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1. Einleitung

Mdr1/P-Glycoprotein ist ein Membrantranspor-
ter, welcher Fremdstoffe iiber die Plasmamem-
bran verschiedener Zelltypen transportiert. Ent-
deckt wurde P-glycoprotein (P-gp) durch die
Beobachtung, dass Tumorzellen nach Therapie
mit Colchizin eine vermehrte Resistenz gegen-
iiber Zytostatika aufwiesen (Juriano und LiNG
1976). Diesem Phidnomen wurde der Name
multidrug resistance (Mdr) gegeben. Entspre-
chend wurde das Gen, welches das humane
P-gp codiert, als MDRI-Gen bezeichnet. Das
bei allen Sdugetieren vorkommende Membran-
protein enthélt zwei variable Substratbindungs-
regionen und zwei Nukleotid-Bindungsdoma-
nen (NBDs). Die NBDs binden zelluldres ATP,
durch dessen Spaltung ein energieabhidngiger
Transport vermittelt wird. Aufgrund dieser in-
nerhalb der ABC-Transporter hoch konservier-
ten Nukleotidbindungsdomidnen wird P-gp in
die Proteinfamilie der sog. ATP-binding casset-
te transporter (ABC-Transporter) als ABCBI
eingeordnet (DEaN und ALLIKMETS 2001).

P-gp kommt in den verschiedensten Geweben
vor und gewihrleistet den Efflux von Xenobio-
tika wie Arzneistoffen, Umweltstoffen und eini-
gen wenigen endogenen Substraten (UeDa et al.

1992, MEALEY et al. 2003, MULLER et al. 2003).
Im ZNS ist der Transporter in der apikalen
Membran der GefiaB3-Endothelzelle lokalisiert
(Abb. 1) (Corbpon-CarDO et al. 1989, ScHra-
cHETZKI und PARDRIDGE 2003). Damit dient P-gp
an der Blut-Hirn-Schranke der Entgiftung des
Gehirns durch Efflux bzw. Reflux potenziell
neurotoxischer Fremdstoffe in das Blut.
Obwohl P-gp unter den Sdugetieren hoch kon-
serviert ist, kann es durch einzelne Polymor-
phismen zu einem vollstdndigen Funktionsver-
lust des Proteins kommen.

Dies ist bei der Spezies Hund bereits bekannt.
Hier fiihrt eine 4-Basenpaardeletion im Exon 4
des Gens (Nt230(del4)) bestimmter Hunderas-
sen zu einem vorzeitigen Stopcodon (Abb. 2)
(MEALEY et al. 2001, RouLeT et al. 2003, GEYER
et al. 2005a, 2005b, 2007, GrRaMER et al. 2010).
In Folge dessen wird ein verkiirztes P-gp gebil-
det, wodurch es zu einem vollstindigen Funkti-
onsverlust des Mdr1-Transporters kommt, wel-
cher sich u. a. in einer erhdhten Empfindlichkeit
der Defekt-Trager gegeniiber Makrozyklischen
Laktonen wie Ivermectin dufBlert (LINEk et al.
2007). Auch bei Hauskatzen wird von Intoxi-
kationserscheinungen nach der Applikation von
Arzneistoffen berichtet, die bekanntermal3en
Substrate des P-gp sind. Daher kann man ver-
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Neben den tight junctions (%)
welche die Blut-Hirn-Schranke
fiir wasserldsliche Substanzen na-
hezu undurchldssig machen (REE-
SE und Karnovsky 1967), ist diese
auf  funktioneller Ebene durch
Effluxtransporter gekennzeichnet.
P-gp wird an der apikalen Sei-
te der Blutkapillaren im Ge-
hirn exprimiert (CorDON-CARDO
et al. 1989, ScHrACHETZKI und
ParpriDGE 2003). Von dort ver-
mittelt es den Efflux von Stoffen
aus dem intrazelluldren Milieu
nach extrazelluldr oder den Re-
flux in das extrazellulire Milieu
nach Diffusion von Substraten in
die Plasmamembran der Gefdfs-
Endothelzelle  (Fromm — 2004).
Bei einem Defekt des Mdrl-
Transporters passieren lipophile
Mdr1-Substrate ungehindert das
Endothel und kénnen so eine Neu-

Abb. 1 Modell der endothelialen Blut-Hirn-Schranke rotoxizitdt vermitteln.

Intakter MDR1

% 0 1 1’ 13 14 15 % 17 18 19 20 21 2 23 24 25 26 27

mRNA Transkription

MDR1-Gen, Exon 4 [ 3
Chromosom 14
4 bp Deletion mit frame shift: Vorzeitiges
MDR1 nt230(deld) p.Haden
'TTGCAAATGC. AGAAACAAAACTTTTCC 'AATGAAAGTATTA
TTGCAAATGCAGGAATTTCAAGAAACAAAACT TTTCCAGTTATAATTAATGAAAGTATTA

MDR1-Gen

MDR1(-/~) TGCTGGTTTTTGGAACATGAC: <E
MDRL (+/+) TGCTGETTTTTGGAACATGACAGATAG

Intakter MDR1-Transporter: MDR1** Defekter MDR1-Transporter: MDR1-"

e
o
=
]
a
0
=
@
LS.
I
-
(14
o
=

Abb. 2 Nt230(del4) Mutation im Exon 4 des Hunde-Mdr1

Oberer Teil: Darstellung der 4-Basendeletion im Exon 4 des Hunde Mdr1-Gens

Unterer Teil: Auswirkungen auf die Expression des P-Glycoproteins. Ab Position 91 bricht die Aminosduresequenz
im mutierten Protein durch ein vorzeitiges Stopcodon ab.
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muten, dass auch bei Katzenartigen (Felidae)
nicht voll funktionsfdhige P-Glykoproteine
vorkommen konnten.

Fiir die Europdische Wildkatze (Felis silvestris
silvestris) hingegen stellt die orale und derma-
le Aufnahme von neurotoxischen, antiparasitir
und insektizid wirkenden Pestiziden eine poten-
ziell Mdr1-relevante Exposition dar.

Wie von Sarasora et al. 2002 gezeigt, nehmen
Hauskatzen durch ihr ausgeprigtes Putzver-
halten topisch auf die Haut aufgetragenes Se-
lamectin, ein Makrozyklisches Lakton, in er-
heblichem Umfang oral auf, so dass hohe Blut-
konzentrationen und Organbelastungen auftra-
ten. Auch in die Umwelt ausgebrachte Pestizide
konnen durch Katzen auf diese Weise oral auf-
genommen werden. Wiahrend in der Literatur
viele Berichte zum Transport von Arzneistoffen
und Diagnostika durch den Mdrl-Transporter
existieren (AMBUDKAR et al. 1999, HOFFMANN
und KroeMER 2004, TAuB et al. 2005, ALVAREZ
et al. 2008, MEaLEY 2008, LEE et al. 2010, L1 et
al. 2010, Cascorsi 2011), sind die Ergebnisse
zum Transport von Pestiziden eher liickenhaft
(vaN KALKEN et al. 1993, Bamn und LEBLANC
1996, LANNING et al. 1996, LECOEUR et al. 2006,
OosTERHUIS et al. 2008, ZscHIEDRICH et al. 2009,
HagiBoLLaHI et al. 2011).

Die durchgefiihrten Studien weisen jedoch auf
eine Interaktion der Pestizide mit P-gp hin. So
kommt es zu einer Hemmung des P-gp-vermit-
telten Transports von Glucocorticoiden durch
Pestizide (van KALKEN et al. 1993). Dies konnte
eine Auswirkung auf die Stressbelastung insbe-
sondere auch bei Mdr1-defizienten Tieren (z. B.
bei Hunden mit Mdr1-Defekt) haben.

In der Humanmedizin wird diskutiert, ob der
MDR1-vermittelte Transport von neurotoxi-
schen Pestiziden fiir die Auspragung des Mor-
bus Parkinson ein Rolle spielt (ZScHIEDRICH et
al. 2009).

Aus Veroffentlichungen des BUNDESAMT FUR
VERBRAUCHERSCHUTZ UND LEBENSMITTELSICHER-
HEIT 2009 geht eine Zunahme des Insektizid-
Verkaufs um ca. 57 % von 2000 bis 2009 her-
vor. Das Volumen der Pestizidabgabe innerhalb
Deutschlands lag im Jahr 2009 bei 107 640 Ton-
nen, davon entfielen 9 625 Tonnen auf Insektizi-
de und Akarizide.
Arzneimittelunvertriaglichkeiten bei Katzen
konnen, wie auch bei bestimmten Hunderassen,

moglicherweise durch einen Defekt des P-gp
bedingt sein. Dariiber hinaus unterliegen Wild-
katzen einer hohen Pestizidexposition, welche
durch P-gp beeinflusst werden kann. Dies nah-
men wir zum Anlass, das Mdr1-Gen der Euro-
pdischen Wildkatze zu klonieren und die Funk-
tion von P-gp als Effluxtransporter fiir Biozide
Zu untersuchen.

2. Material und Methoden

Probenakquirierung

Die Gewebeprobenentnahme erfolgte an Tot-
funden Européischer Wildkatzen, die im Rah-
men des Felis-Projekts des Arbeitskreises fiir
Wildbiologie (GieBen) gesammelt wurden. Bei
den an den Europdischen Wildkatzen durchge-
fuhrten Sektionen konnten sowohl Leber-, als
auch Gehirnproben entnommen werden. Die
Gewebeproben wurden fiir eine anschlieBende
RNA-Isolierung in RNAlater (Applied Bio-
systems, Darmstadt) {iiberfiihrt, wohingegen
fiir die Untersuchung mittels Immunhistologie
das Gewebe in 4 %-iger Formaldehyd-Losung
fixiert wurde. Weiterhin konnten frische EDTA-
Blutproben von zwei Luchsen (Lynx lynx) und
acht weiteren Europédischen Wildkatzen (Felis
silvestris silvestris) im Rahmen einer diagnosti-
schen Untersuchung gewonnen werden, welche
sofort nach der Entnahme in RNA/ater® iiber-
fithrt wurden.

Bis zu einer weiteren Analyse wurden die Blut-
proben bei -20°C und die Gewebeproben bei
-80°C gelagert.

Sequenzanalyse des Mdrl1 der Europiiischen
Wildkatze

Sowohl aus den Blutproben, als auch aus den
Gehirn-Gewebeproben wurde die RNA mit Tri-
Reagent® (Sigma, Taufkirchen) isoliert und mit
dem SuperScript III Synthesis System (Invitro-
gen, Karlsruhe) in cDNA umgeschrieben. Diese
wiederum wurde in einer PCR-Amplifikation
(Polymerase Chain Reaction) eingesetzt, bei
der jeweils 5 iiberlappende Teilstiicke von je ca.
800—1000 Basenpaaren mit Hilfe von felinen
Mdrl-Primern amplifiziert und anschlieBend
sequenziert wurden.
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Direkter P-Glycoprotein Nachweis mittels
Immunhistologie

Die Gehirn-Gewebeproben der Europdischen
Wildkatze wurden fiir 24 h in 4 %-iger Form-
aldehyd-Losung fixiert und nach mehreren
Waschschritten mit 70 %-igem Alkohol in Pa-
raffin eingebettet.

Schnitte von 4 um wurden entparaffiniert und
das Antigen durch Kochen in Citratpuffer de-
maskiert. Die endogene Peroxidase wurde
mittels einer Inkubation in Wasserstoffperoxid
blockiert und die Paraffinschnitte mit dem mo-
noklonalen Mdrl1-Primérantikdrper C219 aus
der Maus (Merck, Darmstadt) iiber Nacht bei
4 °C inkubiert.

Nach Inkubation mit dem biotinylierten poly-
klonalen Sekundarantikdrper Ziege anti Maus
(Dako Cytomation, Hamburg) wurde dieser
mit praformierten Avidin-Biotin-Meerrettich-
peroxidase-Komplexen (Vectastain Elite ABC
Standard Kit-Peroxidase: Biologo, Kronshagen)
gebunden. AnschlieBend wurde das Chromogen
3-Amino-9-Ethyl Carbazol (Universal-Farbekit
AEC, Biologo, Kronshagen) zugegeben. Das
zundchst farblose Chromogen AEC wird unter
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid oxidiert
und kann daraufhin als roter Niederschlag visu-
alisiert werden. Die Gegenféarbung erfolgte mit
Héamatoxilin.

Funktionelle Analyse des P-Glycoproteins
der Europdiischen Wildkatze

Der mittels PCR generierte vollstindige Mdr1-
Leserahmen einer Europdischen Wildkatze
wurde in den Expressionsvektor pcDNAS/FRT/
TO-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert und
in chemisch kompetenten E. coli (TOP10 che-
mically competent E.coli, Invitrogen, Karlsru-
he) vermehrt. Nach einer Plasmid Isolation aus
den Bakterien wurden Flp-In T-REx 293 Zellen
(HEK-FlpIn) (Invitrogen, Karlsruhe) mit dem
Plasmid mittels Lipofectamin 2000 (Invitrogen,
Karlsruhe) transient transfiziert.

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz und
der Mdrl-Lokalisation in den Zellen wurde
eine Immunfluoreszenz mit dem Mdr1-Primér-
antikérper C219 und dem fluoreszenzgekoppel-
ten Sekundérantikdrper Alexa Fluor 488 (In-
vitrogen, Karlsruhe) durchgefiihrt. Zusétzlich

wurden HEK-FlpIn Zellen mit Hilfe des Flpln-
Systems von Invitrogen stabil transfiziert und
mit Hygromycin B selektioniert.
Einzelzellklone der Wildkatze und native HEK-
FlpIn Zellen wurden im 24-well Format aus-
gesit. Bei 90 % Konfluenz wurden diese mit
je 0 und 30 umol/l des P-gp-Hemmers Vera-
pamil (Vera) (Sigma-Aldrich, Steinheim) vor-
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
0 bzw. 30 umol/l Rhodamin123 (Rh123) (Pro-
moCell, Heidelberg) und der jeweiligen Kon-
zentration an Vera inkubiert. In dieser Zeit
konnten die Zellen Rh123 aufnehmen. Um
einen P-gp vermittelten Efflux des Rh123 zu
gewihrleisten, wurden die Zellen danach ohne
Rh123, aber mit 0 bzw. 30 umol/l Vera inku-
biert.

Nach mehreren Waschschritten mit eiskalter
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS; phos-
phate buffered saline) erfolgte die Lyse der Zel-
len mit dem Detergenz 0,5 % Sodiumdodecyl-
sulfat in PBS und die fluorimetrische Bestim-
mung des intrazelluldren Rh123-Gehalts.

3. Ergebnisse

In der vorliegenden Studie haben wir den voll-
stindigen Leserahmen des Mdrl-Gens von
8 Europdischen Wildkatzen und einem Luchs
experimentell ermittelt.

Die Untersuchung auf cDNA-Ebene ergab eine
Sequenzhomologie der Europédischen Wildkat-
ze von 99,7 % zur Hauskatze. Alle Sequenzen
konnten dabei in vitro in ein Protein translatiert
werden. Die Sequenzhomologie zum Luchs be-
trug 99,0 %, wihrend sie zum Hund nur 92,2 %
betrug (Tabelle 1).

Auf Proteinebene wurde ein immunhistologi-
scher Nachweis von P-gp an Gehirnschnitten
der Européischen Wildkatze durchgefiihrt. Die
Gehirngefile firbten sich mit dem Mdrl-Pri-
méirantikorper C219 rot an (Abb. 4).

Die Immunfluoreszenz an transient transfizier-
ten HEK-FlpIn Zellen wies eine membranstin-
dige Expression des Mdrl der Europdischen
Wildkatze auf (Abb.S5). Ein funktioneller
Rhodamin123-Efflux Assay an den stabil trans-
fizierten HEK-Flpln Zellen zeigte einen durch
Verapamil deutlich hemmbaren Efflux von
Rhodamin123. Sie wiesen eine 20-fach hohere
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intrazelluldre Rh123 Fluoreszenz auf. Die nati-
ven HEK-FlpIn Zellen hingegen zeigten keine
Verapamil abhidngige Akkumulation von Rhod-
aminl23 (Abb. 6).

4. Diskussion

Die aus den PCR-Amplifikaten gewonnenen
Sequenzinformationen wurden einer bioinfor-
matischen Analyse unterzogen. Die Sequen-
zierungen aus den frischen Blutproben lieferten
dabei, im Gegensatz zu den meist dlteren und
teils autolytischen Gewebeproben, die besse-
ren und konsistenteren Ergebnisse. Der mittels
des Sequenzauswertungsprogramms DNAStar
(Lasergene, Madison, USA) erstellte phyloge-
netische Stammbaum der experimentell ermit-
telten Mdr1-Sequenzen der Europidischen Wild-
katze und des Luchses sowie der Gendaten-
bankeintrige fiir Hauskatze und des Hund lésst
einen Riickschluss auf den Verwandtschafts-
grad der gezeigten Spezies zu (Tabelle 1 und

Abb. 3). Die Europédische Wildkatze wird dabei
erwartungsgemal in enger Verwandtschaft zur
Hauskatze eingeordnet. Laut Literatur gehdort
die Wildkatze (Felis silvestris silvestris) wie
auch die Hauskatze (Felis catus), die Sandkatze
(Felis margarita), die Schwarzfullkatze (Felis
nigripes) und die Rohrkatze (Felis chaus) zu
der sogenannten Hauskatzenlinie (O'BrieN und
Jonnson 2008). Haus und Wildkatze trennten
sich dabei vor weniger als einer Million Jah-
ren, wobei die Hauskatze gemif3 O'Brien und
Jounson 2008 von einer Unterart der Wildkatze
abstammt. HALTENORTH stuft die Europdische
Wildkatze 1953 und 1957 als Unterart der Art
Felis silvestris ein. Eine Literaturzusammen-
fassung zu der systematischen Stellung der
Wildkatze bieten Piecnocki 1990, Eckert 2003
und STEFEN und GORNER 2009. Auch aus diesen
Angaben lasst sich die nahe Verwandtschaft der
beiden Katzen-Mdr1 Gene erkléren.

Die Immunhistologie an einem Gehirnschnitt
der Europdischen Wildkatze zeigte eine rote
Anfarbung der GefiBle, welche der Mdrl-

Tabelle 1 Mdr1-Sequenzhomologien der Mdrl-Sequenzen der Europdischen Wildkatze und des Luchses (expe-
rimentell ermittelt) und der Mdr1-Sequenzen der Hauskatze und des Hundes (Sequenzen aus der Gendatenbank)

Prozentuale |dentitat
22 00100 is
ABCB1
22
58 98,8 9186 99,7
Divergenz 1.2 922 99,0
00100
9,0 8,2 92,2
03 1,0 83
GU222365.1 Feliscatus
I—: Felis silvestris silvestris
~| | (S Lynxlynx
NM_001003215.1 Canisfamiliaris
4.2 : : i -
4 2 0
Nucleotide Substitutions (x100)

Abb. 3 Phylogenetischer Baum der experimentell ermittelten Mdr1-Sequenzen der Europdischen Wildkatze und
des Luchses und der Mdr1-Sequenzen der Hauskatze und des Hundes (Gendatenbank)
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Lokalisation im Gehirn als wichtiger Bestand-
teil der Blut-Hirn-Schranke entspricht (Abb. 1
und Abb. 4). Auch VAN pER HEYDEN et al. 2009
beschreiben an Gehirnschnitten der Hauskat-
ze eine Anfarbung der GefiaBlendothelien mit
dem C219 Antikorper. Der C219 Antikorper
weist eine Kreuzreaktivitit zum Mdr3-Protein
auf (KARTNER et al. 1985, GEORGES et al. 1990),
welches aber hauptsdchlich in der Leber expri-
miert wird (Kim et al. 2008, LANGMANN et al.
2003, Smit et al. 1994, Znou 2008 SPENCER et al.
2010). Daher gehen wir bei den Gehirnschnit-
ten von einer spezifischen Mdrl-Anfiarbung
aus. Der gegen ein intrazelluldres Epitop des
humanen Mdrl gerichtete Antikérper C219
wurde hier erstmals bei der Europdischen Wild-
katze erfolgreich eingesetzt.

Die funktionelle Charakterisierung des Mdrl
der Europdischen Wildkatze erfolgte an den
stabil transfizierten Zellen in Form eines Ef-
flux-Assays. Die Klonierung des kompletten
Leserahmens gelang nur aus den frischen Blut-
proben, nicht aber aus den Gewebeproben der
zumeist verunfallten Wildkatzen. Eine RNA-
Isolierung von hoher Qualitit setzt eine Uber-
fithrung der Probe in fliissigen Stickstoff oder in
RNAlater innerhalb von maximal 30 Minuten
voraus, um der bereits nach wenigen Minuten

Wildkatze, Grof3hirn, C219 1:50, 400-fach

Ohne Primar-Antikdrper

beginnenden RNA-Degradierung durch ubi-
quitdr vorhandene RNAsen entgegenzuwirken.
Die sofortige Uberfiihrung der Probe in RNA-
later, welcher die RNA stabilisiert und vor
Abbau schiitzt, konnte nur bei den Blutproben
gewihrleistet werden.

Das fluoreszierende P-gp Substrat Rhoda-
minl23 (Rh123) akkumuliert in nativen HEK-
FlpIn Zellen, da kein bzw. nur ein geringer
Mdrl1-vermittelter Efflux stattfindet. Die stabil
transfizierte Wildkatzen-Mdrl Zelllinie hinge-
gen transportierte das Rhodamin123 wieder aus
der Zelle, was in einer geringeren Fluoreszenz
in diesen Zellen resultierte. Der Efflux war
in dieser stabil transfizierten Zelllinie durch
30 pmol/l Verapamil, einem Inhibitor des P-gp,
hemmbar, was zu einer 20-fach verstirkten Ak-
kumulation und Fluoreszenz von Rh123 fiihrte.
Die nativen HEK-FIpIn Zellen, die wenig bzw.
kein P-Glycoprotein exprimieren, zeigten keine
Beeinflussung durch Verapamil (Abb. 6).

Mit dem funktionellen Rhodaminl23-Efflux
Assay haben wir die Moglichkeit, sowohl Pesti-
zide auf eine Interaktion mit dem Mdr1 der Eu-
ropdischen Wildkatze zu untersuchen als auch
eventuell vorhandene Polymorphismen weite-
rer Europdischer Wildkatzen bzw. wildlebender
Feliden funktionell zu tiberpriifen.

Abb. 4 Immunhistologie an
einem Grofshirnschnitt der
Europdiischen  Wildkatze.
(Pfeile) Anfirbung der Ge-
fifse
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Wildkatzen-Mdr1 in HEK-Flpln, 200-fach

Anti-Mdr1: C219

Abb. 5 Immunfluoreszenz an transient transifizierten Flp-In™ T-REx™ 293 Zellen (HEK-FlpIn)

Die Zellen wurden mit dem Wildkatzen-Mdr1-Klon mittels Lipofektion transient transfiziert. Eine Immunfluores-
zenz unter Verwendung des monoklonalen Mdrl Primdrantikérpers C219 aus der Maus und eines fluoreszenzge-
koppelten Sekunddrantikorpers (AlexaFluor488 goat anti mouse) zeigte eine membranstindige Expression des
P-gp durch die Zellen.
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Abb. 6 Rhodaminl23-Efflux Assay zur Funktionsbestimmung des Mdrl der Europdischen Wildkatze an stabil
transfizierten Zellen
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie haben wir erstmals
den kompletten Leserahmen des Mdrl-Gens
der Europidischen Wildkatze (Felis silvestris
silvestris) sequenziert und kloniert. Das Mdrl
lieB sich im Gehirn der Europédischen Wildkat-
ze sowohl auf cDNA-Ebene als auch auf Pro-
teinebene darstellen. Ein funktioneller Rhod-
aminl23 Assay zeigte einen durch Verapamil
hemmbaren Efflux von Rhodamin123. Die na-
tiven HEK-FlpIn Zellen hingegen zeigten keine
Verapamil abhingige Akkumulation von Rho-
damin123.

Weitere Studien miissen iiberpriifen, ob im
Mdrl der Europdischen Wildkatze vorkom-
mende Polymorphismen die Transportfunktion
des P-gp beeintriachtigen. Ferner werden Sub-
stanzen wie Pestizide auf ihre Eigenschaft als
P-gp Substrat, P-gp Hemmer oder P-gp Induk-
tor untersucht, um eine Gefahrdung der Euro-
pdischen Wildkatze durch solche Substanzen,
auch in Hinblick auf mogliche Polymorphis-
men, abschétzen zu kdnnen.

Summary

The Mdr1-System of the European Wildcat
(Felis silvestris silvestris)

In this study we sequenced and cloned the full
length Mdr1 sequence of the European Wildcat
(Felis silvestris silvestris). Mdrl was detectable
in the brain of the European Wildcat on cDNA
level as well as on protein level. A functional
rhodaminel123-assay showed a rhodaminl23
efflux, which was inhibited by verapamil. The
native HEK-FIpIn cell line however showed no
verapamil induced accumulation of rhodami-
nel23.

Further studies have to determine, whether de-
tected Mdrl polymorphisms of the European
Wildcat have an impact on the protein func-
tionality. Moreover, substances like pesticides
should be screened whether they are P-gp subs-
trates, P-gp inhibitors or P-gp inducers in order
to evaluate a possible hazard exposure of the
European Wildcat by such substances.
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