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OSSZEFOGLALAS

A szerzdk vizsgalatanak célja az volt, hogy meghatarozzak az ABCB1-gén rendelle-
nességének magyarorszagi elterjedtségét bizonyos prediszponalt kutyafajtakban,
mint példaul a skétjuhasz, a shetlandi juhasz, az ausztral juhasz és a német-
juhész. A 4 bazispart érinté génmutacié nyoman nem képzddik fehérje, aminek
kovetkeztében szamos, altaldnosan alkalmazott gydgyszer (példaul: ivermektin,
loperamid, acepromazin) beadasa idegrendszeri mérgezéshez vezet az érintett
egyedekben. Ehhez nyolcvanhat egyedtdl gyljtottek vérmintat, amelyekbdl gen-
omi DNS-t izolaltak. Az ABCB1-mutéaciot modositott allél-specifikus PCR-mod-
szerrel mutattak ki. A vizsgalt egyedek kozUl négy homozigdta mutadnsnak és ot
heterozigdtanak bizonyult az ABCB1-allélra. A rendellenes allél skoétjuhasz, shet-
landi juhasz és ausztral juhaszkutyakban volt jelen. A vizsgalt németjuhasz és
border collie kutyak egyike sem hordozta az ABCB1-mutaciot.

SUMMARY

Background: P-glycoprotein is a multidrug resistance (MDR) transporter, a
member of the ATP binding cassette (ABC) family and is highly expressed in
capillary endothelial cells in the brain. Its physiological function is to protect the
body from potentially toxic compounds. In certain dog breeds a 4-bp deletion
mutation of P-glycoprotein encoding ABCB1 (MDR1) gene is frequently occur-
ring. In result of the shift in the reading frame non-functional protein forms
which leads to neurological toxicity in the affected individuals after exposure to
commonly used pharmaceuticals, such as ivermectin, loperamide, cyclosporine,
digoxin, acepromazine and butorphanol. The spread of mutation may constantly
increase due to large scale inbreeding of purebred dogs.

Objectives: The aim of our study is to evaluate the prevalence of ABCB1 gene
defect in Hungarian population of the relevant dog breeds, e.g. collie, Shetland
sheepdog, Australian shepherd, border collie and German shepherd.

Materials and Methods: Blood samples were collected from eighty-six client-
owned dogs; the owners gave signed, informed consent for study enrolment.
Genomic DNA was purified via spin column based method from all samples.
ABCB1 mutation was determined by modified allele specific detection method
via real-time PCR analysis.

Results and Discussion: Four of the investigated individuals were homozy-
gous, five of them were heterozygous for the mutant ABCB1 allele. The mutant
allele was present in collie, Shetland sheepdog, Australian shepherd dogs and
none of the investigated border collies and German shepherd dogs were carry-
ing the ABCB1 mutation.

Our future plan is to involve other dog breeds to further screening. In posses-
sion of this information the veterinary drug therapy in affected dogs would be
considerably risk-free. It is highly important to obtain this information regard-
ing to different dog populations, because exclusion of the dogs carrying the
nt230(del4) from breeding can significantly minimize the spread of ABCB1 gene
deficiency.
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A ,multidrog rezisztencia” (multidrug resistance) fehérjék az ABC-transzporte-
rek (ATP-binding casette transporter) csaladjaba tartozé, membranhoz kotott
fehérjék, amelyek a prokariétaktdél az eml8sokig valamennyi fajban jelen vannak.
Az ABC-szallitéfehérjék jellemz8en transzmembran doménbdl és a citoplazméba
nyald ATP-koté doménbdl épllnek fel (18). Minden m{ikédd ABC-transzporter két
transzmembran doménbdl és két ABC-egységbdl all. Amennyiben ezt a négy
elemet egy polipeptidlanc tartalmazza, Ggy »teljes szallitérdl” (ABCB1/P-glikop-
rotein/MDR1 fehérjék), amennyiben a transzportfehérje csak egy ABC-részbdl és
egy transzmembran régiébdsl all (ABCG-csalad tagjai), »fél szallitérdl” beszélink.
Az ABC-szallitéfehérjecsalad elsdként felfedezett tagja a P-glikoprotein (11),
amely nagy jelent8séggel bir a daganatok gyodgyszer-rezisztenciajanak kialaku-
lasaban, ezért napjainkban is a legjobban kutatott transzportermolekula (10).

A P-glikoprotein egy efflux-fehérje, amely f6ként a szervezet hamsejtjeinek api-
kalis membranjaban helyezkedik el, szubsztratjait a sejtek citoplazmajabdl az
apikalis membranon keresztll a sejtkdzotti térbe pumpalja. Valamennyi élettani
hatdron megtaldlhatéak, Ggymint a majsejtek kanalikularis (apikalis), a vékony-
és vastagbélham apikélis, a vese proximalis tubulusainak luminalis (apikalis)
membranjaban, valamint a vér-agy és a vér-here gat kapillarisendothel-sejt-
jeinek membranjaban, ill. a placenta syncytiotrophoblast-sejtjeinek apikalis
membranjaban (19).

A P-glikoproteinek szubsztratjainak meghatarozasahoz szamos in vitro és in
vivo kisérleti modellt alakitottak ki. SCHINKEL €s mtsai 1994-ben inzerciés muta-
ciéval létrehoztak egy genetikailag moédositott MDR1a (-/-) »knockout” ege-
ret, amely kllseje, haldlozasi aranya, tovabba élettani, anatomiai és szévettani
tulajdonsagaik alapjan nem kilénboztek a vad tipusi MDR1a (+/+) egyedektdl.
Egy szerencsés véletlennek készdnhet8en derllt ki, hogy az MDR1a (-/-) egye-
dek rendkivil érzékenyek az ivermektinre. Atkafert6zés miatt az egereket higi-
tott ivermektin-oldattal permetezték le, amelynek kdvetkeztében az MDR1a
(-/-) egyedek egy része petyhidt bénuldsos tinetet mutatva elpusztult. Az
ivermektin koncentracidja az agyszbvetben 87-szerese volt az MDR1-knockout
egerekben a vad tipusl egyedekhez képest (20). Korabban is ismert volt az
ivermektin-tUlérzékenység skdtjuhasz kutyaban, amely soran a gydgyszer fel-
halmozdédik az agyszovetben, és mar a normal egyedekre artalmatlan 0,4 mg/
ttkg adagban is elhulldst okoz. Parhuzamot vonva MDR1a (/=) genotipusi ege-
rekben megfigyelt ivermektin-toxicitassal, a skétjuhasz kutyaban is hasonlé
MDR1-tipuslU P-glikoproteinhianyt feltételeztek. A genetikai hibat kutyaban
el8szor 2001-ben MEALEY és mtsai irtak le. Kiderilt, hogy az MDR1/ABCB1 gén-
ben egy négy bazispar hosszl delécié (nt230(deld)) okozza a P-glikoprotein
hianyat. Az olvasasi keret eltolédasa kdvetkeztében a 91-es helyen aminosav
helyett egy korai stopkodon olvasddik le, igy egy jelentésen révidebb, miko-
désképtelen fehérje képzddik (14).

Az Ordkletes ABCB1- vagy MDR-1-gén rendellenességét szamos allatfajban
és az emberekben is kimutattak, azonban egyes kutyafajtdk esetében nagyon
gyakran fordul eld. llyen fajtak a collie (skdétjuhasz) mellett a border collie, sza-
kallas collie, keleti agar, hosszUsz6érl whippet, 6angol pasztorkutya, McNab, vala-
mint az angol, shetlandi, svajci fehér, német és ausztral juhaszkutya, tovabba
ezek keverékei. Irodalmi adatok alapjan egyes populaciok érintettsége akar az
55-60%-o0t is elérheti (8). Az emlitett érzékeny fajtak egyedei tovabba azok keve-
rékei is az allatgydgyaszatban egyébként biztonsadgosan alkalmazott gybégysze-
rek beadasat kovetSen gyorsan kialakuld, sdlyos mérgezési tlineteket mutatnak
(ataxia, bagyadtsag, idegrendszeri gorcsok). Az érintett egyedek a tlineti keze-
lés ellenére is gyakran elpusztulnak. llyen, az allatorvoslasban viszonylag szé-
les kdrben hasznéalt gybgyszerek pl. az ivermektin, a loperamid, a doxorubicin,
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a ciklosporin, a digoxin, az acepromazin és a butorphanol. De hasonlé mddon
mérgez8vé valhatnak tovabbi szerek is, mint pl. az eritromicin, dexametazon,
aldoszteron, abamektin, ondansetron, a domperidon, a paclitaxel, a rifampicin
és a morphin terapidban szokasos adagjai is.

A felsorolt gybgyszerek és szamos egyéb, a vér-agy gaton atjutd toxikus anyag
a P-glikoprotein segitségével ki tud valasztédni, igy nem halmozddik fol az
agyszovetben. Azonban, az ABCB1-gén mutéacidja esetén a P-glikoprotein nem
képes termelddni, amelynek kovetkeztében a toxikus szerek az agyszovetben
felhalmozdédva mérgezést idéznek eld.

Az ABCB1-rendellenesség feltételezett orokl6désmenete autoszomalis recesz-
sziv (6), azonban néhany forras leirja, hogy a heterozigdéta egyedek is fokozott
érzékenységet mutathatnak bizonyos P-glikoprotein szubsztratokkal szemben
(3), ebben az esetben intermedier (inkomplett dominans) 6roklddésrdl beszé-
link. Tovabba, az ABCB1-mutacio elterjedtsége bizonyos kutyafajtak alloméanyai-
ban olyan mértékd, hogy azt az autoszomalis recessziv 6roklésmenet nem képes
megmagyarazni, azonban az 6rokl6dés menetére iranyuld kutatasok eddig nem
jelentek meg a szakirodalomban.

Jelen kutatés célja, hogy felmérjik az ABCB1-mutéacid elterjedtségét az érin-
tett kutyafajtak: collie, shetlandi juhasz, border collie, ausztral juhdsz, német-
juhéasz kutyak hazai allomanyaiban, valamint, hogy elérhetévé tegylk ennek a
rendellenességnek a sz{rését Magyarorszagon belll.

A mintagyUjtéshez kulonbozd kutyatenyészd, ill. egyéb kutyas szovetségekkel,
kutyakiképzd kdozpontokkal valamint allatorvosi rendel8kkel vettik fel a kapcso-
latot. Az orszag szamos tajardl gyljtottink mintakat, hogy a vizsgalatunk meg-
felelGen reprezentalja a rendellenesség magyarorszagi elterjedését. A véradas
onkéntes alapon tortént, miutan tajékoztattuk a tulajdonosokat a vizsgalatunk
céljardl. Valamennyi vizsgalatba vont egyed tulajdonosa beleegyezd nyilatkozat
alairdsaval engedélyezte, hogy kutyadjanak mintajat kutatasi céllal felhasznal-
juk. Az allatok adatait felvettik, és mintajukat egyedi azonositéval lattuk el. A
DNS-izolalashoz egyedenként 0,5 ml vérmintat vettlink K-EDTA vérvételi csébe.
A mintakat tovabbi felhasznalasig —-80 °C-on taroltuk.

A vérmintakbdl torténd DNS-izolalast a Quick-DNA™ DNS izolalé kit (Zymo
Research Corporation, Irvine, USA) segitségével végeztik a gyartd utasi-
tdsainak megfeleléen. Minden egyes minta esetén 200 ul vérbdl indultunk
ki. A kinyert DNS koncentraciéjat a NanoDrop ND-1000 Spektrofotométer-
rel (Thermo Scientific, Wilmington, USA) hatdroztuk meg. A mintak &tlagos
DNS-hozama 103 + 23 ng/ul volt. Valamennyi DNS-mintadt DNS-ellciés puffer-
ben (Zymo Research Corporation, Irvine, USA) 2 ng/ul koncentraciéra higitot-
tunk. Az ABCB1-rendellenesség vizsgalatat Baars és mtsainak diagnosztikai
mobdszere alapjan médositottuk (2). A PCR-vizsgalatot MiniOpticon készl-
léken (Bio-Rad, Hercules, USA), Firepol gPCR supermixszel (Solis Biodyne,
Tartu, Esztorszag), az alabbi primerek felhasznalasaval végeztik: forward
vadtipusl (Wt): 5’-TTGGAAACATGACAGATAGC-3’, forward deléciés mutans (Del):
5'-CGTTTTTGGAAACATGACAGC-3’ és reverz 5'-AACTTCCTGGGATCTTTCTG-3". Min-
den minta esetén két gPCR-reakcidt futtattunk kGlon a vadtipuslU és kulon
a delécidos mutans allélra specifikus primerparokkal. A reakcié hdprofilja a
kovetkezd volt: 95 °C 12 perc inkubaciét kévetéen 30 ciklus: 95 °C 15 s, 60 °C
30 s,72°C 40 s.
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ABRA. A vadtipusl és a mutdns ABCB1-allél amplifikdcidés gérbéi, 40 ciklust kévetéen (CFX manager™ szoftver)
A fluoreszcens jel a mutans, ill. a vadtipusU allél jelenlétekor a megfelel§ primer alkalmazasaval adédott. Amennyiben a

mintdban nem volt jelen az adott primerrel egyez8 DNS szakasz, Ggy termék és ezaltal fluoreszcens jel sem képz&dott
FIGURE. Amplification curve of wild type and mutant ABCB1 allele, following 40 cycles (CFX manager™ software)
Fluorescent signal formed with the corresponding primer in the presence of either the mutant or the wild type allele.

PCR product and fluorescent signal were not generated if the corresponding DNA fragment was not present in the
sample

TABLE. Distribution of ABCB1 gene mutation in the 86 investigated individuals

Fajta (Breed) ABCB1 (Wt/Wt) ABCB1 (Wt/Del) ABCB1 (Del/Del) n
skétjuhasz (collie) 2 0 1 3
shetlandi juhasz
(Shetland shepherd) 0 2 | 3
ausztral juhasz
(Australian 1 3 2 6
shepherd)
németjuhasz
(German shepherd) >4 0 0 >4
németjuhasz keverék
(German shepherd mix) 2 o o 2
border collie 16 0 0 16
hosszu;zoru wl_'nppet 1 0 0 1
(longhaired whippet)
dr(?tszoru foxjerrler 1 0 0 1
(wire fox terrier)

ABCB1 - ATP-k6t6 transzporter B1 tipus, Wt - vadtipus, Del - deléciés mutdns
ABCB1 - ATP-binding casette transporter B1 type, Wt - wild type, Del - deletion mutant

498
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A genetikai tesztet real-time PCR-moddszerrel végeztlk el, igy az expresszids gor-
bék megjelenésébdl lathatd, hogy a vizsgalt minta a normal, a deléciés mutans,
vagy mindkét allélt tartalmazza-e. Az dbrdn az ABCB1 vadtipusu (Wt) és a mutans
allélok (Del) amplifikaciés gorbéje 1athatd, a fluoreszcens jel kizarélag az egyezd
DNS-szakasz jelenlétekor jelenik meg. Amennyiben a gén homozigdta vadtipusU,
Ggy csak a vadtipus( primer jelenlétében kapunk fluoreszcens jelet, amennyiben
a vizsgalt gén homozigdta mutans, a deléciés mutans primer jelenlétében kapunk
fluoreszcens jelet, amennyiben heterozigéta az ABCB1-gén, akkor mindkét primer
esetében megjelenik a fluoreszcens jel.

A genetikai vizsgalat eredményeit a tdbldzat mutatja be. A vizsgalatba vont
németjuhasz és border collie fajtaju egyedek egyike sem hordozta az ABCB1-gén
deléciés mutacidjat.

kozul a legtobb mddszer a PCR-reakcidt kovetSen gélelektroforézis-vizsgalatot igé-
nyel (1, 2), mint példaul az amplifikalt fragmentumhossz polimorfizmus (AFLP) (7,
12, 17). Az egyetlen szakirodalomban elérheté mddszer, amely nem kovetel idé- és
mukaigényes PCR utani feldolgozast, a KLINTZSCH és mtsai altal kidolgozott TagMan
5'-nukledz proba alapl allél-elkllonités, amelyhez tobb fluoroflér egyidejld kimu-
tatasara alkalmas készUlékre, ill. fluoreszcensen jeldlt TagMan-prébakra van szlk-
ség (13). Tanulmanyunk megkezdése elétt egyszerd, a lehetéségek szerint gyorsan,
pontosan és koltséghatékonyan kivitelezheté maddszert kerestlink. A felallitott kri-
tériumok alapjan az elérhetd modszerek kozll Baars és mtsainak allélspecifikus
PCR-mobdszerét valasztottuk, amelyet azonban szdmos ponton mddositottunk (2).
Az eredeti mddszerben alkalmazott PCR héprofilja rendkivil hossz( primertapadasi
és lanchosszabbitdsi idSt tartalmazott, amelyeket egynegyedére, ill. kozel felére
csokkentettink, a végsé lanchosszabbitas 1épését pedig elhagytuk. A reakcid soran
»hot start” DNS-polimerazt alkalmaztunk a nem-specifikus melléktermékek képz3-
désének elkerltlésére. Minden minta esetén két reakciot futtattunk, a két kilénbozd
allélnak megfelels primerparral, valds idejli PCR-készllékkel, igy a reakcid végén koz-
vetlenill megkaptuk a leolvasott fluoreszcens jelbdl az egyes mintak eredményét.

Vizsgalataink soran a rendellenes ABCB1-allélt skdétjuhasz, shetlandi juhasz és
ausztral juhaszkutyakban mutattuk ki. A skotjuhasz napjainkban nem tartozik a nép-
szer( kutyafajtak kozé, jelenleg Magyarorszagon kevesen tartjak kedvencként, emiatt
a mintagyUjtés soran csak ritkan talalkoztunk ezzel a fajtaval. Mivel a fajta gydgysze-
rérzékenysége koztudott a kutyatenyésztéssel, kutyakiallitadssal foglalkozd szak-
emberek szdmara, igy a skotjuhdsz egyedeket automatikusan sz(rik az ABCB1-ren-
dellenességre. Ugyanez igaz ez a shetlandi juhaszkutya fajtara is. A Slovgen s.r.o
diagnosztikai laboratérium adatbéazisa alapjan kdzzétett magyarorszagi allomanyok
- skétjuhasz (98 egyed) és shetlandi juhasz (36 egyed) - ABCB1-sz(ir8vizsgalatanak
eredményét (5) kiegészitve az altalunk kapott eredményekkel azt mondhatjuk, hogy
Magyarorszagon a skétjuhdszokban az ABCB1-mutans allél 61%-os allélgyakorisag-
gal, mig a shetlandi juhaszokban 36%-o0s allélgyakorisdggal fordul eld. Ez az arany
6sszhangban all mas eurdpai orszagokban tapasztalt el&fordulasi gyakorisadgokkal (4,
6). Az Egyesllt Allamokban a collie fajtdban hasonlé az arany, mig a sheltie kutyak
kézUl negyed annyi egyedben van jelen az ABCB1-delécids allél (16).

A border collie fajtaji egyedekben rendkivil kis (1%) allélgyakorisdggal mutattak
ki az ABCB1-gén rendellenességet nagyszamU egyed genotipusanak meghataro-
zasakor (9), az altalunk vizsgalt border collie fajtaji egyedekben nem volt jelen az
ABCB1-mutacio.
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Vizsgalatainkat a németjuhasz fajtaba tartozo egyedekre 6sszpontositottuk, mivel
Magyarorszagon igen népszer( kutyafajta, mind kedvencallatként, mind munkaku-
tyaként valé tartasa elterjedt. A szakirodalomban a prediszponalt kutyafajtak kozott
emlitik, mivel egy az Egyesilt Allamokban készilt tanulmany szerint a németjuhasz
fajtdban 7%-o0s allélgyakorisdggal van jelen az ABCB1-mutécié (15). Az altalunk vizs-
galt 54 németjuhasz fajtajd, ill. két németjuhasz keverék egyed egyike sem hor-
dozta az ABCB1-delécids allélt.  Mivel a mintdkat az orszag szamos kilonbozd
tajardl gyljtottuk, elmondhatd, hogy a Magyarorszagra hozott németjuhasz-vérvo-
nalak vizsgalt dllomanyai mentesek lehetnek ettdl a mutaciétdl, igy a hazai eredet(
németjuhasz kutyak elfvizsgalata nem feltétlenll szlkséges. Azonban a kulfoldrdl,
kilonésen a tengerentllrdl behozott egyedeket érdemes el8szlrni az ABCB1-ren-
dellenességre, féként, ha az allatokat tenyésztésbe szeretnék vonni.

A tovabbiakban egyéb kutyafajtdkat szeretnénk bevonni a szlrdvizsgalatba.
Ennek az informaciénak a birtokaban, az érintett kutyak allatorvosi gybgyszeres
kezelésének kockazata kisebb lenne. Rendkivil fontosnak tartjuk, hogy minél tobb
kutya esetében rendelkezzlnk ezzel az informacidval, mivel ezen egyedek kizarasa

a tenyésztésbdl jelentésen csokkentheti az ABCB1-rendellenesség terjedését.
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