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Einleitung

Die afrikanischen Trypanosomen der Brucei-Gruppe (Trypanosoma brucei brucei,
T. b. gambiense und T. b. rhodesiense) durchlaufen einen komplizierten Entwicklungs-
zyklus (Abb. 1). Detaillierte Untersuchungen der immunologischen und biochemi-
schen Eigenschaften der infektidsen, von der Tsetsefliege beim Stich injizierten For-
men sind stark limitiert. So erreichen unter normalen Laborbedingungen nur etwa 4%
der auf infizierten Saugetier-Wirten geflitterten Tsetsefliegen eine reife Infektion
(HONIGBERG et al. 1976).
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Abb. 1: Darstellung des Entwicklungszyklus von Trypanosoma brucei spp.

(von VICKERMANN und BARRY)

*) Feodor Lynen Stipendiat der Alexander von Humboldt Stiftung
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In-vitro Methoden bieten hier eine Alternative; CUNNIGHAM und Mitarbeiter (1977,
1879, 1981; JONES et al. 1981) konnten in Kulturen von prozyklischen, nicht infektio-
sen Trypanosomen zusammen mit Tsetsefliegengeweben bei 28°C die Entwicklung
metazyklischer T. b. bruceiund T. b. gambiense nachweisen. Im folgenden sollen &hn-
liche Kultursysteme beschrieben werden, in denen sich ebenfalls metazyklische For-
men entwickeln.

Material und Methoden

1.

Trypanosomen-Stamme
Die folgenen Trypanosomen-Stamme wurden verwandt:

Trypanosoma brucei brucei

TRUM (Trypanosome Research University of Massachusetts) 252 und TRUM 397,
beides prozyklische Formen, die von TREU 1194 (Blutformen) abstammen
(HONIGBERG et al. 1976)

TRUM 480, prozyklische Formen, die von klonierten Blutformen von TREU 1194
abstammen

Trypanosoma brucei rhodesiense

TRUM 497 und TRUM 589, prozyklische Formen, die von EATRO (East African
Trypanosome Research Organisation) 1895 aus Uganda abstammen (CUNNING-
HAM 1986)

TRUM 590, prozyklische Formen, die von Blutformen von einer Maus gewonnen
wurden, die mit in-vitro entwickelten metazyklischen Formen von TRUM 589 infi-
ziert wurde
TRUM 545, Derivat von LVH (Langue Valley Hospital) 32 aus Kenya (CUNNING-
HAM 1986)

Gewebe und Insektenzellen

Die Methoden zur Gewinnung der Tsetsefliegengewebe sind bereits ausfihrlich
von CUNNINGHAM et al. (1981) beschrieben worden.

Phormia regina-Eier erhielten wir von E. BOWDEN aus der Zoologischen Abteilung
der University of Massachusetts. Phormia regina-Eier wurden oberflachensterili-
siert, in steriles Nahrmedium Uberflhrt und bei 28°C bebritet. Der Schlupf der Lar-
ven erfolgte nach 1—-3 Tagen und nach weiteren 10—12 Tagen wurden die dann
verpuppungsreifen Larven aus dem Nahrmedium heraus zu sterilen Holzspéanen
gegeben. Nach etwa 7 Tagen befanden sich die Fliegen kurz vor dem Schlupf und
konnten nach der gleichen Methode wie Tsetsefliegen seziert werden. Das zur Auf-
zucht verwandte sterile Nahrmedium ist von DETHIER und GOLDRICH (1971)
beschrieben.

Zur Gewinnung der Mausembryo-Gewebe wurden 14—16 Tage alte Mausembryo-
nen von CD-1 Mausen verwandt.

Drosophila melanogaster-, Aedes aegypti- und Anopheles gambiae-Zellen wurden
uns von I. SCHNEIDER (Walter Reed Army Institutes of Research, Washington)
zugesandt.

164



3. Kulturmedien

Zur Kultivierung der Trypanosomen wurde CUNNINGHAM’s Medium (1977)
benutzt, mit der Anderung, daB dem Medium HEPES-Puffer in einer Endkonzentra-
tion von 25 mM zugegeben wurde. Alle Medien fir Trypanosomen, die fur die Ver-
suche mit Insektenzellen gemischten Medien eingeschlossen, wurde 20% fotales
Kalberserum zugesetzt.

Zur Kultivierung von D. melanogaster-Zellen benutzten wir SCHNEIDER's Droso-
philla Medium, fir A. aegypti-Zellen das Medium von MITSUHASHI und MARAMO-
ROSCH (1964) und fir A. gambiae-Zellen modifiziertes KITAMURA's Medium
nach VARMA und PUDNEY (1969).

4. Kultursysteme mit Trypanosomen

Kulturen von prozyklischen Trypanosomen der verschiedenen Stdmme wurden
zunéachst von tiefgefrorenem Material herangeziichtet. Proben dieser nicht infektio-
sen Trypanosomen wurden dann den verschiedenen Geweben bzw. Zellkulturen
hinzugefugt und bei 28°C kultiviert. Vor dem Zusammenfihren der Trypanosomen
mit den Insektenzellen wurden diese wenige Tage an Mischungen aus CUNINNG-
HAM’s Medium und dem jeweiligen Insektenzell-Medium adaptiert. Zwei bis drei-
mal wochentlich wurden Trypanosomen aus den Kulturen entfernt und i.p. in CD-1
Mé&use inokuliert.

5. Separation der metazyklischen Trypanosomen aus den Kulturen

Zur Separation der metazyklischen Formen aus den Kulturen wurden DEAE-Cellu-
lose Saulen verwendet, wobei die verschiedenen Trypanosomen auf Grund ihrer
unterschiedlichen Oberflachenladung getrennt werden. Die hier befolgte Methode
entspricht der zur Diagnose von Blutproben verwandten Methode von LANHAM
und GODFREY (1970) bzw. von LUMSDEN et al. (1977).

Ergebnisse

Prozyklische Trypanosomen mit Glossina morsitans-Geweben

Die verschiedenen Gewebe (Kopfe mit Speicheldrisen, Verdauungstrakte, Thorax-
Muskel und Abdomenhillen) wurden mit den prozyklischen Trypanosomen kultiviert
und bewirkten die Entwickiung von epimastigoten und schlieBlich metazyklischen For-
men. Diese Kulturansatze mit Glossina moritans-Geweben sind auch fir mehrere T. b.
rhodesiense-Stamme erfolgreich und reproduzierbar gewesen (CUNNINGHAM 1986),
wobei der Thorax-Muskel das glinstigste Gewebe zu sein scheint (Tab. 1).

Prozyklische Trypanosomen mit Phormia regina-Geweben

In Tabelle 2 ist die Entwicklung von metazyklischen T. b. rhodesiense in Kulturen mit
Phormia regina-Kopfen und Verdauungstrakten wiedergegeben. Fir die infektidsen
Kulturen lag die Prapatentperiode in den Mausen mit 5—7 Tagen in der gleichen Gro-
Benordnung wie die bei den Kulturen mit Tsetsefliegengeweben. Mit Phormia regina-
Geweben konnte die Entwicklung metazyklischer Formen fir T. b. brucei (TRUM 252)
und T. b. rhodesiense (TRUM 497, 545, 590) nachgewiesen werden (CUNNINGHAM
und KAMINSKY, im Druck).
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TABELLE 1:
Entwicklung der Infektiositat von Trypanosoma brucei rhodesiense (TRUM 497)
kultiviert mit Glossina morsitans-Geweben in Cunningham’s Medium bei 28°C

) Infektionen in Mausen
n Tage bis Dauer der
n Gewebe / Flasche zum Nachweis Infektiositat o .
infektidser Formen (Tage) ninfiziert/ | Prapatenz
ninokuliert (Tage)
22 Kopfe mit -
Speicheldrisen ° 34 9/13 4-6
5 Verdauungstrkt. 7 31 9/10 5-8
7 Abdomenhllen 7 26 8/10 5—-9
2 Thorax Muskl. 7 26 8/10 5-8
1 Thorax Muskel 7 22 7/10 5-7
Kontrolle - 0 0/10
TABELLE 2:

Entwicklung der Infektidsitdt von Trypanosoma brucei rhodesiense (TRUM 497)
kultiviert mit Phormia regina-Geweben in Cunningham’s Medium bei 28°C

) Infektionen in Mausen
n Tage bis Dauer der
n Gewebe / Flasche zum Nachweis Infektidsitat o .
infektiéser Formen (Tage) ninfiziert/ | Prapatenz
n inokuliert (Tage)
13 Kopfe mit _
Speicheldrisen 18 26 6/8 5-7
4 Verdauungstrkt. 13 29 7/8 5-6
5 Abdomenhdillen 0/8 -
Kontrolle - 0/8 -

Prozyklische Trypanosomen mit Insektenzellen

Es stellte sich heraus, daB Drosophila melanogaster-Zellen nicht gut fir die eine Kultur
mit Trypanosomen geeignet waren, da sie nicht am Boden haften blieben und somit
eine Trennung der Typanosomen von den Zellen zu aufwendig wirde.

Noch ungeeigneter waren Aedes aegypti-Zellen, da die mit ihnen zusammengefiihrten
Trypanosomen schon nach wenigen Tagen abstarben.

Mit Anopheles gambiae-Zellen dagegen konnten prozyklische Formen erfolgreich kul-
tiviert werden. Die Insektenzellen wuchsen zunachst allein zu einem ein- bis mehrzel-
ligen ,Layer” heran, zu dem dann die Trypanosomen zugegeben wurden. Dabei war
die Mischung aus CUNNINGHAM’s Medium und modifiziertem KITAMURA’s Medium
wichtig. Bei Verwendung von CUNNINGHAM'’s Medium allein starben die Anopheles
gambiae-Zellen bald ab, bei Mischungen aus gleichen Volumina beider Medien ver-
mehrten sich die Trypanosomen zwar, jedoch konnten in diesen Kulturen nie metazyk-

166



lische Trypanosomen nachgewiesen werden. Eine Mischung aus 3 Volumen CUN-
NINGHAM'’s Medium und 1 Volumen mod. KITAMURA’s Medium erwies sich als opti-
mal. In diesen Kulturansétzen konnte eine Entwicklung metazyklischer Trypanosomen
(T. b. brucei TRUM 480, TRUM 397 und T. b. rhodesiense TRUM 589) gezeigt werden
(Tab. 3) (KAMINSKY et al., in Vorbereitung).

TABELLE 3:
Entwicklung der Infektiositat von Trypanosoma brucei brucei (TRUM 397)
kultiviert mit Anopheles gambiae-Zellen in verschiedenen Medien bei 28°C

) Infektionen in Mausen
n Tage bis Dauer der
Medium zum Nachweis Infektiositat o .
infektiser Formen (Tage) ninfiziert/ | Prapatenz
ninokuliert (Tage)
3CM + 1KM 19 25 10/10 3-7
1CM+ 1KM 0 0 o/ 7 —
CM 17 1 1/ 8 7
Kontrolle ohne Zellen 0 0 0/10 -

CM = CUNNINGHAM’s Medium; KM = mod. KITAMURA’s Medium

Prozyklische Trypanosomen mit Mausembryo-Geweben

Nur gelegentlich konnte bei den Kulturen mit Mausembryo-Geweben die Entwicklung
metazyklischer Trypanosomen nachgewiesen werden. Bei diesen Kulturen erwies
sich der manchmal auftretende Zerfall der etwa 0,5—1,0 cm groBen Embryogewebe
als problematisch. Die wenigen positiven Kuituren (T. b. brucei TRUM 397 und T. b.
rhodesiense TRUM 589) verhielten sich in Bezug auf die Prapatentperiode und den
Infektionsverlauf ahnlich wie Kulturen mit Tsetsefliegengeweben. Der in Abbildung 2
dargestellte ,geringe Befall* der Mause mit Trypanosomen, die mit Trypanosomen
aus Kulturen mit Mausembryo-Geweben inokuliert wurden, soll die nur gelegentliche
Entwicklung zu infektidsen Kulturen andeuten.

Diskussion

Ausgehend von Blutformen (Abb. 3 a) kann in CUNNINGHAM’s Medium bei 28°C die
Entwicklung zu nicht-infektidsen prozyklischen Formen (Abb. 3 b, ¢) induziert werden.
Vermutlich ist hier der Temperaturabfall einer der auslésenden Faktoren fiir die
Umwandlung (VAN DER PLOEG et al. 1985). Die weitere Entwicklung im Vektor Giber
epimastigote (Abb. 3 d) zu metazyklischen Formen (Abb. 3 e) 14Bt sich in-vitro weiter-
fuhren (Abb. 2).

Die dargestellten Ergebnisse zeigen deutlich, daB die Entwicklung infektidser Formen
in Kulturen von prozyklischen T. b. rhodesiense mit Glossina-Geweben in CUNNING-
HAM’s Medium bei 28°C méglich ist. Ahnliche Beobachtungen fiir T. b. brucei sspp.
sind von CUNNINGHAM et al. (1981) und JONES et al. (1981) beschrieben worden.
Die hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dafB3 der Thorax-Muskel einer einzi-
gen Tsetsefliege ausreicht, um in diesem Kultursystem metazyklische Formen zu pro-
duzieren. Die Notwendigkeit von Glossina-Geweben zur Entwicklung der metazykli-
schen Trypanosomen limitiert diese Methode, da Tsetsepuparia nicht immer zugang-
lich sind oder aber ihre Nutzung behdrdlich stark eingeschrénkt ist wie beispielsweise
in den USA.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der verschiedenen Methoden zur in-vitro Entwick-
lung metazyklischer Trypanosoma brucei sspp.

In diesem Fall kann man auf Kulturen mit Phormia regina-Geweben ausweichen. Flr
Mause infektiose Formen konnten in Kulturen mit Phormia regina-Geweben ausge-
hend von prozyklischen T. b. brucei und T. b. rhodesiense produziert werden. Unter
Berucksichtigung der Prapatenzperiode in den infizierten Mausen scheint es, daf die
in Kulturen mit Phormia regina-Geweben entwickelten metazyklischen Trypanosomen
ahnlich denen sind in Kulturen mit Glossina-Geweben. Eine Einschrankung dieses
Kultursystems ist die Gewdhrleistung einer sterilen Aufzucht der Fliegen.

Abb. 3: Mikrophotographien
von GIEMSA geféarbten Entwicklungsstadien von T. b. rhodesiense
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= Blutformen (,long slender*, ,intermediate” und , short stumpy*)

= prozyklische Formen aus Kulturen mit Phormia regina-Geweben, beachte
Teilungsform

¢ = prozyklische Formen, beachte Form (Pfeil) mit dem Kinetoplasten an

Nukleus angrenzend

d = epimastigote Form (Pfeil)

e = metazyklisch-&dhnliche Form nach Separation durch DEAE-Cellulose Saule.

Der MaBstab in a gilt ebenso fir b bis e.

o
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Auch in Kulturen von prozyklischen T. b. brucei und T. b. rhodesiense mit Anopheles
gambiae-Zellen konnte die Entwicklung metazyklischer Trypanosomen nachgewiesen
werden. Der Infektionsverlauf war in Mausen, die mit Trypanosomen aus diesen Kultu-
ren inokuliert wurden, &hnlich dem von Mausen, die mit Trypanosomen aus Kulturen
mit Glossina-Geweben inokuliert wurden. In Bezug auf ihre Handhabung sind Kulturen
mit Insektenzellen einfacher als Kulturen mit Insektengeweben, jede Bearbeitung von
Fliegen bzw. Fliegenpuppen entféllt. Es muB aber noch ausfihrlicher gezeigt werden,
ob Kulturanséatze mit Insektenzellen (hier Anopheles gambiae-Zellen) auch fiir andere
Stamme der Brucei-Gruppe ebenso erfolgreich sind wie Kulturen mit Glossina-Ge-
weben.

Mausembryo-Gewebe sind fir die in-vitro Entwicklung metazyklischer Trypanosomen
weniger gut geeignet, da sie nur sporadisch zur Entwicklung infektidser Trypanoso-
men fahren.

Ein Problem der Separation metazyklischer Trypanosomen aus Kulturen mit prozykli-
schen ist ihre geringe Anzahl. Quantitative Untersuchungen von Kulturen mit Glos-
sina-Geweben (CUNNINGHAM und TAYLOR 1979; CUNNINGHAM 1986) haben
ergeben, daB in infektidsen Kulturen die Gesamtzahl der metazyklischen Trypanoso-
men etwa 3x10%/ml betragt, etwa soviel wie die von einer infizierten Tsetsefliege mit
dem Speichel abgegebenen metazyklischen Formen (3000—12000, BRUN et al.
1979).

Ziel weiterer Untersuchungen ist daher erstens die Separationsmethode zu verfeinern
und zweitens Kulturansatze zu entwickeln, in denen sich eine gréBere Anzahl metazy-
klischer Trypanosomen entwickeln.

Zusammenfassung

Wenn prozyklische Formen verschiedener Trypanosomen-Stdmme von Trypanosoma
brucei bruceiund T. b. rhodesiense zusammen mit Glossina morsitans- oder Phormia
regina-Geweben in einem flissigen Medium bei 28°C kultiviert werden, entwickeln
sich einige von ihnen zu metazyklischen Formen. Der Thorax-Muskel einer einzigen
Tsetsefliege reichte fur die Transformation des Stammes T. b. rhodesiense TRUM 497
aus. Fur Mause infektidse Trypanosomen konnten ebenfalls in Kulturen von prozykli-
schen T. b. brucei und T. b. rhodesiense mit Anopheles gambiae Zellen in Mischungen
aus Trypanosomen- und Insektenzell-Medium produziert werden. Ahnliche Kulturen
mit Mausembryo-Geweben flihrten nur zu gelegentlichen Infektionen von Mausen.
Prozyklische Trypanosomen, die ohne Gewebe oder Zellen kultiviert wurden, waren
nicht infektids. Die metazyklischen Formen konnten aus den infektidsen Kultur-Popu-
lationen mit DEAE-Zellulose-Saulen separiert werden.

Summarly

Varius methods of the in-vitro development of metacyclic trypanosomes
(Trypanosoma brucei brucei and T. b. rhodesiense)

When procyclic forms of different stocks of Trypanosoma brucei brucei and T. b. rho-
desiense were grown in a liqguid medium at 28° C in the presence of Glossins morsitans
and Phormia regina explants, some of them developed into metacyclic forms. Only
one explant of Glossina thoracic muscle was necessary for the transformation with
the T. b. rhodesiense stock TRUM 497. Trypanosomes infective to mice were also
produced in cultures of procyclic T. b. brucei and T. b. rhodesiense with Anopheles
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gambiae cells grown in mixtures of the trypanosome and the insect cell medium. Simi-
lar cultures with mouse embryo tissues gave rise to only occasional infections in mice.
Procyclic trypanosomes cultivated without tissues or cells were not infective. The
metacyclic forms could be separated from the infective culture populations by DEAE-
cellulose columns.
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