiiglHaarnadelbildung am 3'-
Ende des Primers wird durch einen Orientierungssachiermieden. Genau so
kann einer Entstehung von Primer-Dimeren am 3'-Eardgegen gewirkt werden
(siehe Abbildung 4) (GANDELMAN et al., 2011).

Vorwarts-Orientierung Rickwarts-Orientierung

3 5

4 <

3|"' 5| 3|"l 5|

Abbildung 4: Beispiele fur die Verwendung von rluckwvarts-orientierten Primern.
A) Vermeidung von Basen-Fehlpaarungen nahe des 3rHes. B) Vermeidung von
Haarnadelbildungen am 3'-Ende C) Vermeidung von Pmner-Dimer-Entstehung. Modifiziert
nach GANDELMAN et al. (2011).

2.1. Detektions- und Visualisierungsmoglichkeiten der LAMP-Reaktion

Es wurden direkte und indirekte Verfahren zur Detek der LAMP-Produkte
publiziert. Einfache Methoden, die keine Geréte Evaluierung der Ergebnisse
bendtigen, erlangen zunehmend an Bedeutung, umeiaai sparen und die
Durchfuhrung zu erleichtern (CRAW & BALACHANDRAN,(A2).

2.1.1. Direkte Methoden zum Nachweis der Amplifikationsretion

Nach erfolgreicher Amplifikation der Zielsequenz tstehen bei der
Gelelektrophorese leiterartige Banden (siehe Abbid5). Im Gegensatz zur
klassischen PCR, die mit zwei Primern Amplifikater ¢delben Lange erstellt,
fuhrt die héhere Anzahl an Primern mit versetztartBunkten bei der LAMP zu
unterschiedlich langen DNA-Fragmenten (NOTOMI et 2000).
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Abbildung 5: LAMP-Produkte in der Gelelektrophorese. M = Marker, Linie 1 - 5: positive
LAMP-Reaktionen. Die Amplifikation ergibt zahlreiche, unterschiedlich lange DNA-
Fragmente.

Interkalierende Farbstoffe fur doppelstrangige DNvelche bei der klassischen
PCR routinemaRig im Einsatz sind, werden auch beiLAMP verwendet. Hier
l6sen Farbstoffe wie SYBR Green |, EvaGreen oderb&en das giftigere
Ethidiumbromid ab (siehe Abbildung 6) (NJIRU et &008; MAIR et al., 2013;
FISCHBACH et al., 2015). SYBR Green | wechselt irall& einer positiven
Amplifikation seine orangene Grundfarbe zu griinswa sichtbaren und noch
besser im ultravioletten (UV)-Licht beurteilt werdkann (PARIDA et al., 2008).
Berberin ist ein nattrlich vorkommendes Pflanzealaiiki und kann als ungiftige
Alternative zum Fluoreszenznachweis verwendet werddSCHBACH et al.,
2015).
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Die LAMP kann auch in Kombination mit einem lateflalw Teststreifen
verwendet werden. Der FIP wird fur diese LAMP mitoth markiert. Die
Amplifikate werden anschlieBend mit Fluoresceirhgmtyanat (FITC)-
markierten Oligonukleotiden hybridisiert. Diese dem wiederum von Gold-
markierten FITC-Antikorper gebunden. Der so entge Dreifach-Komplex
wird nach dem Eintauchen des Teststreifens in deskffonsgemisch an der
Testlinie von Biotin-Antikdrpern fixiert und zeigich durch einen gut sichtbaren
Streifen. Nicht-hybridisierte Doppel-Komplexe aubl' €-Oligonukleotiden und
FITC-Antikbrpern wandern bis zur Kontrolllinie, atler sie festgehalten und
detektiert werden (JAROENRAM et al., 2009).

Mit einer weiteren Methode lassen sich mehrere DBéfuenzen in einer
Reaktion nachweisen. Mit unterschiedlichen Fluceagfarbstoffen markierte
Oligonukleotide hybridisieren wahrend der LAMP mén gesuchten Sequenzen.
Nach der Amplifikation wird dem Reaktionsmix ein tikaisches Polymer
hinzugefligt, das sich mit den negativ geladenen Ifikgdten zu unléslichen
Komplexen verbindet. Das nach dem Zentrifugieretstandene Pellet leuchtet
im UV-Licht aufgrund der enthaltenen Fluoreszerzdtoffe in den Farben oder
Farbkombinationen der zugehoérigen, gesuchten DNfu&azen (MORI et al.,
2006).

2.1.2. Indirekte Methoden zum Nachweis der Amplifikationsreaktion

Bei der fortlaufenden LAMP bilden sich Pyrophospluaten als Nebenprodukt
und verbinden sich mit Magnesium-lonen @)gzu Magnesiumpyrophosphat
(siehe Abbildung 6). Dieses fallt als weiRer Niedbitag aus und wird mit
bloRem Auge sichtbar. Die Konzentration freier’¥sjinkt. Die Préazipitatbildung
korreliert mit der Menge gebildeter DNA, was ber tdebidimetrischen Messung
genutzt wird. Um eine positive Reaktion zu erkenriemn das Gefald nach der
Amplifikation aul3erdem zentrifugiert werden, wotaiaf sich ein gut sichtbares
Pellet aus Magnesiumpyrophosphat am Boden ab$QR( et al., 2001; MORI
et al., 2004). Allerdings kann es bei einer genmdenplifikationsrate vor allem
fur ungeiibte Augen schwierig sein, eine positivd nagative Amplifikation klar
zu unterscheiden (GOTO et al., 2009).

Fuigt man dem Reaktionsansatz den Metall-lonen-atdikHydroxynaphtolblau

(HNB) zu, findet bei einer positiven Amplifikatiogin Farbwechsel von lila nach
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himmelblau statt, da die Konzentration von freieg*durch die fortschreitende
Bildung von Magnesiumpyrophosphat abnimmt (siehebillong 6). Da der

Indikator den Reaktionsablauf nicht beeinflusst und Beginn mit in das

Reaktionsgefd3 gegeben wird, entfallt ein weiter&rbeitsschritt. Das

Reaktionsgefdl3 muss nach der Amplifikation nichbffjeet werden und somit
sinkt die Kontaminationsgefahr fur die Umgebung dinel Proben (GOTO et al.,
2009). Bei geringen Amplifikationsraten kann eirrlitanschlag jedoch schlecht
oder nicht erkennbar sein (HARPER et al., 2010).

Die Verwendung von Calcein stellt eine weitere Mddteit der indirekten
Visualisierung dar. Die zu Beginn an das Calceibugelenen Mangan-lonen
(Mn?") unterdriicken dessen Fluoreszenz. Im Laufe der lifikgtionsreaktion
werden MA* durch Md* ausgetauscht, da die entstandenen Pyrophosplet-lon
bevorzugt mit MA* prézipitieren. Durch die fehlende Unterdriickung Galceins
durch Mrf* entsteht eine auch im sichtbaren Licht wahrnehmBaroreszenz mit
einem Farbwechsel von orange zu leuchtendem griehe(sAbbildung 6)
(TOMITA et al., 2008).

A (DNA), + dNTPs + Me?* —  (DNA)n+1 + Me2P207

DNA-intercalating dyes

SYBR Green |, EvaGreen,
berberine

H ¥

7 UVIVis

B C

Abbildung 6: Ubersicht (iber direkte und indirekte Methoden zum Nachweis von
Amplifikationsprodukten bei der LAMP. A) Vereinfach te chemische Formel der LAMP,
Me** bedeutet Metall-lonen (M¢* oder Mn?"). B) Indirekte Nachweise von Nebenprodukten
der LAMP. Oben: Trubung durch die Entstehung von Prazipitaten aus Magnesium-
pyrophosphat. Mitte: Farbwechsel des Metall-lonen-hdikators HNB durch die abnehmende
Konzentration freier Mg %*. Unten: Fluoreszenzsignale von Calcein durch denustausch von
Mn? zu Mg?. Alle indirekten Methoden sind mit bloBem Auge zuerkennen. C) Direkte

Nachweismethoden von amplifizierter DNA nach der LAMP durch SYBR Green |,

EvaGreen und Berberin. Alle Farbstoffe kénnen fir real-time Analysen verwendet werden
(FISCHBACH et al., 2015). Der Abdruck erfolgte mitGenehmigung des Rechteinhabers.
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2.2. Einsatz in der Diagnostik

Mittlerweile gibt es sehr viele Publikationen Ulsksn Nachweis von Pathogenen
beim Menschen mittels LAMP. Darunter befinden siebhensmittelassoziierte
Erreger wie Salmonellen, Listerien und Escherich@i, aber auch andere
Humanpathogene wie Plasmodium falciparum, Mycobiagte tuberculosis und
das Humane Immundefizienz-Virus. Es werden zunekmemnkrofluidische
Systeme (Lab-on-a-Chip Tests) erwartet, die geradentwicklungslandern im
Kampf gegen endemische Infektionserkrankungen veseBtung sind (PARIDA
et al., 2008; MORI & NOTOMI, 2009; CRAW & BALACHANBAN, 2012).

Auch in der Veterinarmedizin wurden Nachweismetmodeon infektiosen
Erkrankungen wie Maul- und Klauenseuche, Staupeyvaoveiose, equine
Rotavirus-Infektion und Babesiose mittels LAMP di (GUAN et al., 2008;
PARIDA et al., 2008; NEMOTO et al, 2010). Sie wirdogar zur
Geschlechtsbestimmung von Wasserbuffelembryos geragen (HIRAYAMA
et al., 2006).

FUr den Mutationsnachweis mittels LAMP sind bishegnige Publikationen
bekannt. Der Nachweis einer Punktmutation im Genesi epidermalen
Wachstumsfaktors ist bei der Vorhersage des Effekis Gefitinib zur
Behandlung von Lungenkrebs beim Menschen von BedgutNeben einer
konventionellen LAMP findet hier eine in-situ LAMRlirekt auf den
histologischen Schnitten auf Objekttragern statir ¥isualisierung werden die
Primer mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert (IKEDiag, 2007).

In einer weiteren Studie wurde eine LAMP fur dercaeis einer Mutation, die
bei chronisch myeloproliferativen Neoplasien desnbbien eine Rolle spielt,
entwickelt. Dabei kommt zur Unterscheidung des ertégn Genotyps und des
Wildtyps eine Peptid-Nukleinsaure zum Einsatz,dliech ihre Anlagerung an das
Wildtyp-Allel eine weitere Amplifikation verhindertAn die mutierte Sequenz,
welche nicht zur Peptid-Nukleinsdure passt, seteh sin weiterer "self-

annealing"-Primer an, der zum Fortschreiten der Wikation flhrt. Es folgt eine

turbidimetrische Messung. Ab einem bestimmten Tnigisigrad Ubersteigen die
Werte eine festgelegte Schwelle (Threshold) und kesn eine positive

Amplifikation verzeichnet werden. Anhand der bis dieser Uberschreitung
bendtigten Zeit wird die Anzahl der DNA-Kopien zueddnn der Reaktion

ermittelt (MINNUCCI et al., 2012).
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Im Rahmen der Malariabekampfung wurde eine AS-LAfMiRden Nachweis von
Insektizid-Resistenzen der Ubertragermickémopheles gambideentwickelt.
Bei einigen Micken liegt eine Mutation im kdr-Gewdst-Afrika Typ, kdr-w)
vor. Dieser Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNptiim kodierenden Gen fir
einen spannungsabhéngigen Natriumkanal, wodurchndiekten resistent gegen
Pyrethroide geworden sind. Die AS-LAMP kann allenG®gpen (homozygote
Wildtypen, Heterozygote und homozygote kdr-w Typergpezifisch
unterscheiden, da der BIP allel-spezifisch ist. Dietation liegt an dessen 5'-
Ende, wahrend am 3'-Ende eine Basen-Fehlpaarugglent wurde. Es werden
zwei Reaktionsansatze mit den Proben durchgefidirt Ansatz mit dem BIP fur
das mutierte Allel und einer mit dem BIP fur daslddjip-Allel. Eine positive
Amplifikation beweist das Vorhandensein des jeweih Allels (BADOLO et al.,
2012).
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Abstract.

Dogs with a 4-base pair deletion in tMDR1 (or ABCBJ) gene show
intolerance to certain drugs routinely used in Negey medicine, like ivermectin,
vincristine or doxorubicin. The mutation leads talysfunctional P-glycoprotein
drug transporter, which results in drug accumutatio the brain and severe
neurotoxicity. A rapid and accurate in-house testiétermine the genotype of
patients in cases of acute neurotoxic symptoms dumor patients is desirable.
This study aimed to develop a cost-effective deiacimethod with simple
technical equipment for veterinary practice. Twdelatspecific methods are
presented, which allow discrimination of all gerpdyg, require little hands-on-
time and show the results within about one howerddNA sampling. DNA from
buccal swabs of 115 dogs with known genotype (notatmn n = 54;
heterozygous n = 37; homozygous for the mutation,24) was extracted either
by using a column-based extraction kit or by heptswabs in a simple
NaOH/Tris-buffer. Amplification was performed eithdy allele-specific fast
PCR or by allele-specific Loop-mediated isothernaahplification (LAMP).
Analysis was done either on agarose gels, simpiepemt visualization using
UV light, or by measuring increase of fluoresceand time to threshold crossing.
Commercially available mastermixes reduced the gragmn time and minimized
sources of error in both methods. Both methodsvaibthe discrimination of all 3
genotypes, and the results of the new methods mittte results of the previous
genotyping. The presented methods could be used fést individual
MDR1/ABCBIgenotyping with less equipment than existing mesho

Key words: deletion mutation, dog, ivermectin, micl acid amplification

technique



I11. Publikation 25

Introduction

A 4-base pair deletion mutation in the gene for dneg transporter P-
glycoprotein (formerly multidrug resistance geMbDR1, now referred to as
ABCB1 gene) is found with a very high allele frequenayseveral sheepdog
breeds, with over 70% in the Collie breed, and &b0% in Australian Shepherd
dogst*# Other breeds of Collie descent and mixed breeds deigh Collie
ancestry are affected to a lesser exteBince the gene product of the deleted
allele has been found to be dysfunctional, treatmeth drugs that are substrates
for P-glycoprotein causes severe or even fatalatexic reactions in individuals
homozygous for the deletidh.Some of these drugs, like ivermectin, vincristine
and doxorubicin, are frequently used in veterinamgdicine. A fast and accurate
genotyping method for theBCB1gene status of individual dogs could be used to
preempt, cases of acute neurotoxicity, and for ¢heice of safe therapeutic
options. Several PCR-based methods for allelicridiscation are used to date,
but have not reached a format that may be used @@ingof-care diagnostic
test'®*®|deally, an in-house test for allele-specific DNnplification would
be based on non-invasive DNA sampling, require mahi hands-on time, and
little technical equipment for DNA extraction, anfightion and detection.

In 2000, an isothermal amplification method (loopehated isothermal
amplification, LAMP) was developéed. Four primers, matching 6 specific
sequences, form products with self-hybridizing I@buctures. The reaction does
not require melting or annealing steps, since thApolymerases used display
strand displacement activity. At a constant amgiiion temperature of 60 —
65 °C, DNA-fragments of different lengths are fodnahich can be detected by
various methods. The technique was improved byutioh additional stem
primers or loop-primers to facilitate and accelertdte reaction*® The method
has been found to be quite robust and less affdnadhibitors found in crude
sample material than PCR.Due to its high sensitivity, it is recommended to
avoid opening of the reaction tubes after ampliiozato decrease the risk of
carry-over contaminatiof?. Since LAMP reactions require only simple heat
blocks, and DNA amplification can be detected lmofescence or color change,
the method can be applied for point-of-care diagos3®° While numerous
LAMP reactions for the detection of infectious aigehave been described, only

few studies using this method for the detectionDdfA mutations have been
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published?*°*°

Although reliable amplification methods f®fDR1/ABCBlgenotyping do
exist, a simple and cost-effective test for indatl patients could improve
diagnosis in cases of suspected intoxication and belect adequate drugs in
tumor patients. In our study, we developed 2 rapithods for allele-specific
MDR1/ABCB1genotyping that were compared against the resfltsfficial
genotyping tests. The results of both methods,leafipecific PCR with fast
amplification, and allele-specific LAMP with fluseent detection of amplicons,
matched the expected genotypes of every individeram sample to result, both
methods could be completed in about 60 minutes.

Materials and methods
DNA sampling and extraction

For DNA-sampling, buccal epithelial cells were ected using sterile dry
cotton swalfsfrom 115 dogs with known genotypes, (no mutatdBR1 (+/+), n
= 54; heterozygous for the mutatiaddDR1 (+/-), n = 37; homozygous for the
mutation,MDR1(-/-), n = 24). All dogs had been tested for tlggnotype by a
licensed laboratory (TransMIT GmbH, Giel3en), or eveffspring from tested
parents with a homozygous genotype (both paf@id&1 (+/+) or MDR1 (-/-)).
The test is patent-protected and details are sotatied. The breed distribution of
the dogs is shown in Table 1. Two swabs per do@ waated at the inside of the
cheek, dried for 10 min, sealed and subsequerdhgdtat -20 °C. Permission to
use these samples was granted by the ethics commasthe Centre for Clinical
Veterinary Medicine at the Ludwig Maximilian Unistty Munich (No. 5-05-29-
13).

DNA from 98 swabs was extracted using a commesithction kit and
eluted with 150 pl buffer AE (10 mM Tris-Cl and M EDTA; pH 9.0). To
test the feasibility of a simple and cheap extoactprotocol, 40 swabs were
extracted using a variation of a protocol creadnon-invasive genotyping of
mice’® The swabs were soaked with 28 pl 0.1 M NaOH, elipwff, and
incubated for 10 min at 75 °C in a reaction tubetaming 252 pl Tris-buffer (20
mM Tris-HCI pH 8.0). The swabs were removed, areddhpernatant was used as
a template without further purification. Extracte®lA samples were stored at -20

°C until further processing.
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DNA amplification

For allele-specific (AS-) PCR, the total reactiasiume of 20 pl included
10 pl FastPCR MasterMix5 pl template, 4 pl water, 0.5 pl allele-specific
forward primer (F_wtMDR or F_mutMDR) and 0.5 ul ezse primer (R_MDR)
at a concentration of 25 pmol/ul each (Table 2e Tdrward primer was specific
either to the wild type or to the mutant alleledaach sample was tested in 2
separate reactions. The amplification was perforored thermal cycler with fast
ramping ratebwith the following cycling protocol: hot start @ °C for 5 min; 45
cycles of denaturation at 98 °C for 5 sec, anngainb0 °C for 5 sec, synthesis at
68 °C for 10 sec and extension at 72 °C for 1 mire reaction was completed in
35 min and generated amplicons of 335 or 331 bags, pespectively. All 115
dogs with known genotypes were tested. The dididbwf genotypes is shown
in table 1.

The primer design for AS-LAMP was assisted by theftware
PrimerExploret. Two allele-specific reactions were performed dach sample.
The reaction mix contained 15 pl Masterm& pl primer mix, 3 pl water and 2
pl template for a total volume of 25 pl. The prinmeix consisted of 1 uM F3, 1
UM B3, 4 uM FIP_wt or FIP_mut, 4 uM BIP, 2 uM steraBd 2 uM stemF
(Table 2). The reaction mix was incubated at 61fGC75 min in a Real Time
PCR systeth The total reaction time of 75 min was chosenétect unspecific
amplification. Sixty-five samples, which had all dpe extracted using the
extraction kit, were tested (ADR1(+/+), 21MDR1 (+/-), 19MDRL1 (-/-)).

Analysis

PCR products were visualized on a 2% agaro<k Aérnatively, 1 pl of
a 1:100 GelRéedlilution was added to the AS-PCR tubes after dinption, and

the tubes were examined under UV ligitt312 nm.

During AS-LAMP, accumulation of DNA products was asered by
detecting the increase of fluorescence in the FAdedion channelifax 518
nm), and the time to threshold crossing was andly2esubset of samples was
analyzed on a 2% agarose gel to demonstrate thefian of DNA-fragments by
the LAMP reaction.
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Results

The fast allele-specific PCR yielded the expece=iiits for all individuals
when analyzed on an agarose gel (Figure 1). Thdifesapon products of DNA
samples from swabs extracted with a commercialcéitld also be visualized
directly under UV light by adding GelRed to theatan tube after amplification
(Figure 2). DNA from swabs that were only heateduffer was sufficient as a
template when the reaction product was visualizedaagel, but did not yield

enough DNA for direct visualization with GelRed.

The LAMP reaction could also be used for genotypaigen the times to
threshold crossing between the reactions contaittiegFIP primer for the wild
type and the primer for the mutation for each imiral were compared. The
amplification efficiency of the wild type primer waigher than that of the primer
for the mutation. Time to threshold crossing wageshelent on DNA content. The
wild type allele inMDR1 (+/+) andMDR1 (+/-) animals was detected in 26 to 43
min. The mutant allele iMDR1 (+/-) andMDR1 (-/-) animals was detected in 34
to 50 min. Ten out of 2MDR1 (+/+) and one out of 1IMDR1(-/-) samples did
not show any unspecific amplification after 75 mim.15 MDR1 (+/+) samples,
an unspecific signal was detected with the prinoerttfie mutation after 50 to 69
min, which was at least 18 min later than the gpoading specific signal. In 18
MDR1(-/-) samples, an unspecific signal with the viiide primer was detected
after 43 to 70 min, but always (at least 3 mingdahan the specific signal. In
heterozygous samples, the wild type allele was yswdetected before the
mutated allele with a minimal time between detetoé both alleles of 1 min and
a maximal time of 11 min. Using these cutoffs,salimples could be assigned to
the correct genotype (specificity 100%).

Fixed cutoffs of time to threshold without comparisbetween both
amplifications of 45 min for the wild type allel@a& 55 min for the mutant allele
would have misclassified RIDR1 (+/+) samples and ondDR1 (-/-) sample as
heterozygous (specificity 95% and 97%, respectjvefiygure 3 shows LAMP
amplification reactions that were terminated aiBrmin and run on an agarose

gel. The shorter runtime could suppress unspeaifiplification.
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Discussion

Major limitations for PCR-based methods as poirtarfe tests are the
rather time-consuming DNA extraction, long amphtion protocols, and the
need for specialized equipment for amplificationl aletection of PCR products.
In this study, we tried to overcome some of thasatdtions to assess the
MDR1/ABCB1genotype of dogs accurately and fast with methbds might be

used in a clinical setting.

Non-invasive DNA sampling by buccal swabs is a faxt simple method
that can be carried out by dog owners or any clstaff. To facilitate the
extraction step, instead of a column-based extmacisome buccal swabs were
heated in a simple buffer, which yielded enough DINAAS-PCR. A specialized
PCR machine with high ramping rates was used tatesmoamplification.
Detection using an agarose gel always yieldediabiel result, independent of the
extraction method. However, this detection methedds equipment and hands-
on time hardly compatible with a point of care te&tter amplification, DNA
could also be detected by adding an intercalatiygy @d using an UV lamp,
which is an easy and fast method. However, a felidifferentiation between
positive and negative reactions was only possiliiemDNA concentrations were
high enough, which needed higher sample DNA inpat tould not be achieved
by the simple extraction method in heated buffeord/sensitive and simple DNA
detection methods are needed for samples withddrtNA content. Advances in
label-free detection of DNA molecules with more siéme dyes might overcome
this drawback, or primers labeled with tag-spa®t biotin might be used for
low-cost and easy detection with single tag hykaatdon on chromatographic
printed array strips.

The AS-LAMP method could also be used for fast ggiag. Since
opening LAMP reaction tubes after amplificatioma advisable, direct detection
methods built into the amplification device arefpreed. Several small point-of-
care amplification and detection devices are abkdlarhe isothermal Mastermix
used in this study is designed for a portable aewith heat blocks delivering a
constant temperature and fluorescent detectiori@t Bnf. The Real Time PCR
system used in this study was programmed to haldnstant temperature for a
comparable reaction setup. Although unspecific #moation did occur, the

differences in time to threshold between the reastifor the wild type and the
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mutant allele were large enough to distinguish3hgenotypes. Several samples
were analyzed 2 or 3 times in different reactiotuge with changes in time and
temperature, and yielded reproducible results. Afiogtion detection in LAMP

reactions could be further simplified if the reaaticould be adapted to run in a

setup with pH-sensitive dyes, leading to equipnfezg-visual detectidt.

Different primer sets were tested for AS-LAMP, whishowed variable
specificity and sensitivity. The higher number aingers needed for LAMP
makes primer design more challenging compared tB.Phe PrimerExplorer
software helps the investigator choosing the beshhinations, but adequate
binding sites may be limited. In this study, thethesults were achieved with FIP
primers including mismatched bases close to theril in the region of the
mutation site. In the recommendations for LAMP peindesign, selecting this
region should improve the specificity of the priméo distinguish between wild
type and mutant sequences. In the AS-PCR reactiomaard primers with
comparable variations close to the 3'-end were,usede they had been shown to
work well in a previous stud¥. Instead of loop primers, which are most often
used in LAMP reactions, so called stem primers wett®duced as proposed in
an earlier study to achieve fewer restrictions ioiding site options. Although
sensitivity and specificity were good for the wilgpe FIP primer, which
produced only little unspecific amplification fohg mutant allele after long
incubation times, the mutant FIP primer appearethaddess efficient and less
specific. Further variations of the primer sequemgght improve the specificity
of the mutant FIP primer. An alternative approachild be the inclusion of a
single sequence-specific fluorescent probe in thBE reaction and the analysis

of the melting curves to distinguish wild type andtant allele§.

Both the AS-PCR and the AS-LAMP appear as robudtraproducible methods
suitable for a point-of-care test, especially wioenipled to an easy extraction
method and a portable amplification and detectienia®. Especially dogs from
breeds with a high frequency of the mutMiDR1 allele like Collie, Australian
Shepherd and Shetland Sheepdogs (allele frequer®#4 would benefit from
rapid genotyping when presented to a veterinamicdli In our clinic, purebred
dogs of these 3 breeds and mixed dogs with sheepddgcollie ancestry

represented 2.5% of canine patients.
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Table 1. Breed distribution of collected samples

Breed Number of Genotype

dogs sampled o =75  MDRL(+-) MDRL (=)

Smooth Collie 53 16 21 16
Shetland 22 14 6 2
Sheepdog

Rough Collie 14 4 4 6
Australian 10 6 4 0
Shepherd

Mixed breed 8 7 1 0
Border Collie 6 6 0 0
Borzoi 1 1 0 0
Miniature 1 0 1 0
Australian

Shepherd

Total number 115 54 37 24
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Table 2. Primers used for AS-PCR and AS-LAMP. Thedwer-case letters

represent the base mismatches

Assay Primer/name  Primer sequence

AS-PCR F_wtMDR S'-GTTTTTGGAAACATGACALA-3'

F_mutMDR S'-GTTTTTGGAAACATGACQGC-3'

R_MDR 5'-CTGAAACTTCCTGGGATCT-3'
AS- F3 5'-CGCTATTCAAATTGGCTTGA-3'
LAMP B3 5'-CTGAAACTTCCTGGGGATCT-3'
FIP_wt 5'-TaTGTCATGTTTCCAAAAACCAGCA-

TTGTATATGTTGGTGGGGAC-3'

FIP_mut 5'-GCcGTCATGTTTCCAAAAAGTAGC-
TTGTATATGTTGGTGGGGAC-3'

BIP 5'-ATCCACACTGGAAGGTCTTGG-
TCTGAATTCACAGAACTCTGC-3'
stemF S'-TTCTGGGGGAAAAGGGAG-3'

stemB 5'-GGCTAAACATCCTTCTAAGTAACA-3'
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Figure 1. AS-PCR products fromMDR1 (+/+) MDR1 (+/-) and MDRL1 (-/-)
dogs on a 2 % agarose gel. M: 100 bp marker ladderUpper panel:
Amplification with a primer specific for the wildty pe allele; lower panel:

Amplification with a primer specific for the mutant allele.
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Figure 2. AS-PCR products fromMDR1 (+/+), MDR1 (+/-) and MDRL1 (-/-)
dogs using GelRed and UV light for visualization. \Pgper panel:
Amplification with a primer specific for the wildty pe allele; lower panel:

Amplification with a primer specific for the mutant allele.
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Figure 3. AS-LAMP products from MDR1 (+/+), MDR1 (+/-) and
MDR1 (-/-) dogs on a 2 % agarose gel. M: 100 bp mieer ladder. Upper
panel: Amplification with a primer specific for the wildtype allele; lower

panel: Amplification with a primer specific for the mutant allele.
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V. DISKUSSION

Die Nachfrage nach Testsystemen, die mit den Eajeaiten der POC-Diagnostik
vereinbar sind, ist gro3. Sie sollen gunstig, sthoad auch von weniger
gualifiziertem Personal durchzufiihren sein. Die westdeten Geradte sollen
handlich und tragbar sein. Die DNA-Extraktion, diorbereitung der
Reaktionsgemische und die Ergebnisdarstellung realimfachen Protokollen

folgen.

Im diagnostischen Bereich sind als optimierte PO&Hdden vor allem SNAP-
Tests bekannt, die die Enzyme-linked Immunosorbéssay (ELISA)-

Technologie als antikérperbasiertes Nachweisvesfahnutzen. Es konnen
Enzyme wie die feline und canine spezifische Paagtigase und Antikorper oder
Antigene von Infektionserkrankungen wie Parvovirosdiner Leukose, feliner
Immundefizienz oder Reisekrankheiten erkannt werdeRCR-basierte
Schnelltests sind weit weniger verbreitet, da zorbéreitung meist eine DNA-
Extraktion durchgefihrt werden muss und zur Amigdfion und

Ergebnisdarstellung eine aufwendigere Technologiétgt wird.

Die Firma Biogal stellt mit PCRUN-Systemen handliche Gerate zum Nachweis
von Infektionserregern bei Tieren her. Sie vereineisothermale
Nachweismethoden mit einer einfachen Ergebnisdanste Mit PCRun™
lateral-flow Systemen koénnen qualitative und mitmdePCRun™ Reader

gualitative und semi-quantitative Ergebnisse egttitverden.

In der vorliegenden Studie war das Ziel, eine Nagbmethode fur den MDR1-
Genstatus beim Hund zu entwickeln, die den Ansptiatier POC-Diagnostik
gerecht wird. Das Resultat soll kurze Zeit nachRi@benentnahme in der Klinik
verfugbar sein, um angepasste Therapien fur deailjgen Hund auswahlen zu

kdnnen.

Dafur wurde der MDR1-Genstatus erstmals mittels LASAP nachgewiesen.
Auch die Anwendung einer AS-PCR wurde untersucles® beiden schnellen
Amplifikationsmethoden wurden mit einer einfachemobd&nsammlung und
unkomplizierten DNA-Extraktion kombiniert. Die Edgeisdarstellung ist einfach

und bedarf keiner toxischen Substanzen.
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1. Probensammlung und -bearbeitung

Mittels steriler, trockener Tupfer wurden Maulscibautproben von Hunden
entnommen. Besitzern und Zichtern, die die Probeht nunter Aufsicht des
Studienpersonals nehmen konnten, wurde eine Ankgitur Probenentnahme zur

Verfiigung gestellt.

Nicht alle extrahierten Tupfer fihrten zu eineripesn Amplifikation, was auf
unterschiedliche DNA-Mengen und/oder unterschid@li®©NA-Qualitat zurtick
zu fahren ist. Ursachlich kdnnten Unterschiede en Brobenentnahme, die Zeit
bis zur gekuhlten Lagerung und die Extraktionsma¢heein.

WALKER und Mitarbeiter (1999) fihrten eine Studi@rzEvaluierung von

Schleimhauttupferproben der Wange bei Menscherhdurelche dem Design der
vorliegenden Studie ahnlich ist. So wurden ebenffisch in der Klinik vom

Personal genommene und per Post eingesandte, vonPdmbanden selbst
genommene, Tupferproben verglichen. Die Tupfer warlei 4 °C gekihlt und
anschlie3end mit einem einfachen Extraktionsprdtddearbeitet, welches, wie in
der vorliegenden Studie, eine zehnminutige ErhgizanNatriumhydroxid und ein

anschlieBendes Zugeben von Tris-Puffer beinhaltete.

Sie stellten in der PCR eine signifikante Uberldggnder frisch genommen
Tupfer mit einer erfolgten Amplifikation von 96,1 %u den eingeschickten
Tupfern mit 77,6 % fest. Es ist davon auszugehass s sich weniger um ein
Fehlen als um eine verminderte Qualitat der DNA dedtn da sich die

gemessenen DNA-Mengen der Extrakte nicht signitikarterschieden. Proben,
die keine Amplifikation in der PCR zeigten, wurdemt einem kommerziell

erhaltlichen Extraktionskit aufgereinigt und nochsrausgewertet. Dies fuhrte bei

58,3 % der Proben zu einer Amplifikation.

1.1. Probenentnahme

Die beschriebene unkomplizierte und schnelle Voegsetveise der
Probengewinnung sind gut mit einem POC-Test veeginllProbennehmer
brauchen keine spezielle Ausbildung, wie es beereBlutprobenentnahme der
Fall ist. Die Entnahme der Tupferproben erfolgtecwnterschiedliche Personen
und nicht immer unter Aufsicht von Studienpersoras kann daher nicht

nachvollzogen werden, ob der jeweilige Tupfer lgegug tber die Innenseite der
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Wange gestrichen wurde, ob er mit anderem Materi@erihrung kam, ob und
wie lange eine Trocknung stattgefunden hat und lamge die Dauer bis zur
Ubermittlung an das Studienpersonal war. Auch inr ddtudie zu
Wangenabstrichen bei Menschen wird dieser Umstémérmablem beschrieben,
welches nicht evaluierbar ist und zu einem schégent Amplifikationsergebnis
der eingesandten Proben gefuhrt haben konnte (WALIEEal., 1999). Die in
dieser und in der vorliegenden Studie gemachterb&stdungen flihren zu der
Empfehlung, die Proben wenn mdoglich frisch in ddmiK oder am Ort der

Probenlagerung zu nehmen.

Um Storfaktoren beim experimentellen Vergleich roben zu minimieren,
sollten die Tupfer idealerweise von derselben Rersater standardisierten

Ablaufen entnommen und verarbeitet werden.

Die Trocknungszeit der Tupfer nach der Entnahmenté&nine wichtige Rolle bei
der Probengewinnung spielen. Einige Tupfer, diedar vorliegenden Studie
eingesandt wurden, zeigten Schimmelartefakte wéhigr Lagerung. Es ist
davon auszugehen, dass eine Trocknungszeit vonesters zehn Minuten nach
der Probenentnahme solche Artefakte minimiert ured @ualitat der Proben
erhalt. WALKER und Mitarbeiter (1999) vermuten viate dass sich eine
Austrocknung ihrer per Post verschickten Proberhtedy ausgewirkt haben
konnte. Bei Tupfern deren Schutzhillen beim Versagrtbrachen, wurde jedoch
keine schlechtere Amplifikationsrate zu erkannt,swdie Vermutung der

vorliegenden Studie stitzt, dass eine Trocknung Tdgxfers nicht zum DNA-

Verlust sondern zur Qualitatserhaltung fuhrt.

1.2. Lagerung von Tupferproben und Extrakten

Auch Unterschiede in der Lagerung von Proben unttakten konnten einen
Qualitats- oder Quantitatsverlust von DNA begirestigin der vorliegenden
Studie variierte die Zeit von der Probenentnahme bum Beginn der
Probenlagerung bei -20 °C stark und betrug Minltisnrmehrere Stunden. Auch
die Zeit bis zur Extraktion variierte deutlich. éarzelt wurden Tupfer ohne

vorheriges Einfrieren direkt nach der Probenentrabrirahiert.

In anderen Studien wurden keine Unterschiede beiAdeplifikation durch die
Dauer der Lagerung von Tupfern nach Ankunft im Lrabei 4 °C festgestellt.

Daher besteht keine Notwendigkeit, genommene Praleénah zu extrahieren
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(RICHARDS et al.,, 1993; WALKER et al., 1999). Stedi zu weiteren
Lagerungsbedingungen von Baumwolltupfern zeigtassaich weder Hitze noch
Minusgrade nachteilig auswirken. Bei in Feuchtiglgglagerten Tupfern wurde
eine geringere DNA-Menge in der Gelelektrophoresmiteelt. Die Autoren
vermuten, dass dies auf Unterschiede bei der Psaloemlung zurtickzufuhren ist
(RICHARDS et al., 1993). Da eine zu hohe Feuchtigter Baumwolle bei der
Probenentnahme ebenfalls zu Problemen fuhrt, vaah mer vorliegenden Studie
jedoch angenommen, dass die Feuchtigkeit bei dgeruag zu einer Schadigung
dieser Proben gefiihrt hat. Es wird empfohlen, diegblich weitere

Untersuchungen anzustellen.

Betreffend der Lagerungszeit von bereits extrabmerroben werden in einer
anderen Studie zwar sogar noch nach 12 bis 36 Monatativ hohe (> 90 %)
PCR-Erfolge erzielt. Es wird jedoch eine mdgliclagitnahe Bearbeitung der
Extrakte empfohlen. Die Amplifikationsraten wareai lfrischen Extrakten am
besten (WALKER et al., 1999). In der vorliegendeéndi: entstand ebenfalls der
Eindruck, dass Extrakte nach langerer Lagerung higfigem Auftauen und

Wiedereinfrieren schlechtere Ergebnisse lieferten.

Um mdglichst korrekte Vergleiche anstellen zu kamnsollten Tupfer unter
Studienbedingungen nach der gleichen Zeit gekidt extrahiert werden. Die
Lagerungszeit von Tupfern und Extrakten sollte jsveoglichst ahnlich sein,

um weitere Untersuchungen zu deren Haltbarkeitidiihten zu konnen.

1.3. Extraktionsmethoden

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschdtd Methoden zur DNA-
Extraktion aus Tupferproben durchgefiihrt. Vom Gedfder Proben wurde die
DNA mit einem kommerziell erhéltlichen Kit von QIAN isoliert. Es konnte
eine ausreichende DNA-Menge fir die AS-PCR und A®RLAMP erzielt
werden. Da diese Extraktion jedoch aufwendig ist urel Zeit bendétigt, ist das
Kit fur die POC-Diagnostik weniger geeignet.

Weitere Proben wurden mit einem einfachen und diémerotokoll bearbeitet,
welches wenig Equipment bendtigt und somit sehrngiitden Ansprichen der
POC-Diagnostik vereinbar ist. Es beinhaltet einbne@nitige Erhitzung der
Tupfer in Natriumhydroxid und Pufferldsung. Es ktenweniger DNA als mit der

kommerziellen Methode extrahiert werden. Diese Mergichte zwar fir die AS-
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PCR, jedoch nicht fiir ein zuverlassiges Ergebnisien AS-LAMP.

2. Allel-spezifische Amplifikationsmethoden fir den MOR1-
Nachweis

In der vorliegenden Studie wurden fur die AS-PCH die AS-LAMP Primer mit
Basen-Fehlpaarungen eingesetzt. Sie zeigten sicldem Versuchen exakt
komplementadren Primern in der Spezifitdt Uberleg@urch die starkere
Unterscheidung der Sequenzen sinkt die Komplemiéittater Primer zu dem
Allel, das nicht amplifiziert werden soll. Unspegdhe Kreuzreaktionen werden
deutlich reduziert (RUST et al., 1993). Bei jedeen th der vorliegenden Studie
verwendeten, allel-spezifischen Primer wurde an &ehe, an welchem auch die
Mutation zu finden ist, eine Basen-Fehlpaarung eagt. So sind sowohl der
mutations- als auch der wildtypspezifische Primerdeesem Ende identisch zu
bereits erfolgreich zum MDR21-Nachweis beim Hund gesetzten Primern
(MIZUKAMI et al., 2012).

2.1 Allel-spezifische PCR als Nachweismethode

In der vorliegenden Studie enden beide Primer iseimtund ohne weitere Basen-
Fehlpaarungen am 5'-Ende nach insgesamt 20 Basederl beschriebenen,
frheren Studie ist der Wildtyp-Primer um 29 west®&asen langer, da sowohl die
Amplifikationen fir das mutierte, als auch fur d#déldtyp-Allel in einem
Reaktionsansatz stattfinden. In der anschlieRen@eat- und Mikrochip-
Elektrophorese kénnen die Genotypen durch denideetl LAngenunterschied
der Amplifikationsprodukte unterschieden werden. dan fur die Mutation
spezifischen Primer wurden in dieser Studie zwedteme Basen-Fehlpaarungen
eingebaut. Der rickwarts orientierte Primer liegher bei der Mutationsstelle,
wodurch ein deutlich kirzeres Amplifikationsprodukintsteht, als in der
vorliegenden Studie (MIZUKAMI et al., 2012).

Die Verwendung des kommerziell erhaltlichen PCR-diamix vereinfacht und
beschleunigt die Vorbereitungen der Reaktionsaasdfaza nur noch die
gewinschten Primer und das Template erganzt wendessen, sinkt die Anzahl
an Fehlerquellen beim Pipettieren. Die im Masteramthaltene HotStarTaqg Plus

Polymerase fiihrt mit der Unterstiitzung eines Psiffeit neuer Formulierung zu
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besonders schnellen Amplifikationszyklen, da dernéaling-Schritt verkirzt
wird. Der Entstehung von Primer-Dimeren wird vorgegt und die Spezifitdt der
Amplifikationsreaktion gesteigert (QIAGEN, 2017).

Der Gradient S Thermocycler von Eppendorf bieteheeilbersichtliche
Handhabung und verringert durch die schnelle Teatpmnpassung die
Amplifikationszeit. Der finanzielle Aufwand fur di&nschaffung dieses Gerats
l&sst sich aber nicht mit einem Schnelltest veriabh. Da bei der untersuchten
AS-PCR die exakte Wiederholung des definierten Texatprprofils
unumganglich ist, kann das Gerat aber nicht duich ausreichend gunstigere
und dabei qualitativ gleichgestellte Variante exseferden.

Das Interesse an der klassischen PCR im BereichkP@€&-Diagnostik sinkt im
Laufe der Zeit. Isothermale Amplifikationsmethodgind durch ihre einfachen
Protokolle und Gerate benutzerfreundlicher, wahresid meist schnellere
Ergebnisse liefern. Die Anwendung der PCR in mikidfschen Systemen ist
zwar moglich, aber durch die sich standig wiederhdénde, prazisen
Temperaturprofile erschwert. Das Design solcher teé®ys ist sehr
energieaufwendig und umfangreich (CRAW & BALACHANBR, 2012).

2.2. Allel-spezifische LAMP als Nachweismethode

Vorteile der LAMP sind die Ubersichtliche Handhagumit einfachem
Equipment, der verhaltnismalig geringe Kosten- ukidbeitsaufwand, die
schnelle Durchfuhrbarkeit und die sehr hohe Genaitigler Ergebnisse (CRAW
& BALACHANDRAN, 2012). In der vorliegenden Studieind die Vermutung
aufgestellt, dass diese hohe Leistung der LAMPKstan den Voraussetzungen
der zu amplifizierenden Sequenz und der genaueragsymg des Primer-Sets
abhangig ist. Das herausfordernde Primer-DesignLdéiP stellt sich in der
vorliegenden Studie als Nachteil dar und wurde awmm anderen Autoren als
Problem erkannt (CRAW & BALACHANDRAN, 2012). Durahie im Gegensatz
zur PCR hohe Anzahl an Primern ist es schwierite &kreits erwédhnten,
gewilnschten Bedingungen einzuhalten. Kirzere Seguen kdonnen
problematisch werden, wenn die empfohlenen Basestéhide zwischen den
Primern nicht mehr eingehalten werden kénnen. AdiehVerteilung von GC-
und AT-reichen Regionen, sowie die Verteilung desé&h (Palindrome, hohe

Wiederholungsraten der Basen) kbénnen die Platziewam Primern erschweren.



IV. Diskussion 45

Mit einer hoheren Anzahl an Primern, die mit urtbredlichen Orientierungen

einhergehen, entsteht auch eine hohere Anzahl hlergaellen. Zwar wird der

Forscher von der Design-Software "PrimerExplorenteustitzt, indem meist
mehrere Primer-Sets nach voreingestellten Anfortgrn vorgeschlagen werden.
Trotzdem werden meist nicht alle Vorgaben eingehalind der Forscher sollte
die Primer manuell Uberpriufen. Da die durch denmiBrExplorer" erstellten

Primer-Sets keine sicher zuverlassige Leistunggenn haben andere Autoren
bereits weitere Untersuchungen zur Optimierung Design-Software angestellt
(KIMURA et al., 2011).

In der vorliegenden Studie wurden Versuche mit nsctgedlichen Primer-Sets
durchgefuhrt, bei denen die Mutationsstelle im #&roim BIP lokalisiert ist.
Obwohl diese Mdglichkeiten im PrimerExplorer-Berartzandbuch von Eiken
Chemical Co. Ltd. fur die spezifische Detektion vblutationen beschrieben
werden, konnten keine erfolgreichen Amplifikatiorapkolle mit ihnen erstellt
werden. Variationen bertreffend der Mutationsstéleden Primern fuhrten zu
stark schwankenden Ergebnissen. Kombinationen, ldaiglich die vier
Grundprimer (FIP, BIP, F3, B3) nach Vorschlagen d&smer Designers
enthielten, fuhrten nicht zu reproduzierbaren undiedenstellenden Ergebnissen.
Obwohl theoretisch alle Forderungen fur eine saesiind spezifische Reaktion
erfullt wurden, konnten haufig unspezifische Amfghtionen und Primer-Dimere
ermittelt werden. Da auch haufig bei Kontrollprobeshne Template
Amplifikationen stattfanden, scheinen die Primereezu hohe Komplementaritat
zueinander gehabt zu haben.

Nach einer weiteren Empfehlung des Benutzerhandbuzhr Erhohung der
Spezifitat wurde das 5'-Ende des FIP (Region FiIt)dae Mutationsstelle
platziert. Dieses wurde, wie oben beschrieben, duten Einbau der Basen-
Fehlpaarungen erganzt (MIZUKAMI et al., 2012). Beallel-spezifischen Primer
erreichen eine Sensitivitdt von 100 %. Der WildBgmer fihrt jedoch

durchgehend friher zu spezifischen Amplifikationals der Primer fir das
mutierte Allel und arbeitet mit dieser hoheren Affiightionsrate effizienter. Der
Reaktionsansatz fir das mutierte Allel bendtigt Zmplifikation aller gesuchten
Proben eine langere Laufzeit als der Ansatz fur \dalsltyp-Allel. Bei einer

Laufzeit von 75 Minuten finden sowohl in den Reaktansatzen fur das
Wildtyp- als auch fur das mutierte Allel unspezthe Amplifikationen statt. Eine
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Angleichung der Amplifikationsraten beider Ansathech eine Veranderung des
FIP furs das mutierte Allel mit daraus resultier@ntdeistungsverbesserung sollte
in folgenden Untersuchungen vorgenommen werden.k&mte nach einer
definierten Zeitspanne eine Endpunktanalyse der |#ikgtionsreaktion

durchgefuhrt und unspezifische Reaktionen unterbangerden.

Da die MDR1-Sequenz des Hundes im Design bereitsdié@ Anzahl der

Grundprimer eine Herausforderung darstellte, wur@és weitere Erganzung
Stem-Primer gewahlt. Diese sind einfacher in dequ8ez zu platzieren und
haben keine Nachteile gegentber Loop-Primern (GANDEN et al., 2011).

Durch diese Primer wurde die Spezifitdit der AS-LAMjBsteigert, denn es
wurden weniger unspezifische Amplifikationen vecheiet. Beide Stem-Primer
befanden sich in Vorwarts-Orientierung zwischen dét® und BIP. Die

erfolgreichen Reaktionsansatze mit dem Verzicht @were Primer in einer
frheren Studie konnten in den vorliegenden Untdrangen nicht nachvollzogen
werden (GANDELMAN et al., 2011). Beim Fehlen von EBd B3 zeigte, im
Gegensatz zum gleichen Versuchsaufbau mit dem laitapl Primer-Set, nur
einer von vier gewiunschten Reaktionsansatzen esnagg Amplifikationsrate.
Daher wird bei der AS-LAMP zum MDRZ1-Nachweis beinurtd empfohlen,

aul3ere Primer in Kombination mit Stem-Primern zun deneren Primern zu

verwenden.

In der vorliegenden  Studie  wurden mehrere  unteesitiche

Reaktionsmischungen untersucht. Bevor Versuche dem isothermalen
Mastermix durchgefiihrt wurden, wurden unterschaddli Konzentrations-
zusammensetzungen von  HNB, Puffer, MagnesiumsulfaBetain,

Desoxyribonukleosidtriphosphaten, Primern, DNA-Podyase, Wasser und
Template untersucht. Als Polymerasen wurden dieB$f Polymerase, Large
Fragment und die Bst 2.0 DNA Polymerase untersweblche beide zuverlassig
funktionierten. Die Bst 2.0 DNA Polymerase zeichsgth in anderen Studien
durch eine erhdhte Amplifikationsgeschwindigkeihefmostabilitdt und Toleranz
zu Salzen, welche wahrend der Amplifikation entstehaus (TANNER et al.,
2012). In der vorliegenden Studie konnten keinesisigaren oder spezifischeren

Ergebnisse mit der Bst 2.0 DNA Polymerase erzieitden.

Der isothermale Mastermix beinhaltet die GspSSD DRélymerase, Large

Fragment, welche eine ausgezeichnete Strangvendrgegktivitdt und keine



IV. Diskussion 47

Exonuklease-Aktivitat besitzt. Sie fuhrt zu eingihbren Amplifikationsrate als
die Bst DNA Polymerase (OPTIGENE, 2017). In den liggenden
Untersuchungen kann die hohe Amplifikationsrate tdigg werden. Alle

spezifischen Amplifikationen fanden innerhalb v@dnNginuten statt.

Eine Verlangerung der Amplifikationszeit (90 - 12dinuten) und eine
Temperaturerhbhung (bis 65 °C) fuhrten im Allgeneginzu einer hodheren
Amplifikationsrate aber auch zu vermehrten unsjezien Amplifikationen. Eine
Verkirzung der Amplifikationszeit (30 Minuten) umghe Temperaturabsenkung
(bis 58 °C) fuhrten zu einer schlechteren SensitiviTemperaturen zwischen
61 °C und 63 °C erzielten sensitive, spezifische i@produzierbare Ergebnisse.

Es wurden schon mehrere mikrofluidische Systemeb-aa-Chip-Tests)
entwickelt, welche die LAMP einsetzen. Der Vortdier voll verschlossenen
Systeme liegt in der Reduzierung der Kontaminagefehr fur die Proben und in
der ortlichen Flexibilitat durch die geringe Gré&s. werden geringere Volumina
von Proben und Reagenzien bendétigt (CRAW & BALACHARAN, 2012;
ZANOLI & SPOTO, 2012). Solch ein Mikrochip-Test kite auch die Zukunft
des MDR1-Nachweises in der Praxis sein. Es wurdeitseein Lab-on-a-Chip-
Test zur Diagnose von Salmonellen in Lebensmitteittels LAMP entwickelt,
fur den keine vorhergehende DNA-Extraktion als saga Schritt nétig ist (SUN
et al., 2015).

Die Verwendung von HyBeacon-Oligonukleotiden stellie Alternative fur die

Genotypisierung mittels allel-spezifischer Primear.d HyBeacons sind mit
Fluoreszenzfarbstoff markierte, zielspezifische g@tiukleotide, durch welche
mittels Analyse der Schmelzkurven oder Annealingven sogar SNP
unterschieden werden konnen. Die Amplifikation &hdn einem Ansatz statt.
Auf eine darauf folgende Bearbeitung der Amplifikazur Detektion kann
verzichtet werden. HyBeacons binden spezifischamulie gesuchte, amplifizierte
Sequenz und nicht an unspezifische Amplifikate delemer-Dimere (HOWARD

et al., 2015).
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3. Ergebnisdarstellung der allel-spezifischen Nachweis
methoden flur den MDR1-Gendefekt

Ein Ziel der vorliegenden Studie war die Kombinatider untersuchten allel-
spezifischen Nachweismethoden mit einer unkomptene Visualisierung der
Ergebnisse. Dafur konnen direkte oder indirekteeki@nsmethoden verwendet

werden.

3.1. Ergebnisdarstellung bei der allel-spezifischen PCR
Die Ergebnisdarstellung mittels Gelelektrophoresachite zwar eindeutige
Ergebnisse fur alle Proben, ist als Schnelltest abiyrund des hohen Aufwandes

an Zeit und Materialien unbrauchbar.

Dagegen stellt die Detektion mittels des interkalelen Farbstoffs GelRed unter
UV-Licht eine gute Alternative dar. Die Durchfihgunst einfach und die
Unterscheidung von negativen und positiven Reakhopei einer hohen Menge
an produzierter DNA leicht. Proben, die mit derfaomen Erhitzung in Puffer
extrahiert werden, kbnnen nicht mit dieser Methodgersucht werden. Aufgrund
der zu geringen Menge an gebildeten Amplifikatennén positive und negative

Reaktionen nicht mit blolRem Auge unterschieden arerd

Es wurde eine Mdoglichkeit zur Visualisierung geengr DNA-Mengen, wie sie
durch die einfache Extraktionsmethode entstehemffeatlicht (siehe Abbildung
7). Das Verfahren hat eine zehnfach hdhere Sem&itigls die Detektion mit
Agarose-Gelelektrophoresen. Bei der Amplifikatioomimen ein mit Biotin

markierter Primer und mit unterschiedlicher Eintralsg-DNA und Platzhalter
markierte, spezifische Primer zum Einsatz. Nach Aewplifikation wird das

PCR-Produkt mit einem Farbstoff und einer weitekésung gemischt und der
Nachweisstreifen 15 Minuten darin eingetaucht. &iesvurde zuvor an
unterschiedlichen Lokalisationen mit den jeweils mzu Einzelstrang

komplementaren Oligonukleotiden bedruckt. Die Eisizang-DNA der Proben
bindet nach einer positiven Amplifikation an dies@hgonukleotiden auf dem
Streifen. Das gegeniberliegende Biotin verbindeth snit einem Farbstoff und
wird so auf dem Streifen sichtbar (MONDEN et alQ12). Fir den MDR1-
Nachweis kénnten die allel-spezifischen Vorwartsaer mit dem Platzhalter und
einer unterschiedlichen Einzelstrang-DNA verbundearden, wé&hrend der

gemeinsame Ruckwarts-Primer mit Biotin markiert dwir Auf dem
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Nachweisstreifen wirden je eine Lokalisation fus dautierte und das Wildtyp-

Allel mit dem jeweils zum Einzelstrang komplemertéaOligonukleotid bedruckt

werden. Die komplette Amplifikation kdnnte in einensatz stattfinden.

Dadurch wird nicht nur Zeit und Material gespadndern auch eine einfache
Ermittlung des Ergebnisses erzielt, da der Genatypand der aufleuchtenden
Bereiche direkt auf dem Nachweisstreifen abgelesaden kann. Diesbezigliche
Untersuchungen der AS-PCR mit einfach extrahiePigriben sind anzuraten.

Primer with Tag-Spacer Complex of DVE{BiOtin

\/ Genomic DNA *

A\
Primer labeled
with Biotin [_{:T
|
N\ PCR product

Biotin C-PAS membrane
\/ Single Tag Hybridization

Tag-Spacer seq

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Amplifikdion und Detektion mit
Einzelstranghybridisierungen auf Teststreifen. Links: Amplifikation mit Einzelstrang-DNA-
und Biotin-markierten Primern. Rechts: Detektion des Farbsignals. Die auf den
Nachweisstreifen gebundene komplementare Sequenz rz&inzelstrang-DNA fixiert das
Amplifikat. Der zugegebene Farbstoff flhrt zur Farbung beim Vorhandensein von Biotin
(MONDEN et al.,, 2014). Fiur den Abdruck ist nach Angben des Rechteinhabers keine
Genehmigung erforderlich.

3.2. Ergebnisdarstellung bei der allel-spezifischen LAMP
Es ist winschenswert, die ReaktionsgefaRe nach Adaplifikation nicht

nochmals zu 6ffnen, um die Ergebnisse der AS-LAMPBusesen.

Aufgrund der in Abschnitt 2.2 beschriebenen untaestlichen Effizienz und
Spezifitat der Primer, konnte in der vorliegendéndi keine Endpunkt-Analyse
der Ergebnisse nach einem definierten Zeitpunktlgeh. Die Ermittlung des
MDR1-Genotyps erfolgte daher anhand der MessungAraplifikationskurven.
Die benétigten Zyklen oder Zeiten der Fluoreszeagmade bis zur Uberschreitung
einer festgelegten Schwelle wurden verglichen. $anten die Proben dem
jeweiligen Genotyp zugeordnet werden. Nicht nursfiezifischen, sondern auch

die unspezifischen Signale des Wildtyp-Primersetrefriher auf als die des
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Primers fUr das mutierte Allel. So liegt das spseeltie Signal bei MDR1(-/-)-
Proben zeitlich sehr nah am unspezifischen Signed &Vildtyp-Primers.
Allerdings erscheint das unspezifische Signal deddtyp-Primers immer
mindestens drei Minuten spater als das spezifiSitpeal des Mutations-Primers.
Bei MDR1(+/+)-Proben liegen zwischen dem spezifescWildtyp-Signal und
dem spateren unspezifischen Signal des Primedakimutierte Allel mindestens
18 Minuten. Bei MDR1(+/-)-Proben erscheinen diedkai spezifischen Signale
im Abstand von maximal 11 Minuten, wobei der Wilglrimer hier aufgrund
der besseren Effizienz immer friher zu Amplifikatgm und daher zu messbaren
Fluoreszenzsignalen fuhrt. Alle Genotypen konnterzsverlassig unterschieden

werden.

Weitere Untersuchungen mit den unter Abschnitt[#&chriebenen HyBeacon-
Oligonukleotiden zur MDR1-Diagnostik sollten duretfighrt werden. Dabei sind
nach der Amplifikation keine weiteren Arbeitssctarierforderlich. Das Ergebnis
wird anhand der Schmelz- oder Annealing-Kurven bdsgm, wobei fur jedes

Allel ein spezifischer Peak bei einer Temperatuesmarten ist.

Es sind POC-Testgerate verfugbar, die die Amplifdkesreaktion und
Evaluierung der Ergebnisse vereinen. Der verweniligigtermix fir isothermale
Amplifikationen wurde fiir die tragbaren Amplifikatisgerate der Genie®-Reihe
von OptiGene entwickelt. Diese Gerate erlaubengtkechzeitige Detektion der

Produkte durch Evaluierung der Amplifikationskurven

Der Vergleich von Amplifikationskurven kann fur ufehrene Personen
schwierig sein und ist fir den Gebrauch in tietétzén Kliniken oder Praxen
nicht praktikabel. Die Bestimmung eines klaren pesn oder negativen
Ergebnisses auf einen Blick ist erstrebenswert. B@Rurl Reader von Biogal
zeigt dem Benutzer wahrend der isothermalen rega-thmplifikation neben den
Amplifikationskurven auch eine Unterscheidung insifge und negative

Ergebnisse an.

Die Verwendung von Calcein zur Detektion hat dent®ih dass es schon vor
Beginn der Amplifikation ins Reaktionsgefald gegelerd. Die Visualisierung

mit Calcein zeigt aber eine geringere Sensitivitist die Detektion mit SYBR
Green I. Wenn SYBR Green | direkt zum Reaktionsgemigegeben wird,
hemmt es die Amplifikationsreaktion (GOTO et aD02; TAO et al., 2011). Zu
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Beginn der Amplifikation konnte auch eine Wachslpdie mit SYBR Green |
geflllt ist, ins Reaktionsgefald gegeben werden. Kapsel bleibt wahrend der
gesamten LAMP intakt. AnschlieRend wird die Waclep8el durch Erhitzung
geschmolzen und SYBR Green | gelangt zum Amplifdcegemisch. Auf diesem
bildet das Wachs nach dem Erkalten eine Schutzasichiod reduziert die
Kontaminationsgefahr fir die Umgebung. Eine Unteestung von positiven und
negativen Proben kann im sichtbaren Licht, besber an UV-Licht oder im

blauen Licht einer modifizierten Taschenlampe gdmarerden (TAO et al.,
2011).

Zukunftige Detektionsmethoden kommen ohne weitegea® zur Ablesung der
Ergebnisse, wie es bei der Fluoreszenzdetektion Fddir ist, aus. Bei den

folgenden Methoden sind die Ergebnisse mit bloRergeAabzulesen. Da bereits
zu Beginn alle bendétigten Reagenzien ins Amplifdkaggefald gegeben werden,
entfallt ein weiterer Arbeitsschritt und die Kontaationsgefahr flr die Proben

und die Umgebung sinkt.

Der Ausfall von Magnesiumpyrophosphat kann bei lgtés Amplifikation als

Trubung wahrgenommen werden (MORI et al., 2001).eBeer grofen Menge an
gebildeten Amplifikaten ist diese Tribung gut zukesmen. Nach dem
Zentrifugieren setzen sich die Prazipitate als dPelam Boden des
Reaktionsgefal3es ab, was auch in den Versuchenvatiegenden Studie
beobachtet werden konnte. Allerdings ist diesed@nit Detektion bei geringeren
Tribungen fehleranféallig. Wird so wenig DNA ampiért, dass eine positive
Reaktion mit dem bloBen Auge nicht mehr sichtbar missen sensitivere

Detektionsmethoden zum Einsatz kommen.

Eine weitere Moglichkeit ware die Detektion mit @nsitiven Farbstoffen. Diese
sollten keinen Einfluss auf die Amplifikation habdba als Nebenprodukt bei
fortschreitender Amplifikation nicht nur Pyrophosphsondern auch Wasserstoff-
lonen entstehen, sinkt der pH-Wert im Laufe der LAMnd kann durch den
Farbumschlag des Indikators gemessen werden. Digewdeten Polymerasen
arbeiten trotz der geringen Pufferzugabe zuvedd9ANNER et al., 2015).

Die Visualisierung der Ergebnisse mittels HNB aletMl-lonen-Indikator flr
Mg** ist eine weitere Option (GOTO et al., 2009). I gerliegenden Studie

wurden mit diesem Indikator mehreren Ansatze mitterachiedlichen
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Reaktionsbedingungen (Temperatur, Dauer, Zusamnzemgy untersucht. Ein
wichtiger Parameter fur den Zeitpunkt der Umfarbustgdie Konzentration von
Magnesiumsulfat im Reaktionsansatz. Bei einer grofiebildeten DNA-Menge
war in der vorliegenden Studie ein deutlicher Usthred zwischen dem
ursprunglichen Lila und dem positiven Himmelblau etkennen. Probleme
ergeben sich bei geringeren Amplifikationsmengerahw#end in der Kontroll-
Gelelektrophorese deutliche Banden zu erkennennyarar eine Umfarbung des
Indikators mit bloBem Auge oft nicht oder nur ldiclsichtbar. Diese
Beobachtungen werden von anderen Autoren gete®tRfPER et al., 2010).
Teilweise konnte vor einer Umfarbung nach Himmealbldie Bildung eines
Pellets nach dem Zentrifugieren registriert werdeashalb die Visualisierung
mittels HNB in dieser Studie als zu wenig sensiéwngestuft wird. Nach
Optimierung der Primer zur Steigerung der Effiziemad Spezifitat sollten
weitere Versuche mit der LAMP in Kombination mit BNvorgenommen

werden.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Studie wurden die allel-speelie PCR (AS-PCR) und die
allel-spezifische Loop-mediated Isothermal Ampéation (AS-LAMP) auf ihre
Eignung als neue Nachweismethoden fur den MDR1-&fekt beim Hund
untersucht. Ziel war die Etablierung eines VerfaBrenvelches den Ansprichen
eines Point-of-Care (POC)-Tests gerecht wird. Hanoet bekanntem MDR1-
Genstatus wurden Backenschleimhautzellen mittelockémen, sterilen
Baumwolltupfern fir die DNA-Gewinnung entnommen. \l#sd empfohlen, die
frisch genommenen Tupfer ausreichend zu trockneth die Extraktion und

weitere Untersuchungen madglichst zeitnah durchzefith

Fiur die AS-PCR kann eine einfache Erhitzung derf@ngpoben in Tris-Puffer als
DNA-Extraktionsmethode Anwendung finden. Die Ergeba werden mittels
Gelelektrophorese der PCR-Produkte ermittelt. EBimdachere und schnellere
Ergebnisdarstellung ohne Gelelektrophorese gelimgttels UV-Licht nach

Zugabe eines interkalierenden Farbstoffes ins Fgdfél3. Daflr wird jedoch
eine groRere DNA-Menge im Reaktionsansatz bendtgelche nur mit

aufwendigeren  Extraktionsverfahren wie Kieselge&a zur DNA-

Aufreinigung erreicht wird. Die AS-PCR kann zugigduunkompliziert unter
Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Masterduxchgefiihrt und somit in
der MDR1-Diagnostik eingesetzt werden. Weitere tntehungen Uber die
Ergebnisermittlung geringerer DNA-Mengen, wie sidt rdem einfacheren

Extraktionsverfahren entstehen, sollten durchgefirerden.

Die AS-LAMP stellt durch ihr konstantes Temperatofip eine gute Mdglichkeit
fur weniger spezialisierte Labore dar, da die Afidiion auch in einem
einfachen Heizblock durchgefuhrt werden kann. Autier wird die
Vorbereitungszeit durch einen kommerziell erhaitic, isothermalen Mastermix
reduziert. Die im Vergleich zum Wildtyp-Primer gegere Effizienz und
Spezifitat des Primers fur das mutierte Allel soilin folgenden Untersuchungen
verbessert werden, um unspezifische Amplifikatioren minimieren. In der
vorliegenden Studie werden zur Unterscheidung de®RMGenstatus
Amplifikationskurven verglichen. Zukinftige Untedwngen sollten sich auf

eine unkomplizierte Ermittlung der Ergebnisse, éhénohne eine Offnung der
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ReaktionsgefalRe nach der Amplifikation, konzengneDie AS-LAMP kdnnte so
fur POC-Analysen von genetischen Mutationen eingésesrden.
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VI. SUMMARY

The present study investigated two new methoddDR1 genotyping in dogs:
the allele-specific PCR (AS-PCR) and the allelecfie Loop-mediated
Isothermal Amplification (AS-LAMP). The aim of th&tudy was to create a test
that complies with the scientific standards of paificare (POC) diagnostics.
Buccal epithelial cells from dogs with known MDR&nptype were taken with
sterile dry cotton swabs for DNA isolation. It scommended to dry freshly taken
samples thoroughly befortorage. Extraction and further processing shoeld b
performed immediately if possible.

For AS-PCR, simple heating of the cotton swabs ris-Buffered saline can be
used as DNA extraction method. The results are ruddted by gel
electrophoresis. Easier and faster visualization results without gel
electrophoresis can be achieved using UV lightraftiing an intercalating dye
to the amplified sample. However, this method depemn higher DNA
concentrations in the starting material, which caty be achieved using more
time-consuming and more expensive silica-based EM#action kits. Using a
commercially available master mix makes the AS-RCHmple and rapid method
for MDR1 genotyping. Further research is necessaryisualization of lower

DNA concentrations that are yielded by the simpieaetion method.

AS-LAMP is a good option for lower-equipped laborads. Due to the constant
temperature profile, amplification can be performaa a simple heat block.
Preparation time is reduced by using a commersiathermal master mixn

comparison to the wild-type primer, the primer tbe mutant allele shows less
efficiency and specificity. It should be improved further investigations to
minimize unspecific amplification. In the presetudy, amplification curves are
compared to define MDR1-genotypes. Further studibsuld focus on the
straightforward detection of results, preferablythout the need to open the
reaction tubes after amplification. Accordingly, ASMP could be employed for

POC-analyses of genetic mutations.
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VIII.  ANHANG

1. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schema zur Primer-Anordnung und déearign fir die LAMP
inkl. zusatzlicher Loop-Primer. Durch C gekennzeathAbschnitte stellen die
komplementare Sequenz zur gegeniberliegenden Rigyi¢dRARIDA et al.,
2008). et ———————— 11—ttt e e e e et —rraaaeaaa—aaeaeaarraaaaeaaas 12

Abbildung 2: LAMP - Schema der ersten Amplifikadghritte (TOMITA et al.,
2008). .ttt ——————— ettt e e e e et e e e e e e e erae e e e e e e e e aaaans 13

Abbildung 3: Grundprinzip des Mutationsnachweisésets Wildtyp-Primer. Die
Mutationsregion liegt im 5'-Ende des FIP und BIRi Brasenz des Wildtyps wird
die hantelférmige DNA-Struktur amplifiziert. Fatlge Mutation vorliegt, findet
keine Amplifikation statt. Modifiziert nach (EIKEDNHEMICAL CO., 08.12.2016)

Abbildung 4: Beispiele flur die Verwendung von ri@kerorientierten Primern.

A) Vermeidung von Basen-Fehlpaarungen nahe desd@4k B) Vermeidung von
Haarnadelbildungen am 3'-Ende C) Vermeidung vomeriDimer-Entstehung.
Modifiziert nach GANDELMAN et al. (2011).....coacamiimmiiiiiiaeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiiees 16

Abbildung 5: LAMP-Produkte in der Gelelektrophorelgle= Marker, Linie 1 - 5:
positive LAMP-Reaktionen. Die Amplifikation ergdahlreiche, unterschiedlich
laNge DNA-FIagmMENte. ......uuuueiiiii e ee e 17
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