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Einleitung

In Afrika sind rund 40 Millionen Menschen auf einer Gesamtflache von etwa 10 Mio.
km? stidlich der Sahara dem Risiko einer Trypanosomeninfektion, der Schlafkrankheit,
ausgesetzt. Infektionen mit Trypanosoma brucei brucei, T. congolense und T. vivax
stellen zudem eine fortwahrende Bedrohung fur die Tierproduktion in diesen tsetsever-
seuchten Gebieten dar. Die Bekdmpfung der Trypanosomiasis stltzt sich zur Zeit vor
allem auf die Chemotherapie bei Mensch und Haustier und die Chemoprophylaxe bei
den Haustieren.

Die intensive und oft auch unsachgemaBe Anwendung der wenigen kauflich erhaltli-
chen Trypanozide flhrte zu einem zunehmenden Auftreten von Trypanosomen-Stam-
men mit einer ausgepragten Resistenz gegen diese Arzneimittel (14, 15, 17). Allerdings
wird der Begriff ,Medikamentenresistenz” haufig benutzt, um ausbleibende therapeuti-
sche oder prophylaktische Behandlungserfolge zu erkldren, obwohl die Existenz von
Medikamenten-resistenten Stdmmen nur eine von vielen mdglichen Ursachen flr eine
nicht erfolgreiche Anwendung von Trypanoziden im Feld darstellt.

Um die Sensitivitat von Trypanosomen-Stammen gegenuber Arzneimitteln zu untersu-
chen, wird auch heute noch vor allem der klassische ,Maus-Test" durchgefihrt: Mause
werden infiziert und anschlieBend mit unterschiedlichen Konzentrationen eines Medi-
kaments behandeit. Die Anzahl der geheilten Mause bei der jeweiligen Medikamenten-
konzentration gibt Hinweise auf die Arzneimittelsensitivitit des betreffenden Trypano-
somen-Stammes.

Ein wesentlicher Nachteil des Maus-Tests liegt darin, daB manche Trypanosomen-
Spezies, wie T. vivax oder T. simiae, flr Mause nicht infektits sind. AuBerdem wird in
diesem Test eine hohe Anzahl von Labortieren verbraucht. Alternativen zu den Tierver-
suchen bieten Methoden zur in vitro-Kultivierung von Trypanosomen. Eine wachstums-
hemmende Wirkung von Trypanoziden auf Medikamenten-sensitive Trypanosomen in
in vitro-Kulturen wurden von BOROWY et al. (1985) nachgewiesen. In der vorliegenden
Arbeit sollen am Beispiel zweier Medikamenten-sensitiver und eines -resistenten 7. b.
brucei-Stammes verschiedene in vitro-Assays zur Unterscheidung von Arzneimittel-
resistenten und -sensitiven Trypanosomen vorgestellt werden.

*) Diese Arbeit ist die ILRAD-Publikation Nr. 684.
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Material und Methoden
Trypanosomen-Stamme

Trypanosoma b. brucei ILTat (IL = International Laboratory for Research on Animal
Diseases) 1.4 ist ein monomorpher Klon, der von dem Stamm EATRO (East African
Trypanosomiasis Research Organization) 795 abstammt. Dieser Stamm wurde 1964
aus einem Rind in Uhembo (Kenya) isoliert. ILTat 1.4 ist AuBerst virulent in Mausen.

Trypanosoma b. brucei-Stamm CP (Chemotryp-Project) 547 wurde 1985 aus einer
Kuh in Jilib (Somalia) isoliert.

Flr Untersuchungen mit prozyklischen Formen wurde der 7. b. brucei-Stamm CP 1154
benutzt, der 1982 aus einem Kamel in Korbesa (Kenya) isoliert wurde. Die Arzneimittel-
sensitivitat dieser Stdmme in Mausen ist in Tabelle 1 dargestelit.

TABELLE 1
Sensitivitat von T. b. brucei-Stamm ILTat 1.4, CP 547 und CP 1154
gegen Berenil ® und Samorin © im Maus-Test.

Stamm Berenil ® Samorin ®
mg/kg Anz. geheilt/ mg/kg Anz. geheilt/
Anz. behandelt Anz. behandelt
LTat 1.4 3,5 8/8 1 8/8
CP 547 16 0/8 3 0/8
50 0/8 10 5/8
CP 1154 6,3 8/8 3 5/5
Arzneimittel

Diminazenaceturat (Berenil ®, Hoechst AG, BRD) und Isometamidiumchlorid (Samo-
rin ®, May and Baker, U.K.) wurden kauflich erworben. Alle angegebenen Konzentratio-
nen fur Berenil ® beziehen sich auf die aktive Substanz, Diminazeneaceturat. Die Medi-
kamente wurden am jeweiligen Versuchstag in dreifach destilliertem Wasser
gelost.

Kulturmedien und Kulturbedingungen

Fur Blutstromformen wurde ISCOVE’s Medium (FLOW, Schottland, U.K.) mit folgenden
Zuséatzen verwendet (10): 0,1 mM Hypoxanthin, 0,075 mM Adenosin, 2 mM Natriumpy-
ruvat, 2 mM L-Glutamin, 50 ug Gentamycin/mi, 0,2 mM 2-Mercaptoaethanol (3) und
12% v/v Hitze-inaktiviertes fotales Kalberserum (FKS). Blutstromformen wurden in
Kulturplatten (24-well culture plates, COSTAR, Cambridge, USA) oder in Kulturfla-
schen (T-25 culture flasks, COSTAR) im Medium bei 37° C und 4% CO, in Luft
gezlchtet.

Fur die Kultivierung von prozyklischen Formen wurde CUNNINGHAM’s Medium (7) mit
10% FKS benuizt, dem HEPES-Puffer in einer Endkonzentration von 25 mM zugesetzt
wurde (11). Kulturen von prozyklischen Formen wurden in Kulturflaschen (T-25 culture
flasks, COSTAR) bei 27° C gehalten.

In vitro-Assays
a) Drug Incubation Infectivity Test (DIIT)

Der DIIT ist eine Kombination aus in vitro- und in vivo-Methoden: Etwa 2X10° Trypano-
somen wurden in 1 ml Medium fur 24 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen
von Berenil ® oder Samorin © inkubiert. AnschlieBend wurden je 0,8 ml der Trypanoso-
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men-Suspension in Mause inokuliert und diese fur 20 Tage 3 mal pro Woche auf Try-
panosomen-Infektionen untersucht. Die Infektiositat der in vitro behandelten Trypano-
somen wurde anschlieBend mit der von Kontroll-Kulturen verglichen.

b) Wachstumshemmungstest mit Blutstromformen

Blutstromformen wurden an ein Nahrzell-freies Kultursystem adaptiert. Proben von
Kulturen in logarithmischer Wachstumsphase wurden fiir 24 Stunden bei 37° C im Kul-
turmedium mit verschiedenen Konzentrationen von Berenil ® oder Samorin ® inkubiert.
Anschlieend wurde das Wachstum -der Trypanosomen mit einem Coulter Counter
bestimmt und die Anzahl der Generationen der Testkulturen mit denen von Kontrollkul-
turen, die ohne Medikament inkubiert wurden, verglichen. Die Ergebnisse wurden
erstens graphisch dargestellt und zweitens wurden die EC4,-Werte (die Konzentration,
die das Wachstum um 50% im Vergleich zu Kontrollkulturen hemmt) rechnerisch
bestimmt.

¢) Wachstumshemmungstest mit prozyklischen Formen

Proben aus prozyklischen Kulturen in logarithmischer Wachstumsphase wurden fir 48
Stunden bei 27° C im Kuiturmedium mit verschiedenen Konzentrationen von Berenil ©
oder Samorin @ inkubiert. Die Wachstumsunterschiede wurden wie beim Wachstums-
hemmungstest mit Blutstromformen bestimmt.

Ergebnisse
DUT (Drug Incubation Infectivity Test)

Der DIIT mit Berenil® zeigte, daB Trypanosomen des sensitiven Klons ILTat 1.4 nach
Inkubation mit 0,05 pg Berenil®/ml nicht 1anger infektids waren, wéahrend der resistente
Stamm CP 547 auch noch nach Inkubation mit 1,00 pug Berenil ®/ml infektiés blieb
(Tab. 2). Ahnlich verhielt es sich mit Samorin ®; eine Inkubation mit 0,001 ug
Samorin®/ml war ausreichend, daB der sensitive Klon ILTat 1.4 im Gegensatz zum
resistenten Stamm CP 547 seine Infektiositat verlor (Tab. 3).

TABELLE 2
Infektiositat von T. b. bruceilLTat 1.4 und CP 547 fir Mause nach 24 Stunden Inkubation
bei 37° C in Kulturmedium mit Berenil ¢

Stamm Berenil ©® p/ml
0 0,05 0,1 1
ILTat 1.4 4/4> 0/4 0/3 nd
LCP 547 4/4 4/4 8/8 4/4

*

= Anzaht infiziert/ Anzahl inokuliert
nd = nicht durchgefihrt

TABELLE 3
Infektiositat von T. b. bruceilLTat 1.4 und CP 547 fir Mause nach 24 Stunden Inkubation
bei 37° C in Kulturmedien mit Samorin ®

Stamm Samorin ® pg/ml
0 0,001 0,01 0,05
S —
ILTat1.4 77" 0/7 0/7 0/7
CP 547 717 10/10 7/10 5/10

*

= Anzahl infiziert/ Anzahl inokuliert

49



Wachstumshemmungstest mit Blutstromformen

Wie in Abbildung 1a zu erkennen ist, wurde das Wachstum des sensitiven [LTat 1.4 mit
geringeren Konzentrationen von Berenil ® gehemmt als das vom resistenten CP 547.
Auch die berechneten EC.-Werte lagen mit 0,046 ug/mi Fir iLTat 1.4 und 5,263 ug/mt
flr CP 547 um mehr als das 110fache auseinander. Fir Samorin ® sind die EC5-Werte
nicht signifikant unterschiedlich, doch bei der graphischen Darstellung der Wachs-
tumshemmung wird deutlich, daBB Unterschiede zwischen dem sensitiven und dem
resistenten Stamm vor aliem nach Inkubation mit niedrigeren Konzentrationen von
Samorin ® (<10pg/ml) auftreten (Abb. 1b).

Wachtumshemmungstest mit prozyklischen Formen

Das Wachsium von prozyklischen Formen wurde durch Berenil ® und Samorin ©
gehemmt. Allerdings trat eine hemmende Wirkung von Berenil ® auf prozyklischee For-
men erst bei Konzentrationen von mehr als 0,1 ug/mi Berenil ® auf. Unterschiede zwi-
schem dem sensitven und dem resistenten Stamm waren nicht so ausgepragt wie das
fur Blutstromformen der Fall war (Abb. 2a). Samorin ® jedoch zeigte schon bei einer
Konzentration von 1 ng/ml eine trypanozide Wirkung auf prozyklische Formen. Das
Wachstum des sensitiven ILTat 1.4 wurde im Vergleich zum resistenten CP 547 starker
gehemmt (Abb. 2b).
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Abb. 1:  Graphische Darstellung der Wachstumshemmung von T. b. bruceilLTat 1.4 und CP
547 nach 24 Stunden Inkubation bei 37° C in Kulturmedium mit Berenil ® (A) oder Samorin © (B).
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Abb. 2:  Graphische Darstellung der Wachstumshemmung von prozyklischen T. b. brucei
Stamm CP 1154 und CP 547 nach 48 Stunden Inkubation
bei 37° C in Kulturmedium mit Berenil ® (A) oder Samorin ® (B)

Diskussion

Die gewonnenen Ergebnisse zeigen, dafB3 in vitro-Methoden zur Unterscheidung von
Medikamenten-resistenten und -sensitiven Trypanosomen-Stdmmen geeignet sind:
Bei der Adaptation von Trypanosomen blieb die Medikamentenresistenz nicht nur
erhalten (5, 10), sondern konnte auch in verschiedenen in vitro-Assays gezeigt werden
(Tab. 4). Mit dem DIIT konnten resistente von sensitiven Stammen klar unterschieden
(12) und Ergebnisse schneller gewonnen werden als im klassischen ,Maus-Test". Der
DIT ist auch mit solchen T. brucei spp. mdglich, die sich nicht oder nur schwer an in
vitro-Bedingungen adaptieren lassen, da die meisten Trypanosomen-Stamme fur 24
Stunden in vitro ohne Verlust ihrer Infektiositat kultiviert werden kdnnen. Allerdings
mdssen im DIIT immer noch Labortiere verwendet werden. Der Test ist nicht fir
T. vivax oder T. simiae geeignet, da diese Spezies fur Mause nicht infektids sind.

Die Unterscheidung von resistenten und sensitiven Trypanosomen in Blutstromform-
Kulturen auf Grund unterschiedlicher Hemmungen des Populationswachstums durch
Trypanozide war eindeutig moglich. Am Beispiel von Samorin® wurde deutlich, daB es
notwendig ist, die Ergebnisse der Wachstumshemmung nicht nur rechnerisch als ECg,-
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TABELLE 4
Ubersicht von Assays zur Unterscheidung von Arzneimittel-resistenten und -sensitiven
Tyrpanosomen
(Erlauterungen im Text)

Methode Parameter Eeit (Tage)
Standard ,Maus-Test" Heilung 30 - 60
DIIT (Drug Incubation Infectivity Test) | Infektiositat 1+ 20
Blutstromform-Kultur Populationswachstum 1+ X
Blutstromform in markiertem Medium | Stoffwechsel 2+ XX
Prozyklische Formen in Kultur Populationswachstum 2+ X
Blutstromformen — Prozykl. Formen | Transformation 2-7

X = Zeit, um Kulturen aus Blutproben zu etablieren

XX = Zeit, um Trypanosomen-Populationen heranzuzlichten

Wert, sondern auch graphisch darzustellen. Die physiologischen Konzentrationen von
Samorin @ bei prophylaktischer Behandlung liegen im Blutplasma unter 10 ng/ml (13);
bei dieser Konzentration wurden Unterschiede zwischen T. b. bruceiILTat 1.4 und CP
547 am deutlichsten (Abb. 1b). Der eigentliche Sensitivitats-Test mit Blutstromformen
dauert nur 24 Stunden, allerdings kann die Zeitspanne, die notwendig ist, um Trypa-
nosomen aus dem Wirt an in vitro-Bedingungen zu adaptiern, 1 - 6 Wochen betragen,
wobei manche Isolate sich iberhaupt nicht in Kulturen ohne Néhrzellen ziichten las-
sen. Der Wachstumshemmungstest mit Blutstromformen ist nur mit 7. b. brucei, T. b.
gambiense, T. b. rhodesiense, T. b. equiperdum und T. b. evansi méglich, da zur Zeit
nur diese Spezies als Blutstromformen ohne Nahrzellen kultiviert werden kénnen (3).

Eine Alternative liegt in in vitro-Assays, in denen Stoffwechselhemmungen von Blut-
stromformen durch Arzneimittel als Parameter zur Unterscheidung von resistenten und
sensitiven Trypanosomen-Stammen benutzt wird. So konnte z. B. der unterschiedliche
Einbau von radioaktiv markiertem Hypoxanthin in Trypanosomen gemessen werden
(6). Doch auch fur diesen Test muB zunéchst eine genligende Anzahl von Trypanoso-
men in vitro oder in vivo herangezuichtet werden. Darlberhinaus ist der Umgang mit
radioaktivem Material in manchen Laboratorien nicht moglich. Stoffwechselhemmung
lieBe sich aber auch anders messen, wie z. B. zur Unterscheidung von resistenten und
sensitven Plasmodien anhand des Einbaus von Bromdesoxyuridin (8).

Obwohl die Insektenformen von Trypanosomen normalerweise nicht den Arzneimittein
ausgesetzt sind, konnte eine trypanozide Wirkung von Medikamenten auf diese For-
men festgestellt werden (1, 9, 16). Darliberhinaus konnten Unterschiede zwischen resi-
stenten und sensitiven Stdammen in prozyklischen Kulturen gezeigt weden. Die Prifung
auf Resistenz gegen Samorin ® war in diesen Kulturen besser als gegen Berenil ®
(Abb. 2a, b). Insektenformen bieten mehrere Vorteile gegentber Blutstromformen:
Erstens sind sie leichter zu kultivieren, zweitens sind auch als Blutstromformen schwie-
rig zu kultivierende Spezies wie T. congolense in vitro mit guter Erfolgsquote in prozyk-
lischen Formen zu transformieren und zu kultivieren, und drittens kdnnen Isolate direkt
von der Tsetsefliege gewonnen werden.

In vitro-Assays kdnnen zur Unterscheidung von Medikamenten-resistenten und -sensi-
tiven Trypanosomen benutzt werden, und es ist wlnschenswert, daB potentielle
Assays standardisiert und an einer groBeren Anzahl von Trypanosomen-isolaten
gepruft werden. In vitro-Methoden haben gegentiber dem klassischen Arzneimittelsen-
sitivitatstest in M&usen den Vorteil, daf3 sie erstens auch fir Trypanosomen-Spezies
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geeignet sind, die flr Mause nicht infektids sind, und zweitens die Wirkung des Medika-
ments auf die Parasiten selbst direkt gemessen wird, ohne stérende variable Faktoren
wie Medikamenten-Verteilung, Medikamenten-Halbwertszeit, Bioverfugbarkeit oder
unterschiedliches Verhalten von Trypanosomen in verschiedenen Wirtsspezies (2).
Eine Verbesserung der Kulturbedingungen, sodal3 Feldisolate schnell und mit groBer
Erfolgsquote an leicht zu handhabenden Kultursysteme adaptiert werden kénnen, wird
der n&chste Schritt zur Entwicklung von in vitro-Assays zur Unterscheidung von Arznei-
mittel-resistenten und -sensitiven Trypanosomen-Isolaten sein.

Zusammenfassung

Die Medikamentenresistenz von T. b. brucei konnte in verschiedenen in vitro-Assays
dargestellt werden, die in der Arbeit im Uberblick vorgestelit werden. Mit dem DIIT
(Drug Incubation Infectivity Test), einer Kombination von in vitro- und in vivo-Methoden,
wurden resistente und sensitive Stdmme auf Grund unterschiedlicher Infektiositat diffe-
renziert. Auch in Kulturen von Blutstromformen oder prozyklischen Formen war eine
Differenzierung von resistenten und sensitiven 7. b. brucei aufgrund unterschiedlicher
Wachstumshemmung nach inkubation von 24 oder 48 Stunden mit verschiedenen Arz-
neimittelkonzentrationen maglich. Vor- und Nachteile der jeweiligen Assays werden
einander gegenibergestelit.

Schliisselworter

Trypanosoma brucei brucei, Medikamentenresistenz, in vitro-Assays, Blutstromfor-
men, prozyklische Formen.

Summary

Determination of African trypanosome drug resistance by means of in
vitro assays

The potential of in vitro assays for assessing trypanosome drug resistance is briefly
reviewed. Herein we describe the use of Drug Incubation Infectivity Test (DIIT) in which
resistant and sensitive trypanosomes can be distinguished by combining in vitro and in
vivo techniques. Infectivity is compared after incubation with various drug concentra-
tions. Also, resistant and sensitive 7. b. brucei can be rapidly distinguished, as either
bloodstream or procyclic forms, when propagatet axenically in vitro using a growth inhi-
bition assay. Advantages and disadvantages of the assays are compared.

Key words

Trypanosoma brucei brucei, drug resistance, in vitro assays, bloodstream forms, pro-
cyclic forms.
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