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Teil 1
- Funktionen des Blutes
> Ubersicht tiber Blutgerinnung
Formen und Symptome der vVIWD
Antigentest: Vor- und Nachteile
Gentest: Durchfuhrung und Ergebnismoglichkeiten
Zuchtstrategien und Empfehlungen
Vorteile und Einschrankungen von DNA-Tests

Teil 2:
Abstammungsbegutachtung und DNA Profile
Hintergrund, Test, Beispiele




> Transport von Nahrstoffen und Sauerstoff
> Versorgung der Korperzellen und Organe

Bel Verletzungen:
> Funktionierende Blutgerinnung wichtig

> Schutz des Korpers vor grof3eren Blutverlusten
> Innere und dulere Blutungen

Verletzung

Verengung der Wénde der
verletzten BlutgefaBe

Ansammlung von
Thrombozyten

Zerfall von Thrombozyten

Freisetzung von
Gerinnungsfaktoren

Umwandlung von
Fibrinogen
in Fibrinfasern

Vernetzung der Fibrinfasern ——
Verstopfung der Wunde

Verschluss der verletzten
GefalBe
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> Rolle bei der priméren Hamostase (Blutstillung):
vermittelt Anheftung der Blutplattchen an die
Gefalwand

> Rolle bel der sekundaren Hamost
(Blutgerinnung): schitzt den Fakiti|

vor vorzeitigem Abbau




> Haufigste angeborene Blutungsneigung

> Erstmals beschrieben 1926 von Erik-Adolf von
Willebrand: ,erbliche Pseudohamophilie®:

Im Gegensatz zur Bluterkrankheit wurde eine
verlangerte Blutungszeit beobachtet.

> auch ,weibliche Hamophilie®:
Imi Gegensatz zur klassischen Bluterkrankheit
waren auch Frauen betroffen.

> Typ 1 vWD:  zu wenig VWFE vorhanden
(Dobermann, Pudel, Deutscher Pinscher)

> Typ 2 vWD:  weniger VWFE vorhanden,
Funktionsfehler im vVWE

(Deutsch Drahthaar)
> Typ 3vWD:  VvWE fehlt vollig

(Scotch Terrier, Shetland Sheepdog, Dutch
Kooiker)

==> Typ 1 ist milde Form der VAWD




> UbermaRige Blutungen beim Kupieren,
Tatowieren und Zahnwechsel

> Verlangerte Blutungszeit
> Spontanblutungen aus Nase und Maul
> Blut in Urin und' Stuhl

> Probleme bei Operationen

> Behandlung ist ,palliativ®, keine ,Heilung®,
Ziel: Plasmaspiegel des VWEFs zu erhohen

> Infusionstherapie: FVIII / vIWWE-Konzentrat
Kryoprazipitat oder gefrorenes Plasma

> Desmopressin=Vasopressinanalog
als Injektion, als Nasenspray oder Tablette

erhoht kurzfristig die VWE-Spiegel durch
Leerung der korpereigenen VIWWF-Speicher




> Kaplillare Blutungszeit (buccal mucosal
bleeding time) = qualitativer Nachweis

> Messung des VWFE-Spiegels im Blut (VWVF-
Antigentest) = quantitativer Nachweis

> Gentest

ELISA zur Messung des VWF-Spiegels im Blut

> Vortell: Aussage Uber aktuellen Status des Hundes maoglich
> Nachteile:
» Anfélligkeit gegentber Blutentnahme und Handhabung der
Blutprobe
» VWE-Spiegel konnen auch bei'gesundem Hund von Tag zu
Tag variieren
» Starkere Abweichung von der Norm aufgrund von
Trachtigkeit, Laufigkeit oder systemischen Erkrankungen
(Leber, Niere, Schilddriise)
» Falsch negative Ergebnisse aufgrund ven Medikamenten,
Vergiftungen ader Blutplattchenmangel (Thrombozytopenie)
» Keine ldentifikation ven Anlagetragern (Carrier) moglich




Hierbel wird der Erbfehler (Mutation) nachgewiesen, der diese
Form der VWWD verursacht.

Nachteil: Aussage tiber aktuellen VWE-Status Ist micht moglich

> Testergebnis variiert nicht in Abhangigkeit von der Qualitat
des Untersuchungsmaterial
Sehr hohe Testsicherheit (>99%)
Test kann zuverlassig schon im Welpenalter durchgefuhrt
werden

ldentifikation von heterozygoeten Anlagetragern moglich =
wichtig ftir eine verantwortungsvelle Zucht
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EDTA-BIlut Backenabstrich

\/

Isolierung der DNA

l

PCR: Vervielfaltigung des betroffenen Genabschnitts

Genanalyse:

1. RFLP-Analyse

2. Sequenzierung
3. Real-Time-PCR







GG ArCAATG TCTGG AAGTCTTCGATAC G
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> Die Mutation ist auf keinem Allel
vorhanden

> Der Hund kann an dieser genetisch
bedingten Form der VWD nicht erkranken

> Der Hund kann kein betroffenes Gen an
seine Nachkommen weitergeben
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> Die Mutation ist auf einem Allel vorhanden

> Typ 1. dominanter Erbgang mit extrem variabler
Penetranz und Expressivitat

> Erkrankung kann nicht ausgeschlossen werden,
ISt aber ist nicht sehr wahrscheinlich (50% vWE
vorhanden)

> Symptome: von verlangerten Blutungszeiten bis
hin zu schweren Blutungen

> Der Hund kann ein betroffenes Gen an seine
Nachkemmen weitergeben

(50% Wahrscheinlichkeit)
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Cycling & FAMSyhr - Mo Markers

/| |Cycling & JOE - Circles:

> Die Mutation ist auf beiden Allelen vorhanden

> die VWF Konzentration betréagt ca. 10%, das Tier
wird mit einer hohen Wahrscheinlichkeit an VWD
Typ | erkranken (Blutungsneigung nicht in jedem
=)

> Der Hund gibt in jedem Fall (100%
Wahrscheinlichkeit) ein betroffenes Gen an
seine Nachkommen weiter
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Abstrich:
> Zu wenig Zellmaterial am Backenabstrich
> ZU geringe Trocknungszeit des Abstriches

Blutprobe:

> zU lange Transportzeit, vor allem bei
hohen Temperaturen

> Inhibiteren im Blut, Hamolyse (Zerfall)
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Paarung clear (frei) N/N x clear (frer) N/N

Paarung clear N/N x Trager N/vWD

Nachkommen DNA-Test (trotzdem Risiko Blutung ftir
N/vWD Nachkommen)

> Paarung Trager x Trager ist gefahrlich:
Trager N/VWD x Trager N/vWD
25% der Nachkemmen vWD/VWD (erbrank)
50% der Nachkemmen N/VWD: (heterozygot)
25% der Nachkemmen N/N (erbgesund)

Paarnung betroffen x clear (frer) gibt 100 % heterozygote
Tiere

gesamt |N/N N/vWD |vVWD/VWD |frequenz
N o A P
63.5% |31% 5.5%

-
82% 18% 0%
el

mann 53% 42% 6%

Man.

Terrier 80% 13% 7%
75% 11% 14%

302
100
8
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Extrem genau (Real-Time PCR), kurze Laufzeit

2 unabhéangige Tests werden bei allen Proben
durchgefuhrt, um maximale Testsicherheit zu
gewahrleisten, Kontrollen im Lauf

Keine Methode ist verlasslicher
- DNA Tests sind unabhangig vom Alter des Hundes

Der genetische Status eines Hundes wird ermittelt, bevor
eine klinische Diagnose moglich ist

Das Testergebnis bleibt immer gleich (lebenslang)

> Frihe Zuchtentscheidungen, gezielte
Verpaarungen

> Zuchter konnen eine Krankheit sogar ganzlich
aus ihrem Genpool eliminieren.

> Geringe Anforderungen an die Proben
(Transport, Zeit)
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> Bisher unbekannte Mutationen konnen auftreten
und ahnliche Erkrankungen auslosen.

> Es ist schwierig zu wissen, wie viele Mutationen
einer Krankheit in der jeweiligen Rasse
existieren.

> Jeder Gentest, der durchftihrbar ist, unterliegt
diesen Grenzen.

Dr. Ines Langbein-Detsch,

LABOKL N Bad Kissingen

Labor fir klinische Diagnostik GmbH & Co. KG 20 . O ktO b er 2007
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> Frage: -Identifizierung von Tieren

> Alternative Methoden: -Tatowierung

- Ohrenmarken
- Mikrochips

> Vortell: Abstammungsbegutachtung

> Prinzip S
« Betrachtung hochvariabler Genabschnitte
ISt

nicht veranderbar (tiber Tod hinaus)

Extrem spezifisch (weit weniger genetisch
identische Individuen maoglich als Blutgruppen-
identische)

falschungssicher

22



> DNA Profile von Nachkommen, Vater und Mutter
werden verglichen

> Ausschluss oder Bestatigung der Vaterschaft

> Wahrscheinlichkeitsberechnung, wenn nur ein
Elterntell verftigbar ist oder Geschwister
verfugbar sind

> Extrem genaue Methode

> Prinzip
« Betrachtung hochvariabler Genabschnitte
o Flr gilt

Jeder Genabschnitt besteht aus je einem Allel von
Vater und von Mutter

Vergleich gibt extrem grof3e Sicherheit flr.
Ausschluss, grofl3e Sicherheit fur Bestatigung

Likelihood ratio moglich
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Betrachtung der Lange von repetitiven Sequenzen
(2 Loci pro Genabschnitt)

Vergleich mit den Allelen mit potentiellen Eltern

Likelihood ratio: Berechnung der Wahr-
scheinlichkeit unter Berucksichtigung
der Haufigkeit der nachgewiesenen
Allel-Langen in der Gesamtpopulation
(rassespezifisch!)
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P, Alexander 1
Saeubenstr. 4
97688 Bad Kissingen

Zertifikat

DNA-Profil Hund

LABOKLIN-8ofund-dr.: 0705510000

Hund: Parson Russell Terrier, LN

Zuchtbudh-Nummer: 29/00000001

Chip-Husnener: BEAE

Tata-Numemer: T

Verband: Klub fir Terrier

Bestaer: Pl Aexarder

Vion der oben beschrisbenen Probe wurde folpercdes DHA-Profl ertoll:

113,113 174,178

222,234
144, 144
132,138
168,230

Bad Kissingen, 15-06-2007
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Nachkomme

Mutter

Nachkomme

Mutter

a0 he
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Nachkomme

Mutter

Ausschluss der Vaterschaft !!!
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