D ERGEBNISSE

D.1 Die Humanserum-Resistenz

D.1.1 Der Humanserum-Resistenztest (HSRT)

Der HSRT wurde durchgefthrt wie be C.3.1.6 beschrieben und das Wachstum der
Trypanosomen wie be C.3.15 bewertet. Zunéchst wurden die Referenzsamme und -klone
getestet, um die Sengtivita und Stabilitét des Testsystems zu Uberprifen.

D.1.1.1 Verhalten der Referenzstamme und —kloneim HSRT

Alle 5 im HSRT getesteten T. b. brucei-Referenzen verhidten sch sendtiv (Tab. D.1). 24
Stunden nach Zugabe des Humanserums waren berats samtliche Trypanosomen in den
Testvertiefungen abgestorben (Wachstum 0), wéhrend digenigen in den Kontrollvertiefungen
mit Pferdeserum gut und gleichméldig weiterwuchsen (Wachstum +++++).

Die 3 im HSRT getesteten T. b. gambiense-Referenzen DAL 72 Cl. A, DAL 487 Cl. A und
AO 83 verhidten sch ausgepragt resstent (Tab. D.1). Das Wachstum der Trypanosomen in
den Vetiefungen mit Humanssrum war genauso gut und gleichméddg (Wachsum +++++)
wie in den Kontrollvertifungen mit Pferdeserum. 6 T. b. gambiense-Referenzen wurden nicht
im HSRT getedet, da Se s nach Abschluss der Tedrehen in die Untersuchung mit
aufgenommen worden waren. Se wurden as Ersatz von DAL 487 Cl. A und AO 83 fir die
PFGE benttigt, welche nicht in Prozyklische transferiert werden konnten.

Von den 2 im HSRT geeseten T. b. rhodesiense-Referenzen verhidt sich STIB 704
ausgeprégt  resistent  (Wachstum  +++++ sowohl in den Test- ds auch in den
Kontrollvertiefungen; Tab. D.1), dagegen resgiete EATRO 174 sendtiv auf Humanserum
(Tab. D.1). Berdts 24 Stunden nach Zugabe des Humanserums waren dle Trypanosomen in
den Tedvertiefungen abgestorben (Wachsum 0), wéhrend digenigen in  den
Kontrollvertiefungen gut, jedoch nicht gleichmaiig weiterwuchsen (Wachstum ++++).
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Tab.D.1

Verhdten der Referenzstémme und —klone im Humanserumres stenztest (HSRT)

Trypanosomen Wachstum mit I nter pretation Anzahl der
Stamm HS /PS Testreihen
T. b. brucei:

Cl. 8/18 0 +++++ sengtiv 2
CP 2469 0 +++++ sengtiv 3
CP 547 0 +++++ senstiv 2
ILTat 1.4 Cl. 0 +++++ sengtiv 2
STIB 345 RA 0 +++++ senstiv 4
T. b. gambiense:

DAL 69 n.d. n.d. 0
DAL 72CI. A +++++ +++++ resstent 4
TH 152 n.d. n.d. 0
H1 ClI n.d. n.d. 0
G.DOLO n.d. n.d. 0
DAL 487 Cl. A +++++ +++++ resstent 2
A0 83 +++++ +++++ ressent 2
H1ZR n.d. n.d. 0
H2ZR n.d. n.d. 0
T. b. rhodesiense:

EATRO 174 0 ++++ sengtiv 2
STIB 704 +++++ +++++ res sent 2

HS. Humanserum
PS:. Pferdeserum
Wachstum (siehe C.6.2)

n.d.: nicht durchgefuhrt

0: kein Wachstum; Absterben der Trypanosomen
++++: gutes, aber nicht gleichmalliges Wachstum
+++++: gutes, gleichmaliiges Wachstum
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D.1.1.2 Verhalten der Feldisolateim HSRT

Von den 18 aus Tieren isolieten Stmmen verhidten sch 3 resstent, 6 subresstent und 9
sengtiv gegeniber Humanserum. Die 7 Klone verhidten sch ebenfdls sendgtiv, genau wie
ihre Muttersamme (Tab. D.2).

Die im HSRT resgenten Tierisolale BOT/BU 602/7 (Rind), SUSBU 347/7 (Schwein) und
SUSBU 3737 (Schwein)  zegten in den  Tedvetiefungen zwar nur  geringes,
ungleichmddges Wachsdum (+), blieben jedoch bis zum 10. Tag am Leben. In den
Kontrollvertiefungen mit Pferdeserum wuchsen se gut und gleichméadg (Wachstum +++++).

Die im HSRT subresgenten Tierisolate bligben in den Testvertiefungen nur bis zum 4., 5.
bzw. 6. Tag nach Zugabe von Humanserum am Leben (bis dahin Wachsum +, dann
Wachgum 0), d.h. lénger ds die sensblen Stamme, jedoch nicht so lange wie die resistenten.
In den Kontrollvertiefungen mit Pferdessrum wuchsen se gut und glechmddg (Wachstum
+++++). Zu den aus Schweinen isolierten subresstenten Stammen gehdren SUSBU  132/4,
SUSBU 1392, SUSBU 169/4 und SUSBU 932/7, aus Rindern isoliert wurden BOT/BU
623/7 und BOT/BU 1845/7.

Alle redlichen Tierisolate und die 7 Klone verhidten sch sendtiv im HSRT, d.h. se sarben
in  den Tedvetiefungen 24-76h nach Zugabe von Humanssrum &b, In den
Kontrollvertiefungen mit Pferdeserum wuchsen Se dagegen gut und glechmddg (Wachstum

+++++).

Die 4 aus Schlafkrankhetspatienten isolieten Stémme verhidten sch dle im HSRT resgent
(Téb. D.2). HOM/BU H1 und HOM/BU H2 zegten sogar in den Testvertiefungen en
besseres Wachsum (+++++) ds in den Kontrollvertiefungen (++++). HOM/BU H5 wuchs
sowohl in den Test- ds auch in den Kontrollvetiefungen gut und gleichmddg (+++++),
wahrend HOM/IG 2602 in den Tedvertiefungen nur ungleichmddges, geringes Wachsum
(+) bis zum 10. Tag zeigte in den Kontrollvertiefungen jedoch gut und gleichméig

weiterwuchs (+++++).

Die im HSRT redgenten und subresgenten Fddisolate und ihre Uberlebensdauer im

Humanserum sind in Tab. D.3 gesondert zusammengefasst.
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D.1.2 Der Blutinkubations-I nfektiositatstest (BII1T)

Da der BIIT nicht Besandtell der egentlichen Untersuchungen war, wurde e nur be 8
Feldisolaten durchgefuhrt (Tab. D.2). Zid wa es aulerdem, die Humanserumresstenz der
Sanme nach Maus-Passsgen durch gleichzetige Injektion von Humanserum zu erhdten
(seheauch B.2.3.3und B.25.1.1).

Der BIIT wurde durchgefthrt wie bei C.2.3.1.1 beschrieben.

D.1.2.1 Verhalten ausgesuchter Feldisolateim BIIT

Ausgewdhlt wurden 5 aus Tieren isoliete Feldstéamme, welche direkt nach der Isolierung
bereits im BIIT getestet (MANGENI, 1994; TIETJEN, pesonliche Auskunft) und as
ressent oder subresstent eingestuft worden waren, sowie 3 aus Menschen isolierte
Feldstamme.

Von den aus Tieren isolieten Stdmmen verhidten sch SUSBU 347/7 (Schwein) und
BOT/BU 1845/7 (Rind) im BIIT subresstent, d.h. de wiesen be Inokulation in Mause mit
Humansrum ene im Gegensaiz zur Inokdation ohne Humanssrum um ca 10 Tage
verlangerte Prgpatenzzeit auf. Ba SUSBU 373/7 (Schwein), BOT/BU 602/7 (Rind) und
BOT/BU 623/7 (Rind) waren die Prdpaenzzeiten mit und ohne Humanserum annghernd
identisch, de verhidten schim BIIT dso resstent (Tab. D.2).

Die aus Schlafkrankheitspatienten isolieten St&mme HOM/BU H1, HOM/BU H2 und
HOM/BU H5 verhidten sch im BIIT ressent, dh. Test- und Kontrollméuse entwicketen
Parasitdmien nach anndhernd identischen Prépatenzzeiten (Tab. D.2).

Die Informationen fur das BIIT-Verhdten der restlichen Stamme, bel welchen dieser Test im
Rahmen dea vorliegenden Untersuchung nicht  durchgefiihrt  wurde, konnten  durch
MANGENI (1994) und TIETJEN (personliche Auskunft) in Tab. D.2 mit einbezogen werden
(deheauch Tab. C.1).
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Tab. D.2

Verhdten da Fddisolae im Humanserumresisenztes (HSRT) und im  Blutinkubations-

Infektiogtéatstest (BIIT; soweit durchgeftihrt)

Trypanosomen Passagen | Wachsum im| Inter- Test- Verhaltenim BIIT
Stamm bzw. -Klon HSRT mit pretation |reihen
HS /PS (HSRT)

SUS/BU 83/6 2 0 +++++ | sengtiv 2 sengtive

SUS/BU 83/7 2 0 +++++ | engtiv 2 sengtive

SUSBU 83/9 2 0 +++++ | sengtiv 2 n.d.

SUSBU 83/9CI.1 |4 0 +++++ | engtiv 2 subres.*

SUSBU 83/9Cl.2 |8 0 +++++ | sengtiv 2 sengtiv*

SUSBU83/9Cl4 [7;9 0 +++++ | sengtiv 2 subres*

SUSBU 83/9CI5 |6 0 +++++ | sengtiv 2 subres.*

SUSBU 132/2 2;3 0 +++++ | sengtiv 2 n.d.

SUS/BU 132/4 4; 5 +hisds | +++++ | subres. 2 n.d.

SUS/BU 139/2 2;3 +hisas | +++++ | subres. 2 resistent*

SUS/BU 169/4 2;3 +hisqa | +++++ | subres, 2 sLengtive

SUSBU 319/7 2 0 +++++ | engtiv 2 subres*/sengtiv®

SUSBU 319/7Cl.1 | 6 0 +++++ | sengtiv 2 sengtiv*

SUSBU 319/7 Cl.2 | 24 0 +++++ | sengtiv 2 subresistent*

SUSBU 319/7Cl.3 | ? 0 +++++ | Eengtiv 2 subresigtent*

SUS/BU 319/9 ? 0 +++++ | engtiv 2 sengtive

SUS/BU 347/7 4s + +++++ | resgent |2 subres./resigtent®

SUS/BU 373/7 4. + +++++ [resgent |2 res stent/resi stent®

SUS/BU 561/3 6; 7 0 +++++ | sengtiv 2 subres*/sengtiv®

SUS/BU 932/7 2 +hisas | +++++ | subres. 2 subres*

BOT/BU 483/2 2 0 +++++ | sengtiv 2 subres.*

BOT/BU 492/2 3 0 +++++ | sengtiv 2 n.d.

BOT/BU 602/7 1,25 |+ +++++ | resgent |7 resistent/subres*/
resstent®

BOT/BU 623/7 Ons8usi s | thisgs | +++++ | subres. resstent/resstent®

BOT/BU 1845/7 4s +hsde | +++++ | subres. 2 subres./resistent®

HOM/BU H1 1is +++++ [++++ | redgent | 2 ressent
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Tab. D.2 (Fortsetzung)

Trypanosomen Passagen | Wachsum im| Inter- Test- Verhaltenim BIIT
Stamm HSRT mit pretation |reihen
HS /PS (HSRT)

HOM/BU H2 1 +++++ [++++  [resgent |2 resstent
HOM/BU H5 1is +++++ | +++++ | resgtent 2 ressent
HOM/IG 2602 ? + +++++ [resgent |2 resstent®
SUS: sus (Hausschwein) BOT: Bostaurus (Rind) HOM: Homo sapiens (Mensch) (WHO, 1986)
HS: Humanserum; s Passage mit Humanserum PS:. Pferdeserum
Wachstum (siehe C.6.2) 0: kein Wachstum; Absterben der Trypanosomen

+: ungleichmédiges, geringes Wachstum

++++: gutes, aber nicht gleichmétiges Wachstum

+++++: gutes, gleichmaliges Wachstum
2. unbekannt n.d.: nicht durchgefuhrt subres.: subresistent Cl.: Klon

Referenzen fir den BIIT:

Tab.D.3

Zusammengdlung der im HSRT resgenten und subresstenten Fedisolate und ihr minimaes

*MANGENI,

1994

bzw. maximaes Uberleben im Humanserum

°TIETJEN, personliche Auskunft

Trypanosomer Grad der | Wachstum mit HSin Tagen Test-
Stamm Resistenz min. max. reihen
HOM/BU H1 resstent 14 14 2
HOM/BU H2 ressent 14 14 2
HOM/BU H5 resstent 14 14 2
HOM/IG 2602 resstent 5 10 2
BOT/BU 602/7 resisent 5 10 7
SUS/BU 347/7 resigent 3 10 2
SUS/BU 373/7 resstent 3 10 2
BOT/BU 1845/7 subresistent 4 6 2
SUS/BU 132/4 subresistent 3 5 2
SUS/BU 139/2 subresistent 3 5 2
SUS/BU 932/7 subresistent 0 5 2
SUS/BU 169/4 subresistent 0 4 2
BOT/BU 623/7 subresistent 0 4 3

SUS: sus (Hausschwein); BOT: Bos taurus (Rind); HOM: Homo sapiens (Mensch) (WHO, 1986)

HS: Humanserum
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D.2 Die Pulsfeld-Gelelektrophor ese (PFGE)

D.21 Untersuchungen zur MethodenOptimierung und zur Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse

D.211 Untersuchungen zur Optimierung der Herstdlung von PFGE-Blocken und
L aufgel

D.2.1.1.1 Untersuchung verschiedener Puffer zum Einbetten der Trypanosomen in die

low mdting point (LM P)-Agar ose

Zur Durchfihrung der PFGE-Block-Herstdlung lagen verschiedene Protokolle vor, bel denen
3 unterschiedliche Puffer zum Einbetten der Trypanosomen in die LMP-Agarose benutzt
wurden: PSG-, PS- und IXTBE-Puffer (letzterer sowohl mit ads auch ohne Magnesum-
Chlorid).

Ausdem T. b. rhodesiense-Referenzstamm EATRO 174 und den Feldisolaten BOT/BU 483/2
und HOM/IG 2602 wurden deswegen PFGE-BIlocke hergestdlt, bei denen die prozyklischen
Trypanosomen enmd mit PSG-, @nmd mit PS, enmd mit IXTBE-Puffer mit MgCl und
gnmd mit IXTBE-Puffer ohne MgCl gewaschen (sehe C4.1.12) und in LMP-Agarose
(g6t in dem entsprechenden Puffer) eingebettet wurden (sehe C.4.1.1.3). Bereits nach dem
Waschen zeigte sich mikroskopisch (Objekttréger mit Deckglas, 400-fache VergrofRRerung,
Okular 10x, Objektiv F 40/0,65), dass die Trypanosomen nur noch im PSG-Puffer lebten,
sowohl im PS ds auch im IXTBE-Puffer mit oder ohne MgCl waren ihre Zelmembranen

zersort und keine Zdlstrukturen mehr erkennbar.

In der PFGE zeigten nur die in PSG- und in PS-Puffer suspendierten Trypanosomen en
deutlich abgesetztes Bandenmuster, wobel die in PS-Puffer suspendierten im Vergleich etwas
schwéchere Banden ezeugten. Die in IXTBE-Puffer ohne MgCl  suspendierten
Trypanosomen ddlten dch ads sogenannte Schmierspur (smear) dar, d.h. das genetische
Materid vertelte sch glechmddg Uber die ganze Lange der Spur und lie3 dch enhetlich
mit dem Ethidiumbromid anfarben (keine Abbildung). Die in IXTBE-Puffer mit MgCl
suspendierten Trypanosomen dellten sch ds ene breite Bande bel ca 3Mb und ds feiner
smear Uber den Rest der Spur verteilt dar.
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Nur PSG-Puffer emoglichte dso ene auswetbae Daddlung des Chromosomen

Bandenmusters von Trypanosomen.

D.2.1.1.2 Ermittlung der optimalen DNA-K onzentration pro PFGE-Block

Zur Ermittlung der optimaden DNA-Konzentration der Trypanosomen im Puffer vor der
Hergdlung der PFGE-Blocke wurden aus dem T. b. rhodesiense-Referenzdamm EATRO
174 mehrere  Blocke mit unterschiedlichen  Trypanosomenkonzentrationen  hergestd|t:
1,5x10°, 1,5x10°, 1,5x10°, 1x10°, 1,5x10° und 2x10°. Erst bei einer Konzentration von 1x10°
Trypanosomen pro ml Puffer war Uberhaupt en Bandenmuster zu erkennen, dieses jedoch
sehr schwach. Fir eine optimae Intenstét der Banden war eine Trypanosomen-Konzentration
von 1,5 bis 2x10° pro ml Puffer nétig (keine Abbildung).

Fir die Herstellung der restlichen PFGE-Blocke wurden Konzentrationen von 1,3 bis 2,8x10°
Trypanosomen pro ml Puffer verwendet, je nachdem wie vide prozyklische Trypanosomen
zur Verfligung sanden.

D.2.1.1.3 Auswirkung der Proteinase K-Menge und der Lange des Verdaus auf die
Qualitat der PFGE-Blocke

Um die Auswirkung von Proteinase K-Menge bzw. Lange des Verdaus auf die Quditét der
PFGE-Blocke zu testen (sehe C.4.1.1.4), wurden PFGE-Blocke des Feldstammes IG 2602
enma mit 100ug und eénma mit Img Proteinase K pro ml NDS-Puffer 48h lang verdaut. Ein
Tell der mit Img Proteinase K pro ml NDS-Puffer verdauten Blécke wurden anschliefiend mit
frischem Lyss-Mix (ebenfdls Img/ml Proteinase K) ein zweites Md 48h lang verdaut.

Des weiteren wurden PFGE-Blocke des T. b. rhodesiense-Refarenzstammes STIB 704 mit
1mg Proteinase K pro ml NDS-Puffer 78h lang verdaui.

In der PFGE zeigten die mit 100ug/ml NDS-Puffer verdauten Blocke nur schwache Banden
mit etwas smear Uber die gesamte Spur vertellt. Be den mit Img/ml NDS-Puffer verdauten
Blocke zeigten sich im Ergebnis keinerlei Unterschiede, egd ob 1x48h, 2x48h oder 1x78h
lang verdaut. Die Chromosomen konnten gut aufgetrennt werden, die Banden waren scharf
und leuchtend und kein smear entstand (keine Abbildung).

Um ene gute Auftrennung der Chromosomen zu erreichen, missen die PFGE-Blocke dso in
NDS-Puffer mit mindestens Img/ml Proteinase K inkubiert werden, wobel 48h ausreichend

and.
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D.2.1.1.4 PFGE-Testlaufe mit unter schiedlichen Laufgel-Hohen

Zur Untersuchung der Auswirkung der Laufgel-Hohe auf das PFGE-Ergebnis wurde das Ge
enmd 7mm (300ml) und eénma 4,5mm (=200ml) hoch gegossen (Sehe C.4.1.2.1).

Nach der PFGE war bei dem 7mm hohen Gd ene schlechte Auftrennung der Chromosomen
und en hochgradiger Verlus der Bandenschéfe zu sehen, wéhrend sich die Chromosomen
im 45mm hohen Ge sehr gut auftrennten und sch schaf und klar dargelten (keine
Abbildung).

D.21.2 Ermittlung von Parameterlissen zur optimalen Dargtelung von Mini-,

intermedidren und grof3en Chromosomen

Da die Bandbreite der ChromosomengrofRen (30kbp bis 5,7Mbp) keine Darstellung aler
Chromosomen durch enen enzigen Lasdf emoglichte, mussen mehrere Laufe gefunden
werden. Dies geschah empiriscch  aufgrund  von  Tedldufen, beserend auf der
Gebrauchsanweisung  fir den Rotaphor® Typ V Vers. 51 (BIOMETRA, 1992) und
verschiedenen Verdffentlichungen (VAN DER PLOEG et d., 1989 und 1992).

Eine Uberschtliche Auflisung der Laufkonditionen kann man der Tabele C5 (C4.14.1)
entnehmen.

Die Gd-Fotographien der Léufe O bis 111 snd in der Abbildung D.1 dargestellt. Zum besseren
Vergleich wurden Zonen markiert, woba ,MC* fur die Mini-, ,IC* fur die Intermedidr- und
,MBC" fir die grol3en Chromosomen stehen.
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Abh. D.1:

Molelularer Karyotyp von Typanosoma brce:-
Feldstimmen in den verschiedenen PFGE- Liufen

(Lauf 0-11II)

MELI1 2 3 4
. -

LIINEZ1 2 3 4

MINZ1 2 3 4 WIBC

s

900 Kby

Iz

150 kbp
e

Lanf]

Lauf'll
N1 Wlarker Szccharomyces cerevisioe, W2:Lamwbda ladder; M3 Wlarker Schizosaecharompees pombé

apur 1: HOWUBU H; Spar 2: HOMUBO HZ, Spar 3: HOWYBI HS; Spar SBOT/BL 60257

KBC: grofie Chrormosormen (=000 kg, [IC: Intermed idr-Chrorosormen (1 50-900kkg); MWC: Wirg-Chroraosoraen (=1 50k
kbp: kilo-Basenpaare



D.2.1.2.1 Auftrennung der Chromosomen von 95 bis 450kbp (Mini- und Intermediar-

Chromosomen)

Die Mini- und enen Tel der Intermedidr-Chromosomen konnte man in enem 24h-Lauf mit
ene Spannung von 10V/cm, enem Interval von 15s und enem Winkd von 110° auftrennen.
Als  Laufpuifer  wurde  10°C-warmer  0,25xTBE-Puffer  verwendet, bea  ener
Rotorgeschwindigkeit von 5 mit  dene  Spannungsunterbrechung  zwischen  den
Rotorbewegungen. Die 30-150kbp grofRen Mini-Chromosomen bewegten sich sehr  schnell
durch das Gd und liel}en sich ab ca 95kbp gut und eindeutig auftrennen. Unter 95kbp waren
die Banden ba den meigen Stdmmen jedoch aufgrund ihrer grofRen Anzahl nur schlecht
voneinander zu unterscheiden. Die Intermediér-Chromosomen (ab 200kbp) sellten sch ds
eindeutige, gut abgesetzte Banden dar (Abb. D.2).

D.2.1.2.2 Auftrennung der Chromosomen von 300 bis 840kbp (Intermediare

Chromosomen)

Eine optimae Auftrennung nahezu dler Intermediar-Chromosomen ereichte man mit enem
24hLauf, ener Spannung von 10V/cm, enem Intervdl von 50s und enem Winkd von 120°.
Als Laufpuffer  wurde  13°C-warmer  0,25XTBE-Puffer  verwendet, bea  ener
Rotorgeschwindigkeét von 5 mit ener  Spannungsunterbrechung  zwischen  den
Rotorbewegungen. Die 200-840kbp grof?en Molekile bewegten sch im Gd reativ schnell
und liefen sich ab ca. 300kbp gut und eindeutig auftrennen. Unter 300kbp konnten die
Chromosomenbanden nur schlecht ausgewertet werden, da sSe so nahe beieinander lagen, dass

Se optisch nicht voneinander zu trennen waren (Abb. D.3).

D.2.1.23 Auftrennung der Chromosomen von 450kbp bis 1,6Mbp (intermedidre und

grof3e Chromosomen)

Fast dle intermedidren und ein Tel der grof3en Chromosomen (450kbp bis 1,6Mbp) konnten
in e@nem 36hLauf, ener Spannung von 10 bis 9V/cm (linear), énem Intervall von 100 bis
10s (logarithmisch) und enem Winkd von 100 bis 125° (logarithmisch) aufgetrennt werden.
Als  Laufpuffer  wurde  13°C-warmer  0,25XTBE-Puffer  verwendet, bea  ener
Rotorgeschwindigkeét von 5 mit ener  Spannungsunterbrechung  zwischen  den
Rotorbewegungen. In diessm Bereich wurden die Chromosomen relativ gut und endeutig
vone nander getrennt (Abb. D.4).
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D.2.1.2.4 Auftrennung der Chromosomen von 1 bis 3Mbp (grof3e Chromosomen)

Die grof3en Chromosomen von 1 his 3Mbp wurden in enem 84hLauf aufgetrennt. Als
Laufpuffer wurde 11°C-warmer O,5XTBE-Puffer verwendet, bel ener Rotorgeschwindigkeit
von 5 mit ener Spannungsunterbrechung zwischen den Rotorbewegungen. Die Auftrennung
dieser besonders massigen Molekile gelang durch eine Spannung von 6 bis 2,5V/cm (linear),
enem Intervdl von 350 bis 50s (logarithmisch) und enem Winkd von 110 bis 100°
(logarithmisch). Die exakte Berechnung diesr Chromosomen ewies dSch jedoch ds
schwierig, dasich die Banden breit und verschwommen darstdlten (Abb. D.5).
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Abh. D.2:

Molekularer Karyotyp von Mypancsoma brucei-Feld- und -
Referenzstimmen bzw. -lonen im Bereich der Mini- (MC) umd
Intermediir-(IC)» Chromosomen (PFGE- Lauf 0)

MK L 2 3 4 5 6 7 2 5 10 11 1213 14

Creltaschen

Kbp 450
383

300

435
124

1455
85

NI Wlarker Szecharompees cerevisioe, W2 Iarker Lambda ladder

Feldstirnme: Spur 1: BOT/BU 62307, Spar 2 HOWDIG 2602, 5par 3: STUS/BT
31907, Spur 4: SUSEBU 3407, Spar 5: SUSBT 153202,

apr &: SUSBI 56103, Spar 12: 3TSEBT 37357
Beferenzstirame: T b gambienze: Spuwr 7. DAL &9 Spur 14: G. DOLD
T b rhodesienze: Spur 8: STIB 704

T b brucer: Spar 3: CL 5018, Spar 10: CF 2469,
apur 11: CF 547, Spar 13: 5TIB 345
kbp: kilo-Basenpaare
Lanfbedingungen: 10Wicrn, 15s-Intervall 110%, 24h.
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Abh. D.3:

Molelularer Karyoiyp von Tpanosoma brucei-Feldisolaten im Bereich
der Intermediir- Chromosomen (IC) (PFGE-Lauf Ty

MIMZLT 2 3 4 5 6 7 5 89 10

iFeltaschen E —

khp 1050
950

adll
Tal

T
G300
70

450
et

291
Iag

[

b

IVI1: Ivlatker Seccharompees cerevisize, IW2: Ivlarker Larabda ladder

spur 1: SUSBDT 13202 Spur 2: SUSET 1320, Spar 3: SUSBL 13972 Spuar 4
SUSBU 16904, Spur 5: SUSEBU 56103, Spur 6: BOT/BU 45302, Spar 7: BOT/BU
49202 Spoar &: BOT/BU 60207, Spaar 9: 3USBU 3307, Spoar 10: SUSBU 93207

khp: kilo-Basenpaare
Lanfhedimgurgen: 10V fery, S0s-Interall, 1207, 24h,
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Abh. D.4:

Molelularer Earyotyp von Mypanosoma brucei-Referenzstimmen umd
aus Menschen olierten Feldstimmen im Bereich der intermediizen (IC)
und grofen (MBC) Chromoesomen (PFGE-Lauf IT)

L1l 2 3 4 5 6 7 8 910 11

Creltaschen

Kop 1600 pABC

1050

250
adll

Tal
10
20
570

420 I

W1 Mlarker Seccharomyces cerevisiae, kbop: kalo-Basenpaare

T b brucei: spur 1: CL 2NE; Spar 2: CP 2468 Spar 3: CP 547,
spur & [LTat 1. 4C1; Spaar 5: STIB 345

T b rhodesiense: Spuy 9: EATRO 174 Spur 10: 5TIB 704

T b pambignse: Spur 11: DAL TACL &

Feldstarrne: Spoar 6 HOWDIG 2602, Spar 7: HOWIUG HI; Spur 8: HOWLUG H2

Launfhedingungen: 10-=9V /e (linear), 100-=10s-Intervalle (loganthrasch),
100-=125% (logarithrdsch), 36h.
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Ahbh. D.5:

Molelmularer Karyotyp von Mppanosoma brucei-Feldisolaten im Bereich
der groBen Chromosonen (MBC) (PFGE- Lauf 11Ty

12 2 4 5 a4 7 58 5 10 MING

Creltaschen

4600 bp
s 3000

2400
1600

1050

Iz

L1 Wlarker Seccharomyees cerevisiae,
I3 MWarker Schizosaecharompces pombé

Spar 1: 5TTSBU 3190 Spar 2: STSET 3199; Spar 3: 5USBU 56103,

apar 4 SUSBU 45302 Spur 5: SUSBT 49212, Spar 4: BOT/ET 16904,

Sspar 7 BOT/EDT 93257, Spur 8: BOT/BED 13902 Spur 9: SUSET 13204,

opar 10: SUSIBO 184557

khp: kilo-Basenpaare

Lanfhedinmunger: -=2 5Wern (linear), 350-=50s5-Intervalle
{logarithredschy), 110-=1007 {logarithrdsch), 24k



D.2.1.3 Untersuchungen zur Stabilitat des Karyotypes

Um zu zeigen, dass die mit der PFGE gewonnenen Ergebnisse reproduzierbar und damit
aussagekraftig sind, wurden verschiedene Untersuchungen zur Stabilitét des Karyotypes von
Trypanosomen durchgefthrt.

D.2.1.3.1 Vergleich desKaryotypes von Blutstrom- und prozyklischen Formen

Um zu zegen, dass der Kayotyp von Blutsromformen und Prozyklischen dessdben
Trypanosomenstammes identisch is, wurden vom Klon 3 des Fedsammes SUSBU 319/7
PFGE-Blocke sowohl aus Blutdtrom ds auch aus prozyklischen Formen der gleichen
Passage hergestellt (Sehe C.4.1.1.1 und C.4.1.1.2).

In dlen vier Laufen gdlten sch die Chromosomenmuster beider Formen genau gleich dar.
Abbildung D.6 zeigt die Mini-, Intermediar- und enen Tell der grof3en Chromosomen (Lauf O
und IlI). Fur die Léaufe | und Il gdlten sch identische Verhdtnisse dar (keine Abbildung).
Daaus kann geschlossen werden, dass Trypanosomen wahrend ihres Wandels von der
Blutstromform (im Endwirt Mensch oder Tier) in die prozyklische Form (im Ubertrager
Tsetse-Fliege) keine Anderung ihres Karyotypes erfahren.

D.2.1.3.2 Stabilitat des Karyotypes eines Klones im Verlaufe einer chronischen Infektion

in Mausen (frihe und spate Antigenvarianten)

Um im Endwirt Uberlében zu konnen, missen Trypanosomen bestdndig dessen
Immunantwort  entgehen. Das areichen dSe durch phasenweise  Anderung  ihres
Oberfléchenantigen-Types (variant antigen type, VAT), wodurch auch die verschiedenen
Paradtamien im Wirt entstehen (Sehe B.232). Daba bedimmt immer en VAT ene
Parastdmiewelle. Die Trypanosomen vermehren sch bis zur Paradtamiespitze, werden vom
Immunsystem des Wirtes erkant und langsam diminiet (Abfdl der Paradtémiewdle).
Inzwischen beginnen die Paraditen jedoch ihren VAT zu andern, diesr neue VAT kann dch
zunéchgt ungesttrt vermehren und bildet die néchste Parastdmiewele, bis das Immunsystem
auch diesen neuen VAT ds korperfremd erkannt hat, u.sw..

Da bei der Anderung des VATs Genverschigbungen auf den Chromosomen dattfinden (Sehe
B.2.3.2), ware es denkbar, dass auch der Karyotyp Anderungen der ChromosomengréRen
bzw. -vertellung efdrt. Um das zu untersuchen, wurde bel einer mit dem Klon 3 des
Feddammes SUSBU 319/7 infizieten Maus taglich Uber 42 Tage mittels Nativpréparat
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(C222) die Hohe ihrer Parastamie festgedtdlt. Aus jeder Parastamie-Spitze wurden
Trypanosomen isoliet (C.23.2), in Prozyklische umgewanddt (C.3.21), vermehrt und
PFGE-Blocke daraus hergestdlt (C.4.1.1). Dabel wurde davon ausgegangen, dass jede
Paastamie-Spitze hauptsichlich enen VAT représentierte. Die  einzdnen  Trypanosoment
Populationen wurden aus Zetgrinden nicht serologisch auf ihre Oberfléchen-Antigene hin
untersucht, jedoch kann mit hoher Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dass es sch
hierbel um verschiedene VATs handelte. Trypanosomen des VAT1 wurden an Tag 5, des
VAT2 an Tag 11, des VAT3 an Tag 20, des VAT4 an Tag 27 und des VATS5 an Tag 33

isoliert (Tab. D.4).
Tab. D.4

Parasitamieverlauf in einer mit dem Klon 3 des Trypanosomen-Feldstammes
SUS/BU 319/7 infizierten Maus

100
90

80

70

60

40

|
ol |
|
|

30

Trypanosomen/GF

20

10

0_
D I A . S N S S N N CHY. B S 7

Tagep.i.

Trypanosomen/GF: Trypanosomen pro Gesichtsfeld im Nativpraparat
T Entnahme von Trypanosomen zur Umwandlung in Prozyklische fiir die PFGE

In dlen vier Laufen gelten sch die Chromosomenmuster der verschiedenen VATS genau
gleich dar. In Abbildung D.6 snd Mini-, Intermedidr- und grofe Chromosomen dargestellt
(Lauf O und IlI). Identische Verhdtnisse gelten dch fir die Laufe | und Il dar (keine
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Abbildung). Daraus kann geschlossen werden, dass der Karyotyp von Trypanosomen auch
nach der Anderung ihres Oberflachenantigen Types stabil bleibt.

D.2.1.3.3 Vergleich desKaryotypes zweier Feldisolate und aus diesen gewonnener Klone

Da en TrypanosomenFddisolat ds ene Population von Individuen betrachtet werden muss
(sehe B.23.3), wurden, um die Aussagefdhigkeit der Untersuchung von Fedisolaten zu
bestétigen, zwel aus Schweinen gewonnene Feldgtabilate mehrmas von PELLMANN (1999)
geklont. Dabel wurde jewells genau en Trypanosom isoliert, eine Maus damit infiziert und
die sich daraus entwickelnde Trypanosomenpopulation untersucht.

In dlen vier Laufen gdlten sch die Chromosomenmuster der Klone 1, 2, 4 und 5 und ihres
Auggangs-Feldisolates SUS/BU 83/9, sowie der Klone 1, 2 und 3 und ihres Ausgangs-
Feldisolates SUSBU 319/7 identisch dar. Abbildung D.7 zeigt die Mini-, Intermedi&- und
einen Tel der grolen Chromosomen dar (Lauf O und II). Fur die Laufe | und 1lI stdlten sich
identische Verhditnisse dar (keine Abbildung fir Lauf |; die Dargdlung von Lauf 11l kann
Abb. D.6 entnommen werden). Daraus kann geschlossen werden, dass die in enem
passgieten Feldisolat vereinten Individuen den gleichen Kayotyp haben. Also haben
Aussagen, die mit Hilfe der PFGE Uber en bereits passagiertes Feldisolat gemacht werden,
fUr jedes der darin enthaltenen Trypanosomen-Individuum Gliltigkeit.
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Abh. D.b:

Vergleich des Karyotypes von Blutsirom- und prozyklischen Formen sowie
verschiedener Antigenvarianien

PFGE-Lauf 0: PFGE-LanfIII:

ML 1 2 34 5 6 7 Z 1 23 45 6 7 8 LIl W[5

N1 Ivlarker Saccharompees cerevisiae
II: Idarker Larnbda ladder
L3 Warker Sehizosaccharompess pombé

Spur 1: 3SR 21917 Spur 5 SUSBU 2197 CLI VAT 2
Spur 2: SUSBU 3197 C1 1 Spur & SUSBU 3197 CLIVAT 3
Spur 3: SUSBU 3197 C1 3 BSF Spur T SUSBU 190 CLIVAT 4
Spur &4 SUSBT 197 CLIVAT Spur &: SUSBU 190 CLI VAT 5
BSE: Blutstromform VAT Vanant Antizen Type
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Abb. D.T:

Yergleich des Karvoiypes zweier Feldisolate und aus diesen gewonnener
Elone

PFGE-Lanf'0: PFGE-Lanf'II:

1234567 28 2I1011IMKMI MI1Z 3 4 567585 10

L1 Inlarker Seccharompess cereviziae
II2: Ivlarker Larehbda ladder

apur 1: SUSEBLT 5306 apr 7 SUSBU 539 C1. 5
opr 2 STSBT 5307

opur 3: SUSEBT 5309 opr 2 SUSBT 31907

opur 4 STUSBDT 539 C1. 1 opr 9 SUSBT 3197 C1 1
opur & SUSBU 539 C1 2 opr 10: STSBT 31907 C1. 3
apur &: SUSBT 539 C1. 4 apur 11: STSBT 31909
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D.2.2 Untersuchung der Referenzstamme und —klone mit der PFGE

Ba der Daddlung der Refeenzdamme und —klone mit der PFGE wurde deutlich, dass
nehezu jeder enzene Trypanosomensamm oder —klon sein eigenes Chromosomenmuster
aufwest, welches dem anderer Stamme hdchstens ahnelt.

Da identische Proben in zwel verschiedenen PFGE-Geltaschen, vor dlem in innen oder auf3en
liegenden, aufgrund des eektrischen Feldes leicht unterschiedliche Bandenmuster ergeben
kénnen (VAN DER PLOEG et d., 1984; CHU e d., 1986), wurden mehrere Laufe mit
unterschiedlicher Positionierung der Proben durchgefiihrt.

Die PFGE ermoglichte ene deutliche Auftrennung von ChromosomenDNA im Bereich
zwischen 95kbp und 3000kbp. Alle Stamme besalien vidle, nahe beieinander liegende Mini-
Chromosomenbanden (im Folgenden "MC", nach ERSFELD e d., 1999; durchnummeriert
mit der kleinsen auswertbaren Bande des Stammes beginnend) im Bereich von 95 bis 194kbp
(Abb. D.8) und enige vereinzdte Intermedi&-Chromosomenbanden ("IC") zwischen 210 und
670kbp (Abb. D.8 und 9). Grole Chromosomenbanden ("MBC" = Mega-Basenpaar-
Chromosomen; ERSFELD et d., 1999) zeigten sch im Bereich von 1050 bis 3000kbp, die
jedoch aufgrund ihrer Masse nur schlecht ausgewertet werden konnten (Abb. D.9). Aus dem
dlgemeinen Bild fiden die deben T. b. gambiense-Stamme (DAL 69, DAL 72 Cl. A, TH
152, H1 CI, G. DOLO, H1 ZR und H2 ZR) heraus, die durchschnittlich weniger intermedidre
Chromosomenbanden zeigten ds die T. b. brucei- und T. b. rhodesiense-Referenzen (Sehe
D.223). Eine herausstechende, well etwas absats zwischen 550 und 650kbp liegende
Intermedi&-Chromosomenbande hatten die T. b. brucei-Referenzstdmme ILTat 1.4, CP 547
und CP 2469, sowie der T. b. rhodesiense-Referenzéamm EATRO 174 und der T. b.
gambiense-Referenzdamm H1 ZR, nur bel den beiden CP-Stdmmen lagen de jedoch auf
identischer Hohe.

Dre Banden fanden Sch bal nahezu dlen Referenzsdmmen:

Bande 2 be ca 85kbp, welche nur H1 ClI, H1 ZR und H2 ZR fehlte, Bande 64 bei ca
1600kbp, welche nur CP 2469 und G. Dolo nicht aufwiesen, und Bande 72 bel ca. 2900kbp,
welche nur CP 547 und ILTa 1.4 Cl. nicht hatten. lhre Nummerierung ergibt Sch aus der
Anzahl der insgesamt dokumentieten Banden und Se sollen im  Folgenden ds
Orientierungsmarken gdlten.
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Abh. D.3: Molelularer Karvoiyp von frypenosoma brucet-Referenzstaimmen
hzw. -klonen im Bereich der Mind- (=150kbhp) und Intermediiz- (150-T00khp)

Chromwosomen

Lafdl w21 2 34 5 6 7 8 9 10 11 121314

Geltaschen | l ‘ '

khp

450 ——
385
300
235
124
1455
Q5

Lanf'[:

Geltaschen

khp
Q50
240

Tal
710
20
4zl
3ai
291
194

27

1 IvI2 6 7 5 92101112 13 14

1T RN l

L1 Saccharompcas cerevizine, WI2: Larabda ladder, kbop: kilo-Basenpaare

T b hrucer: Spur 1 CL &M%, Spur 2 CF 2469, Spar 3: CF 547, 5par 4
[ITat 1.4 CL; Spur 5 STIR 345 B&

T b rhodesiense: Spar 6 EATRO 174; Spar 7: 5TIR 704

T b pambiense: Spar 5 DAL &9 Spur 9: DAL 72 CL; Spur 10: TH 152, Spar 11:
H1 CIL, Spar 12: G, DOLD; spur 13: H1 2R Spuar 14 H2 R
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Abh. D.9: Molelularer Karvotyp von Srppanosoma bricei-Referenzstimmen
bzw. -Jlonen im Bereich der Intermediir- (450-T00kbp ) und groBen (200)dhp-
JAMbp) Chromosomen

Lanf II:
4 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 15 14

Greltaschen
kbp
2400
1a00
1050
50
240
710
570
420

Lanf [1I:
Cheltaschey, _ viomvdl 1 34 5 6?3910 a 910 11121514 4

kbp
4600
3000
2400
1600
1050

II1: Saccharomyces cerevisine, WI3: Sehizosqecharomyess pombe,

khp: kilo-Basenpaare

T b brucer apur 1: CL 205, Spar 2: CF 2469, 5pur 3: CF 547, 5pur 4: [ITat
1.4CL; Spuar 5 5TIB 345 B4

I b rhodesiense: Spur & EATRO 174 Spuar 7: STIB 704

T b pambignse: spurs: DAL AR, Spur 9 DAL 72 CL; Spar 10: TH 152; Spar 11
H1 CL, 5pur 12: G DOLOD; Spar 13: H1 2R Spur 14: H2 ZR.
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Da es shwierig id, Objekte miteinander zu vergleichen, die augenscheinlich hochst
unterschiedlich and, beschrankt sich der nun folgende Text auf die kurze Beschrelbung der
Bandenanzahl der enzdnen St@nme und das  Hevorheben  besonders  auffdliger
Gemeansamkeiten. Detals Uber Bandenschétzwerte, sowie ihre Lage und Vertelung konnen
der Tabdle 1 aus dem Anhang entnommen werden. Eine umfassendere Anayse der
Ahnlichkeiten zwischen den Stdmmen befindet sich im Kapitd D.24.2.1 im Zusammenhang
mit der Cluster-Anayse.

D.2.2.1 Darstellung von Trypanosoma brucel brucei

Die 5 T. b. bruce-Referenzdédmme zeigten in dlen dra  Chromosomen Groféenklassen
mehrere  Banden, hatten jedoch im Bandenmuster nur wenig Gemensamketen. Die
Schétzgrolien, sowie Lage und Vertellung der Banden konnen Tabele 1 aus dem Anhang

entnommen werden.

Cl. 8/18 zegte insggesamt nur 11 auswertbare Chromosomenbanden. Seine 4 Mini-
Chromosomenbanden, mit seiner MC2 auf Hohe von Bande 2, hatten enen auffdlig grof3en
Abstand zwischen MC3 und MCA4. Von sainen 4 Intermedi&-Chromosomenbanden lagen IC1
bis 3 eigentimlich nah beieinander. Er besald 3 grole Chromosomenbanden, welche in ihrer
Lage mit den jeweils 3 letzten Banden von DAL 69 und TH 152 identisch waren. MBCL1 lag
dabei auf Hohe von Bande 64 und MBC3 auf Hohe von Bande 72.

CP 2469 hate insggesamt 19 auswertbare Chromosomenbanden. Seine 7  Mini-
Chromosomenbanden erweckten durch ihre recht regdmédgen Abstdnde voneinander einen
leiterartigen Eindruck. Seine MC2 lag auf Hohe von Bande 2. Er dhndte mit seainem Mini-
Chromosomenmuster stark STIB 704 (T. b. rh.). Von den 5 Intermedi&r-Chromosomen waren
IC1 und IC5 in ihrer Hohe jeweils identisch mit IC1 und IC3 von CP 547. Auch in der Lage
und Vertellung seiner 7 grof3en Chromosomenbanden dhnelte er dem Stamm CP 547, wobe
sch seine MBC7 auf der Hohe von Bande 72 befand.

CP 547 zegte insggesamt 15 auswertbare Chromosomenbanden. Sene 6 Mini-
Chromosomenbanden waren in ihrer Lage und Vertelung kaum mit denen der anderen T. b.
bruce-Refernzsémme vergleichbar, nur seine MC2 lag auf Hohe von Bande 2. Er wies 3
I ntermediar- Chromosomenbanden auf, von denen IC1 und IC3 auf jewells gleicher Hohe mit
IC1 und IC5 von CP 2469 lagen und seine IC3 damit in grofem Abstand von IC2. Seine 6
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groRen Chromosomenbanden konnten in ihrer Lage und Vertellung mit denen von CP 2469
verglichen werden, wobe seine MBCA4 in ihrer Lage mit Bande 64 identisch war.

ILTat 14 Cl. besad insggesamt 12 auswertbare Chromosomenbanden. Seine 5 Mini-
Chromosomenbanden &hndten in ihrer Lage und Vertelung denen von EATRO 174 (T. b.
rh.). MCl lag dabei auf HGhe von Bande 2. Die esen 3 saner 4 Intermediér-
Chromosomenbanden machten zusammen mit MC5 von ihren Abstdnden her enen sehr
regdmddgen, leteratigen Eindruck. Nur IC4 lag weter weg. Das Muger der 3 grof3en
Chromosomenbanden &hnelte dem von EATRO 174, wobe MBC1 auf gleicher Hohe mit
Bande 64 lag.

STIB 345 RA wies inggesamt 14 auswertbare Chromosomenbanden auf. Seine 4 Mini-
Chromosomenbanden lagen reativ dicht beieinander, mit MC2 auf Hohe von Bande 2 und
hatten einen sehr grof3en Abstand zu den Intermedidr-Chromosomen. Von letzteren besald er 5
Stiick, wobel IC4 und IC5 mit einigem Abstand von den restlichen IC ads Doppebande eng
zusammen lagen. Die letzten 4 sainer 5 grof3en Chromosomenbanden lagen auf der Hohe der
letzten 4 grofeen Chromosomen von DAL 72 Cl. A, wobe MBC2 in ihrer Lage identisch mit
Bande 64 und MBC4 mit Bande 72 war.

D.2.2.2 Darstellungvon T. b. rhodesiense

Es wurden nur zwe T. b. rhodesiense-Referenzamme mit der PFGE untersucht. Sie zeigten
mit den T. b. bruce-Referenzdéammen vergleichbar vide Mini- und Intermedi&r-, jedoch
weniger grofe Chromosomenbanden. Die Schétzgrofen, sowie Lage und Vertellung der
Banden kénnen Tabelle 1 aus dem Anhang entnommen werden.

EATRO 174 wies inggesamt 14 auswertbare Chromosomenbanden auf. Seine 7 Mini-
Chromosomenbanden waren in Lage und Vertelung ILTa 14 Cl. (T. b. b.) ser &hnlich,
wobei MC2 auf der Hohe von Bande 2 lag. Er wies 4 Intermedi&r- Chromosomenbanden auff,
mit einem grof¥en Abstand zwischen IC3 und IC4, wobei IC1 der IC1 von STIB 704 und IC3
der 1C5 von STIB 704 in ihrer Lage entsprachen. Seine 3 grofien Chromosomenbanden waren
in ihrem Muger identisch mit den jewels letzten 3 MBC von STIB 704, H1 ZR und H2 ZR
(die letzten beiden gehdren zu T. b. g.), wobel MBC1 auf Hohe von Bande 64 und MBC3 von
Bande 72 lagen.
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STIB 704 hatte insgesamt 16 auswertbare Chromosomenbanden: 6 Mini, 6 Intermedidr- und
4 grol¥e Chromosomenbanden. Sein Bandenmuster war teilweise mit dem von EATRO 174
vergleichbar, jedoch nur enzelne Bandengrofien identisch. Seine MC2 lag auf Hohe von
Bande 2. Besonders auffdlig waren 4 saner Intermediar-Chromosomenbanden (IC3 bis 6),
die sehr nahe beieinander lagen. Seine 4 grofen Chromosomenbanden waren in ihrer Lage
identisch mit denen von H1 ZR (T. b. g.), wobed MBC2 in ihrer Hohe mit Bande 64 und MBC
4 mit Bande 72 identisch waren.

D.2.2.3 Darstellungvon T. b. gambiense

Zwe T. b. gambiense-Referenzen aus der Elfenbeinkiste (DAL 487 Cl. A und AO 83)
konnten nicht mit der PFGE untersucht werden, da es sdbst unter Zugabe von Aconit- und
Zitronensdure nicht mdglich war, de in Prozyklische zu tranderieren und genligend
Trypanosomen zu erhdten. Die deben in der PFGE untersuchten T. b. gambiense-Stdmme
zeigten durchschnittlich  weniger  Intermedi&-Chromosomen ds T. b. bruce und T. b.
rhodesiense. Die Anzahl der Mini- und der grofien Chromosomen war jedoch vergleichbar
mit den Ubrigegn Referenzen. Die SchéizgroRen, sowie Lage und Vertelung der
Chromosomenbanden lassen sich aus Tabelle 1 im Anhang entnehmen.

Am wenigden auswertbare Banden (insgesamt 8) zeigte DAL 72 Cl. A, der nur 2 Mini-
Chromosomenbanden, und keine Intermedi&-Chromosomen aufwies. Chromosomenbanden
auf gleicher Hohe mit seiner MC1 (auf Hohe von Bande 2) und MC2 wiesen auch STIB 704
(T. b. rh.), DAL 69 und TH 152 auf. Seine 6 grolRen Chromosomenbanden dhnelten in ihrer
Lage und Vertellung denen von DAL 69, TH 152, H1 Cl und H1 ZR, wobe seine MBC3 auf
Hohe von Bande 64 und MBC6 von Bande 72 lagen.

DAL 69 hate inggesamt 11 auswetbae Chromosomenbanden. Seine 6 Mini-
Chromosomenbanden dhnelten in ihrer Lage und Vertellung denen von TH 152, wobei MC1
auif Hohe von Bande 2 lag. Er besald genau wie DAL 72 Cl. A keine Intermedi&-
Chromosomen. Er hatte 5 grofRe Chromosomenbanden, die in ihrer Lage und Vertelung
denen von DAL 72 CI. A, TH 152, H1 ClI und H1 ZR &hndten, wobel MBC3 in ihrer Hohe
identisch mit Bande 64 und MBC5 mit Bande 72 waren.

TH 152 zegte inggesamt 14 auswertbare Chromosomenbanden. Von seinen 8 Mini-
Chromosomenbanden waren 4 in ihrer Lage identisch mit denen von DAL 69, wobe MC1
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ausf Hohe von Bande 2 lag. Er wies ebenfdls kene Intermedidr-, jedoch 6 grof3e
Chromosomenbanden auf, die in ihrer Lage und Vertelung denen von DAL 72 Cl. A, DAL
69, H1 Cl und H1 ZR &hndten. Seine MBC4 befand sich auf Hohe von Bande 64 und MBC6

von Bande 72.

H1 ClI hate insggesamt 11 auswertbare Chromosomenbanden. Seine 4  Mini-
Chromosomenbanden waren in ihrer Lage mit denen von H1 ZR und H2 ZR identisch. Er
zeigte 2 Intermediar-Chromosomenbanden, die in ihrer Lage IC1 und IC2 von H2 ZR
entsprachen. Seine 6 grof3e Chromosomenbanden dhnelten in ihrer Lage und Vertellung denen
von DAL 72 Cl. A, DAL 69, TH 152 und H2 ZR, wobei MBC3 in ihrer Hohe mit Bande 64
und MBC5 mit Bande 72 identisch waren.

G. DOLO besad inggesamt 9 auswertbare Chromosomenbanden. Seine 4 Mini-
Chromosomenbanden lagen nah beienander und MC1 auf Hohe von Bande 2. Er zegte
lediglich ene intermedidre Chromosomenbande, welche in ihrer Lage mit der 1IC2 von CP
2469 (T. b. b.) identisch war und grof¥en Abstand zu den MC haite. Sein Bandenmuster der 4
grolzen Chromosomen &hndte dem von H1 Cl, wobe MBC4 auf Héhe von Bande 72 lag.

H1 ZR zeigte inggesamt ebenfdls 11 auswertbare Chromosomenbanden. Seine 4 Mini-
Chromosomenbanden entsprachen in ihrer Lage denen von H1 ClI und H2 ZR. Seine 3
Intermediar-Chromosomenbanden lagen in grofiem Abstand zu den MC, und nur IC1 zeigte
gch in ihrer Lage identisch mit IC3 von H2 ZR. Die 4 grol¥en Chromosomenbanden lagen
vergleichbar mit denen von STIB 704 (T. b. rh.), wobe sch MBC2 auf Hohe von Bande 64
und MBC4 von Bande 72 befanden.

H2 ZR wies inggesamt 12 auswetbare Chromosomenbanden auf. Sene 4  Mini-
Chromosomenbanden waren in ihrer Lage mit denen von H1 Cl und H1 ZR identisch. Von
snen 4 Intermedié-Chromosomenbanden entsprachen IC1 und IC2 in ihrer Lage denen von
H1 CI, und IC3 entsprach IC1 von H1 ZR. Sein Bandenmuster der 4 grol®en Chromosomen
dhnelte dem von H1 ClI, wobe MBC1 auf Hohe von Bande 64 und MBC4 von Bande 72

lagen.

D.2.2.4 Vergleich von humanserumresistenten und —sensiblen Referenzen

Eine Eintelung der Referenzen in humanssrumresgent bzw. —sengtiv aufgrund von PFGE-
Ergebnissen war nicht mdglich. Auch konnten die dre Subspezies Trypanosoma brucei
brucel, T. b. gambiense und T. b. rhodesiense nicht eindeutig durch die PFGE differenziert
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werden. Auffdlig war jedoch en Hervorgechen der Gambiense-Gruppe, die durchschnittlich
weniger Intermedia-Chromosomen ads T. b. brucei und T. b. rhodesiense zegte Eine
Aufligung der Referenztdmme und —klone unter Angabe ihrer ChromosomenAnzahl im
auswertbaren Bereich (95-3000kbp) kann Tabelle D.5 enthommen werden.

Tab.D.5

Auflidung der Referenzsdmme unter Angabe ihrer ChromosomenAnzahl im Bereich von
95-3000kbp

Subspezies Name Mini-Chr. Intermedidr-Chr. | Grof3e Chr.
T. b. brucei: ILTat 1.4 Cl. 5 4 3
CP547 6 3 6
CP 2469 7 5 7
Cl. 8/18 4 4 3
STIB345RA |4 5 5
T. b. rhodesiense: | EATRO 174 7 4 3
STIB 704 6 6 4
T.b. gambiense: |DAL 72Cl.LA |2 0 6
DAL 69 6 0 5
TH 152 8 0 6
G. DOLO 4 1 4
H1Cl 4 2 6
H1ZR 4 3 4
H2 ZR 4 4 4

Chr.: Chromosomen

T. b.: Trypanosoma brucei
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D.2.3 Untersuchung der Feldisolate mit der PFGE

Die Fddisolate aus Bulutwe, Sidost-Uganda gdlten sch in ihrem Bandenmuder sehr vid
homogener dar ds die Referenztémme und konnten deswegen 5 Grundmustern zugeordnet
werden (Tab. D.6 und 7). Da identische Proben in zwe verschiedenen PFGE-Geltaschen, vor
dlem in innen oder aul¥en liegenden, aufgrund des dektrischen Feldes leicht unterschiedliche
Bandenmuster ergeben kénnen (VAN DER PLOEG et d., 1984; CHU et d., 1986), wurden
mehrere Laufe mit unterschiedlicher Positionierung der Proben durchgefihrt.

Die PFGE ermoglichte ene deutliche Auftrennung von ChromosomenDNA im Bereich
zwischen 95kbp und 3000kbp. Alle Stamme besal3en dhnlich vide, nahe beleinander liegende
Mini-Chromosomenbanden  (im  Folgenden "MC®, nach ERSFELD e d. 1999
durchnummeriert mit der klengen auswertbaren Bande des Stammes beginnend) im Bereich
von 95 his 200kbp und enige Intermedi&r-Chromosomenbanden ("IC") zwischen 210 und
680kbp. Grole Chromosomenbanden ("MBC" = Mega-Basenpaar-Chromosomen; ERSFELD
et d., 1999) zeigten sie unterschiedlich vide im Bereich von 1010 bis 3000kbp, die jedoch
aufgrund ihrer Masse nur schlecht ausgewertet werden konnten. Eine herausstechende, well
etwas absats zwischen 480 und 680kbp liegende Intermedidr-Chromosomenbande hatten die
Stémme SUS/BU 561/3, HOM/BU H1 und 2, sowie HOM/IG 2602.

Die Schétzgrolen, sowie Lage und Vertellung der Chromosomenbanden lassen sch aus den
Tabdlen 2-4 im Anhang entnehmen. Eine umfassendere Andyse der Ahnlichkeiten zwischen
den Stdmmen befindet Schim Kapitd D.2.4.2.2 im Zusammenhang mit der Cluster-Anayse.
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Abh. D.10:

Molekularer Earyotyp von Mapanosomae brucei-Feldstimmen bzw. -Konen im Bereich der Mini- (=150kbp) und
Intermediir- (150-450khp) Chromosomen (PFGE-Lauf 0)

MINEL 2 34 567 8 9101112 131415 16 1718 1920 212233324 25 26 27 28
Cleltaschen — P Y Y ——— = . ——

= AT AT ‘ AR ™

Bofaster 1

BI1: Dlarbier Socchoromm i es cepevisiae; L2 hladier Lanbds lad-iu', Lbp: kilo- Basmpaare

Mbucter 1: Spawr 1: STTS/ETT 8306, Spomr 20 STTSBT 8307; Spar 3: SUTSET 239, Spor 4 SUSET 830 C1 1; Spar 5: STTS/BU 839 C1. 2; S 6:
SUSETEEM C1d; Spor 7 SUSETT 230 CL 5

Dbaster 3: Spamr &: STTS/ETT 21007, Spomr & STTSETT 31007 CL 1; Spam 10: STTSETT 31907 CL 3; Spomr 11: STTSETT 373/47; Spr 12: STTSETT
124507, Spor 13: STTSETT 13204

Mbaster 3: Spor 14: BOT/ETT 48372 S 15: BEOTETT 40202; S 16: STTAET 3407, Spr 17: SUSETT 13072

Bbucter 4: Spar 18: STTSETT 3199, Spar 19 STISETT 16904 Spar 20: STTSEIT 9327

Dibaster 5: Spor 21: HOMET HI,; Spur 22: HOMET H2; Spor 23: HOMET HS; Spur2d B0 TET 60247; Spur 25: HOMUIE 2602
Spur 26: SUISET 13242 Spur 27: SUSET 56143, Spr 28: EOTE 62547
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Abb. D.11:

Molelularer Earyotyp von Mpanosoma brucei-Feldstammen bzw. -Konen im Bereich der Intermediir-
Chromosomen (150-840kbp) (PFGE- Lauf I)
I‘u'IlI‘u'Dl 234 5 6? 2010 1112 13 14 15 14 17 18 19 EIZI 21222324252 X7 28
Mbacter 1

Geltaschen | — — -—- Lo i
| )
MIL: Dlakier Sacchemom wees cepevisiae; M2 hladker Lanbda ladder; khp: Kilo-Bacerpaare

Muster 1: Spor 1: SUSET §346; Spur 2 SUSET $3/7; Spar 3 SUSET $3/5; Spar 4 SUSET £39 CL 1; Spar 5: SUSET 839 CL. 2; S 6:
SUS/ETT &3/ C14; Spor 7: SUSET 838 L 5

Mfuster 2: Spor % SUSET 31947; Spar & SUSET 31907 C1 1; Spor 10: SUSET 31847 CL 3; Spur 11: SUSET 37347, Spor 12: STUSET
1245/7; Spur 13: SUSET 13244

fster 3: Spor 14: EOT/ET 4834 Spur 15: EOTET 4924 Spor 16: SUSEU 3477; Spar 17: SUSET 13902

Mfnster 4: Spor 13 STTSET 31049, Spar 19: SUSETT 1694, Spur 20: SUSETT 93247

Khp

Mbaster 5: Spur 21 HOMET HL; Spor 22: HOMET H; Spar 23: HOMET HS; Sparad B0 TET 60247; Spar 25: HORLIG 2602
Spir 26: SUSET 13242; Spor 27: SUSEU 56173; Spr 28: EOTEU 62347



Ahb. D.12:

Molelularer Earvotyp von Typancsoma brucel-Feldstimmen bzw. -Konen im Bezeich der Intermediziz- (450-

T00khp) und groben (900kbhp- L6Abp )Chromosomen (PFGE- Lauf IT)
W11 2 3 45 6 78 0101112 13 1415 16 17 15 15 2021222524 25 26 2728

Creltaschen %5 T %
khp
2400
1a00
1050
Q50
240
710
i
450

ML hlarkier Soccfemom yees cerevisioe; kbp: kilo-Baserpaare

Mhaster 1: Spomr 1: SUTSET 305; Spar @ SUSETT 8307, S 3: SUTSET 8349, Spor 4: SUSET 8300 CL 1; Spr §: SUS/BTT 8300 CL 2; Spoar 6:
SUS/BTTEEM C14: S 7: STTSEBTT 330 C1. 5

Mbaster 2: Spomr 8: STIS/ETT 31907 S O STUSET 3107 CL 1; Spar 10: STISETT 31907 CL 3; Spar 11: STISUETT 37307, Spar 12 STTS/BTT
18457 Sparr 13 STTSETT 13204

Mhaster 5: Spor 14: BOT/ET 43342 Spor 15: EQTET 49242, Spr 16: SUAET 3477, Spar 17: SUSET 13042

Mhaster 4: Spor 18: STTSET 31909 Spor 19 STTSETT 1694, Spr 20: STTS/ETT 932,47

Mhaster 5: Spor 21: HOMYETT H; Spor 22: HOMET H2; Spor 23: HORYETT HY; Spar24 EOTET 602/7; Spur 25: HORLIG 2602

Spr 26; SUSET 13242; Spoar 27: SUSEBT 56173; Spur 28: EOTVETT 6237
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Abh. D.13:

Molekularer Karyotyp von Tapanosoma brucei-Feldstimmen bzw. -Konen im Bemeich der Intermedizr- (450-
T00kbp) und groBen (200kbp-35Thp) Chromosomen (PFGE- Lauf IIT)
WIS 1 2 3 45 8 910 111213 1415 16 17 18 1920 21222324 25 26 27 28

LALLLE L LTTET L L

kbp
4600
3000
2400
1600
1050
430

M1 Markier S wees corevisiae; ]!uP. Dlarder Eﬂﬁnxmaﬁﬂ.hm'myﬂe.s pm-?:'é, l-:hp. Lilo- Buu@am

Dbuster 1: Spar 1: STTSETT 8306, Spar 2: STISETT 8307 Spo 3: SUTSETT 834, Spoor 4 STUSETT 839 CL 1; Spr 5: STTS/ETT 234 C1. 2
Duster 3: Spar % STISETT 31907, Spoor &0 STUSET 31907 CL 1; Spar 10 STISETT 31907 CL 3; Spar 11: STUSETT 37307 Spor 12: STISET
184507, Spor 13: STTSETT 13204

Duster 3: Spor 14: EQTET 483/ Spr 15: BEOTVETT 49242, Spr 16: SUSETT 3407, S 17: STSETT 13002

Dbaster 4: Spar 18: STTSUBTT 31909, Spar 19 STTSETT 16904, Spor 20: STTSUETT 23247

Master 5: Spor 21 HORMET HL; Spor 22: HOMYEU H2; Spor 23: HOMET HS; Spord4 B0 TET 60247, Spar 25: HOMAIG 2602
Spur 26: STTSET 132/2; Spor 27: SUSET 561/3; Spor 28: BOTET 62347



D.2.3.1 AusTieren isolierte Stamme

Ein Grodel der aus Rindern und Schweinen isolieten Stamme lief3 sch durch Anzahl und
Vertellung seiner Chromosomenbanden 4 verschiedenen Grundmustern zuordnen (Tab. D.6).
Einige Bandenmuster waren dabe komplett identisch, jedoch kamen auch geringe
Abweichungen vor. Diese werden im Text beschrieben.

4 Samme fiden aus diesr Zuordnung heraus, da se en sehr eigentimliches Chromosomen
Bandenmuster  aufwiesen: SUSBU 1322 (Humanssrum-sengitiv), SUSBU  561/3
(Humanserum-subresistent), BOT/BU  602/7 und BOT/BU 623/7 (beide Humanserum-
resstent). BOT/BU 602/7 wurde aufgrund seiner Ahnlichkeit mit den aus Menschen isolierten

Feldstdmmen zusammen mit diesen dem Grundmuster 5 (Tab. D.7) zugeordnet.

Alle aus Tieren isolieten St@mme zeigten keine Chromosomenbanden im Bereich von 450
bis 1010kbp, aulRer SUS/BU 561/3 (Schwein), der eine einzelne Bande bel ca. 700kbp

aufwies.

Tab. D.6

Eintelung der aus Tieren isdlieten Fddgamme (Isolierungsdatum in - Klammern) aufgrund
von Anzahl und Lage ihrer Chromosomenbanden

Muster 1 Muster 2 Muster 3 Muster 4

SUS/BU 83/6 (3/92) | SUSBU 319/7 (4/92) | BOT/BU 492/2 (3/91)| SUSBU 319/9  (7/92)
SUS/BU 837 (4/92) |SUSBU319/7Cl.1  |BOT/BU 4832 (3/91)| SUSBU 169/4  (8/91)
SUS/BU 839 (7/92) |SUSBU 319/7Cl.3 | SUSBU 347/7 (4/92) | SUSBU 9327 (4/92)
SUS/BUS3/9CI.1  |SUSBU 1324 (8/91) | SUSBU 139/2 (3/91)
SUS/BUS3/9CI.2  |BOT/BU 1845/7 (4/92)
SUS/BUS39Cl.4  |SUSBU 3737 (4/92)

SUS/BU 83/9 CI.5
SUS: sus (Hausschwein); BOT: Bos taurus (Rind) (WHO, 1986); Cl.: Klon

Dem Muser 1 konnten 3 Trypanosomen-Stamme, die dle 1992 (Mérz, April, Juli) aus dem
Schwein Nr. 83 isoliet wurden, und 4 aus enem diesr Stamme gewonnener Klone
zugeordnet werden. Die Stdmme und Klone verhidten sch zT. Humanserum-senstiv (4) und
2T. -subresgtent (3). Dem Muster 2 entsprachen 3 aus verschiedenen Schweinen, jedoch fast
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dle im April 1992 isoliete Stamme (bis auf SUSBU 132/4, welcher im August 1991 isoliert
worden war), sowie 2 aus enem diesr Stdmme gewonnene Klone, die sch dle bis auf
SUSBU 319/7 Cl. 1 (sendtiv) Humanserum-subresistent verhidten. Zusdtzlich wies dieses
Muder en ebenfdls im April 1992 aus e@nem Rind isolieter Stamm auf, wedcher dch
ressent zeigte. Dem Muster 3 wurden 2 im Mé&z 1991 aus Rindern und 2 im Mé&z 1991,
bzw. April 1992 aus Schweinen isoliete Stdmme zugeordnet, die sch Humanserum-sengtiv
(1), -subresstent (2) und -resgent (1) verhidten. Dem Muser 4 entsprachen 3 aus
verschiedenen Schweinen im August 1991, April bzw. Juli 1992 isoliete Stamme, die sich
Humanserum-sengitiv (1) und -subresistent (2) zeigten (vgl. Tab. D.2).

Grundmuster 2 umfasst dso ds enzige Gruppe hauptsichlich subresstente Stamme (4) und
eénen resgenten Stamm. Die einzige Ausnahme hildet en sendgtiver Stamm, der jedoch en
Klon (Cl. 1) des ansonsten subres stenten Feldstammes SUSBU 319/7 i<,

Die Grundmuster 1, 3 und 4 umfassen dagegen Stamme, die nahezu dle Grade der
Humanserum-Resistenz  aushilden. Eine Verbindung der gruppierten Stdmme lasst dch eher
Uber ihr Isolierungsdatum herstellen. So entsprechen dem Mudter 3 hauptsichlich im Méarz
1991 isolierte Stamme.

Mini-Chromosomen. Die aus Rindern und Schweinen isolieten Stdmme zeigten bis auf
SUS/BU 561/3 (Schwein), BOT/BU 623/7 (Rind), SUSBU 373/7 (Schwein) und BOT/BU
602/7 (Rind) ein identisches Bandenmuster von 4 auswertbaren Mini-Chromosomenbanden.
Diese lagen auf Hohe der Banden 1, 3, 8 und 10. Die aus dem Schwein 83 isolierten Stdmme
(SUS/BU 83/6, 83/7 und 83/9 samt sainer Klone 1, 2, 4 und 5) hatten noch eine zusitzliche
Mini-Chromosomenbande auf Hohe der Bande 16 und der Stamm SUS/BU 139/2 (Schwein)
elne zuséizliche Bande auf Hohe der Bande 2.

Die 4 in ihrem Mini-Chromosomenmuster abweichenden Stamme  verhidten  sSich
Humaenserum-resistent  (BOT/BU  602/7 und 623/7, SUSBU 373/7) und -subresistent
(SUSBU 561/3) (vgl. Tab. D.2). Die 3 resgenten wiesen vide (5), ndher beenander
liegende Mini-Chromosomenbanden auf, der subresistente SUS/BU 561/3 (Schwein) jedoch
nur 3 kleine, sehr nahe belenander liegende, wobei diese in ihrer Lage MC2-4 von BOT/BU
623/7 (Rind) und MC1-3 von BOT/BU 602/7 (Rind) genau entsprachen und sich auf Hohe
der Banden 2, 3 und 4 befanden.
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Intermedi&r-Chromosomen:  Die  Intermedi&-Chromosomenbanden-Muster der aus  Tieren

isolieten Stdmme waren nicht 0 enhaitlich wie die der Mini-Chromosomen, weshab die
St&mme nun den 4 Grundmustern (Tab. D.6) zugetellt wurden. Nehezu dle Stamme wiesen 6
Intermedi&r- Chromosomenbanden auf, bis auf SUSBU 83/7 (Schwein) und BOT/BU 602/7
(Rind), welche beide nur 5 Intermedi&-Chromosomenbanden besalien. Die Stdmme zeigten
keine Chromosomenbanden im Bereich von 450 bis 1010kbp, aul3er SUSBU 561/3
(Schwein), der eine Bande bei ca. 700kbp aufwies.

Muster 1 zegte 6 Intermedidr-Chromosomenbanden auf Hohe von Bande 21, 29, 34, 42, 44
und 48, genau s0 ddlten sch der aus dem Schwein 83 isoliete Stamm SUS/BU 83/9 und
seine Klone Cl.1, 2, 4 und 5 dar. SUSBU 83/6 und 7 unterschieden sich davon durch das
Fehlen einer Bande auf Hohe von Bande 29. IC3 von SUSBU 83/7 lag aul3erdem ein wenig
unterhalb der durchschnittlichen 1C4 auf Hohe von Bande 41 (angtatt 42). SUSBU 83/6
zdgte @ne zusizliche Bande auf Hohe von Bande 19, so dass nur SUSBU 83/7 insgesamt

ene Intermedi&r- Chromosomenbande weniger (namlich 5) aufwies.

Die Stamme SUSBU 1324 (Schwein), BOT/BU 1845/7 (Rind) und SUSBU 319/7
(Schwein), seine Klone Cl.1 und 3, sowie dessen verschiedene VATs mit dem Muster 2
zagten ihre 6 Intermedi&r-Chromosomenbanden auf Hohe der Banden 21, 22, 32, 38, 39 und
42. Damit d&hndten Se sehr dem Banden-Mudter der StAmme mit den Grundmustern 3 und 4.
Nur SUSBU 373/7 (Schwein) unterschied sich durch eine nach unten verschobene IC3 (von
Hohe der Bande 32 auf Bande 30).

Muster 3 wies 6 Intermedidr-Chromosomenbanden auf Hohe von Bande 20, 22, 30, 38, 39
und 41 auf und genau 0 delten sich die Stdmme BOT/BU 492/2 (Rind), BOT/BU 483/2
(Rind) und SUSBU 347/7 (Schwein) dar. SUSBU 1392 (Schwein) zeigte ads enzigen
Unterschied eine nach oben verschobene IC6 (von Hohe der Bande 41 auf Bande 42). Mit

diesem Mugter hndlten sie sehr den Stammen aus den Grundmustern 2 und 4.

Die Stdmme SUSBU 319/9 (Schwein) und SUSBU 169/4 (Schwein) mit dem Muster 4
zeigten ihre 6 Intermedidr-Chromosomenbanden auf Hohe der Banden 20, 22, 32, 38, 39 und
42, dhndten dso sehr den StAmmen mit den Mustern 2 und 3. SUSBU 932/7 (Schwein)
unterschied sch nur durch ene nach oben verschobene 1C6 (von Hohe der Bande 42 auf
Bande 43).

Die nun folgenden Stmme konnten keinem Muster zugeordnet werden.
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SUSBU 1322 (Schwein) zeigte 8 Intermediar-Chromosomenbanden, wobel 1C2 und 3,
sowie |C6 und 7 durch ihre ausgepragte Nahe zueinander jewells eine Doppelbande bil deten.

Von den 7 Intermedia-Chromosomenbanden des Stammes SUS/BU 561/3 (Schwein) lagen
IC2-5 sehr nahe beleinander, wobel 1IC4 und 5 sogar eine Doppelbande ausbildeten. Als
enziger aus Tieren isolieter Stamm hette er eine von den Ubrigen Intermediér-Chromosomen
abgesetzte Bande bel ca. 700kbp.

BOT/BU 623/7 (Rind) zegte ebenfdls 7 Intermedi&r-Chromosomenbanden, wobe seine
letzten 3 sehr nahe beieinander lagen.

De Stamm BOT/BU 602/7 (Rind) hatte nur 5 Intermedi&r-Chromosomenbanden, von denen
| C2-4 sehr nahe beieinander lagen und 1C5 erst in gréfl3erem Abstand darauf folgte.

GroRRe Chromosomen: In Anzaehl und Lage ihrer auswertbaren grof3en Chromosomen zeigten

dch die aus Rindern und Schweinen isolieten Stdmme wieder enhetlicher. Die S&mme mit
den Mustern 2, 3 und 4 zeigten dle nur 2 grof3e Chromosomenbanden auf Hohe der Banden
62 und 66. Mugter 1 wies dagegen 6 grof3e Chromosomenbanden auf, mit MBC1 beraits bel
ca 1050kbp und damit in einigem Abstand von den restlichen MBC. Thre MBC2-4 lagen sehr

nahe baieinander.

Ebenfals nur 2 grof3e Chromosomenbanden zeigte der Stamm BOT/BU 623/7 (Rind), jedoch
auf Hohe der Banden 61 und 70.

SUSBU 312/2 (Schwein) hatte 5 grofe Chromosomenbanden, wobei MBC2 und 3 sowie
MBC4 und 5 nahe beieinander lagen.

Auch BOT/BU 602/7 (Rind) zeigte 5 grole Chromosomenbanden mit einer MBC1, die sch
in enigen Abstand von den redlichen MBC be ca 1010kbp befand, und sehr nahe
beleinander liegenden MBC3 und 4.

Von den 6 grofRen Chromosomenbanden des Stammes SUS/BU 561/3 (Schwein) lagen MBC2
und 3 sowie MBC4-6 sehr nahe beieinander.
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D.2.3.2 AusMenschen isolierte Stamme

Die 4 aus Menschen isdlieten Fddgtéamme haten sehr @hnliche, jedoch keineswegs
identische  Chromosomenbanden. |hre Mugter &dhnelten demjenigen von BOT/BU 602/7,
welcher jedoch aus enem Rind isoliet worden war. Mit ihm zusammen wurden se ds
Muster 5 zusammengefasst (Tab. D.7).

Tab. D.7

Eintelung der aus Menschen isolieten Feldddmme und des aus enem Rind stammenden
BOT/BU 602/7 aufgrund von Anzahl und Lage ihrer Chromosomenbanden (M uster 5):

BOT/BU 602/7 | HOM/BU H1 HOM/BU H2 HOM/BU H5 HOM/IG 2602

BOT: Bostaurus (Rind); HOM: Homo sapiens (Mensch) (WHO, 1986)

Alle Stamme mit dem Muse 5 waen Humanserum-resgent. Se wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (Februar 1990, November 1990, April 1991, April 1992)
isoliert.

Min-Chromosomen: Die 4 S&mme wiesen 5-6 auswertbare Mini-Chromosomenbanden auf,
wobe se dle Banden auf Hohe von Bande 2 und 8 hatten. Die Banden erweckten durch ihre

regeméige Anordnung einen leterartigen Eindruck.

Intermedi&r-Chromosomen: Von ihren 6-7 Intermedi&r-Chromosomenbanden waren nur die
auf Hohe von Bande 18 in ihrer Lage identisch. Die IC von HOM/IG 2602 waren sehr
regelméaldg, leiterartig angeordnet bis auf 1C6, welche bei ca. 480kbp etwas absaits lag. Auch
HOM/BU H1 und 2 zeigten eine solche abgelegene letzte IC, jedoch hoher, bei ca. 600kbp
gelegen.

GroRRe Chromosomen: Von ihren 4-6 auswertbaren grof?en Chromosomenbanden waren die
letzten 3 in ihrer Lage identisch und auf Hohe der Banden 66, 67 und 72 gelegen. Die
Stémme HOM/BU H1, 2 und 5 hatten zusétzlich dazu eine etwas absats gelegene Bande be
ca. 1400kbp und H5 noch eine bal ca. 1010kbp. HOM/IG 2602 zeigte 2 solcher abgelegenen
Banden bei ca. 1010 und 1100kbp.
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D.2.3.3Vergleich humanserumresistenter und -sensibler Stammen

Die Eintelung der Fddsdmme, weche ja auf der Grundlage ihrer Bandenmuster ergdlt
wurde (Tabb. D.6 und D.7), zeigte bereits, dass die Grundmuster 1, 3 und 4 St&mme
umfassen, die nahezu dle Grade der Humanserum-Resstenz aushbilden. Nur die Muster 2 und
5 veranigen subresgente bzw. resgente Stamme, mit der Ausnahme vom Klon 1 des
Fddgammes SUSBU 319/7 (Muder 2), der sch im Gegensatz zu seinem Mutterstamm
Humanserum-sengitiv - verhidt. Die Bandenmuster der hauptsichlich aus Menschen isolierten
Stamme mit Muger 5 waren jedoch unterschiedlicher voneinander ds die Bandenmuster der
Sanme, welche enem der redlichen Grundmuster zugeordnet wurden. Von dem PFGE-
Bandenmuster eines Feldstammes konnte dso nur bedingt auf seine Humanserum-Resistenz
geschlossen werden. Auch konnte keine enzelne Bande identifiziert werden, die sch mit
Humaenserum-Resistenz  oder -Sengtivitdt enes Fedgammes in Vebindung bringen liel
Ene Auflistung der Fedstémme und —klone unter Angabe ihrer Chromosomen-Anzahl im
auswertbaren Bereich (95-3000kbp) kann Tabelle D.8 entnommen werden.
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Tab. D.8

Gruppeneintellung der Fedgdmme anhand ihres Chromosomen-Mugters mit Angabe ihrer
Chromosomen-Anzahl (Bereich: 95-3000kbp) und ihres Verhdtens gegentiber Humanserum

Name Mini-Chr. |Intermediar- groReChr. | HS-Resistenz
Chr.
Muster 1. | SUS/BU 83/6 5 6 6 sens.
SUS/BU 83/7 5 5 6 sens.
SUS/BU 83/9 5 6 6 sens.
SUSBUS83/9CI1 |5 6 6 sens./subr.
SUSBU 83/9Cl.2 |5 6 6 sens.
SUSBUS83/9Cl4 |5 6 6 sens./subr.
SUSBUS83/9CI5 |5 6 6 sens./subr.
Muster 2: | SUS/BU 319/7 4 6 2 sens./subr.
SUSBU 319/7Cl.1 |4 6 2 sens.
SUSBU 319/7Cl.3 |4 6 2 sens./subr.
SUSBU 132/4 4 6 2 subr.
BOT/BU 1845/7 4 6 2 subr./res.
SUSBU 373/7 5 6 2 res.
Muster 3: |BOT/BU 492/2 4 6 2 sens.
BOT/BU 483/2 4 6 2 sens./subr.
SUS/BU 347/7 4 6 2 subr./res.
SUS/BU 139/2 5 6 2 subr./res.
Muster 4. | SUS/BU 319/9 4 6 2 sens.
SUS/BU 169/4 4 6 2 subr./sens.
SUS/BU 932/7 4 6 2 subr.
Muster 5: |BOT/BU 602/7 5 5 5 res./subr.
HOM/BU H1 5 6 4 res.
HOM/BU H2 6 6 4 res.
HOM/BU H5 6 7 5 res.
HOM/IG 2602 5 6 6 res.

Chr.: Chromosomen

sens.; sensitive

HS. Humanserum

subr.: subresistent

Cl.: Klon

res.: resistent
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D.2.4 Dokumentation und Auswertung der PFGE-Ergebnisse

D.24.1 Berechnung und Vergleich der Banden nach ihrer Auswertung mit dem

ScanPack 3.0°-Programm

Die BandengrofRen wurden durch ein Computerprogranm  (ScanPack 3.0° Vers. 4.45,
Biometra, Gattingen, D) nach Eingabe der Markergrdfen und Referenzlinien errechnet. Da
die kleinge Bande des kleingen auf dem Markt befindlichen Markers (Lambda phage ladder)
48,5bp grol3 it und die grole Bande des grofdten Markers Schizosaccharomyces pombé)
5,7Mb, war man bel der Auswertung auf diesen Bereich beschrankt. Dass in der vorliegenden
Arbat nur Chromosomen im Bereich von 95-3000kbp dargestellt werden konnten, liegt an
ene Vedichtung der Banden aul¥erhdb dieses Bereiches. Durch ihre groRe Anzahl (Mini-
Chromosomen) bzw. ihre Molekiilgrofe (grofe Chromosomen) konnten Se nicht endeutig
vone nander getrennt, geschweige denn ihre genaue Anzahl bestimmt werden.

Die vom Computer errechneten Werte derselben Bande unterschieden sich von Auswertung
zu Auswertung (sogar dessdben Gels), deswegen wurden zum bessren Vergleich die
Mittelwerte berechnet.

Insgesamt wurden 72 verschieden grof¥e Banden (Chromosomen) im Bereich von 95 hbis
3000kbp ermittdt: 17 im Mini- und 38 im Intermedi&-Chromosomen-Bereich, 17 im Bereich
der groen Chromosomen. Die Schéazwerte, sowie Lage und Vertelung der

Chromosomenbanden konnen den Tabellen 1-4 im Anhang entnommen werden.

Die Nummerierung der Banden (Spdte links aul3en) bezieht sSch hierbe auf die Anzahl der
insgesamt  dokumentierten, sowohl bel Referenz- ds auch Fedsdmmen gefundenen Banden.
Se s0ll den Vergleich der Banden erleichtern.

Drel Banden fanden sch bal nahezu dlen Referenzsdmmen:

Bande 2 be ca 85kbp, welche nur H1 Cl, H1 ZR und H2 ZR fehlte, Bande 64 bei ca
1600kbp, welche nur CP 2469 und G. Dolo nicht aufwiesen, und Bande 72 bel ca. 2900kbp,
welche nur CP 547 und ILTa 1.4 Cl. nicht hatten. Se wurden in den Tabdlen (Anhang) as
Orientierungsmarken hervorgehoben.
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Die Angaben Uber die Chromosomenbanden der Feldstamme wurden auf die Tabelen 2 bis 4
(Anhang) aufgetallt, diese jedoch zum enfacheen Vegech identisch aufgebaut. Die
Auftellung der Stamme berunte auf ihrem Vehdten im Humanserum-Resstenztest (HSRT)
und kann aus Tabelle D.2 abgelaltet werden.

In Tabdle 2 (Anhang) sind die im HSRT sengtiven Feldstdmme aufgdiget.

Tabdle 3 (Anhang) umfasst die im HSRT subresgenten Fddgtémme und auch enige, die
sch dort sengtiv verhidten, jedoch von anderen Untersuchern (MANGENI, 1994; TIETJEN,
personliche Auskunft) zuvor as subresistent eingestuft worden waren.

In Tabelle 4 (Anhang) snd die im HSRT resgenten und digenigen subressenten Stdmme
aufgefihrt, welche von anderen Untersuchern (MANGENI, 1994; TIETJEN, personliche

Auskunft) zuvor ds resstent eingestuft worden waren.

Die bem Vergleich der Bandenmuster der Feldgdmme gefundenen 5 Grundmuster (Tabb.
D6 und 7) lassen dch nur bedingt mit dem Grad der Humanserum-Resstenz enes
Felddammes in Verbindung bringen, gehen deswegen aus der Anordnung der Stdmme in den
Tabellen 1 bis4 (Anhang) nicht hervor.

D.2.4.2 Cluster-Analyse und Berechnung der Verwandtschaftsgrade

Baserend auf den Tabdlen 1-4 (Anhang) wurde ene bindre Matrix ergdlt (,1° = Bande
vorhanden; ,0° = Bande nicht vorhanden). Durch das Computerprogramm Stata Statistical
Software (Release 7.0, StataCorp. 2001) wurde dann fir jedes Objekte-Paar der
Ahnlichkeitskoeffizient nach JACCARD (1908) berechnet und mit Hilfe der UPGMA
(unweighted pair-group method using arithmetic averages;, SNEATH und SOKAL, 1973)
anschlielfend ein Dendrogramm (Abb. D.14 bis 16) ergdlt. Anhand dieses Baumdiagranmes
konnte man die Ahnlichketen bzw. Diganzen dar Stdmme ablesen, wobe  die
Trypanosomen-Stamme der Cluster (=Paare), deren Wurzel dch auf der rechten Sete des
Dendrogrammes  befand, die grofte Ahnlichkeit hatten. Ein Ahnlichkeits-Koeffizient von "1"
bedeutete vollige Gleichheit der Objekte (TrypanosomenStamme), je mehr er jedoch gegen
"0" ging (auf der x-Achse nach links), desto verschiedener waren die Objekte. Ein Koeffizient
von "0" bedeutete schlieldich vollige Verschiedenheit.
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D.2.4.2.1 Dendrogramm der Referenzstdmme

Die augenschenliche Verschiedenhet der Referenzdamme, die schon in Kapitd D.2.2
beschrieben wurde, spiegdte dch auch in ihrem Dendrogramm (Abb. D.14) wieder. Die
Sanme da Gambiense-Gruppe schienen dabe am homogengsten, wurden jedoch im
Dendrogramm nicht ds einheitliche Gruppe herausgestellt.

Die Gruppe der T. b. brucei-Referenzstémme wurde vom Computer ausainandergerissen und
dazwischen zwel T. b. gambiense-St&mme eingestreut. Dabel wurde G. Dolo den T. b. brucei-
Stémmen CP 2469 und CP 547, und DAL 72 Cl. A den T. b. brucei-Stammen STIB 345 RA
und Cl. 8/18 zugeordnet. Der T. b. brucei-Stamm STIB 345 RA und der T. b. gambiense-
Stamm DAL 72 Cl. A bildeten sogar einen Cluster mit einem Ahnlichkeitskoeffizienten von
0,385.

Von dlen T. b. bruce-Stammen wurden nur CP 2469 und CP 547 ds Cluser
zusammengefasst, mit einem Ahnlichkeitskoeffizienten von ca. 0,385.

Auch die beiden T. b. rhodesiense-Stamme EATRO 174 und STIB 704 wurden as Cluster
zusammengefasst, mit einem Ahnlichkeitskoeffizienten von ca 0,385. Zusammen mit den T.
b. gambiense-Stdmmen DAL 69 und TH 152 wurden Se zwischen den T. b. brucei-Stémmen

eingeordnet.

Von den T. b. gambiense-S&mmen waen sch H1 Cl und H2 ZR mit enem
Ahnlichkeitskoeffizienten von ca 059 am &dmlichsden und ihnen wurde mit einem
Ahnlichkeitskoeffizienten von ca 0,500 der Stanm H1 ZR angegliedert. Auffdlig war, dass
der Stamm G. Dolo ihnen in diessm Dendrogramm nicht zugeordnet wurde, wie dies dem
dlgemeinen Dendrogranm (Abb. D.16) entnommen werden konnte. Diese 3 Stamme formten
ene aulenstehende Gruppe, welche sch von den anderen Stdmmen am meisten unterschied
(Ahnlichkeitskoeffizient: 0,188). Die beiden Stdmme DAL 69 und TH 152 wurden in die
Ndhe der Rhodesense-Stamme plaziet und dhndten sch mit einem Koeffizienten von ca
0,590.
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Ahbh. D.14:

Dendrogramm der Referenz-Stimme hzw. -ldone
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D.2.4.2.2 Dendrogramm der Feldstdmme bzw. -klone

Im Dendrogramm der Fedgtémme und -klone (Abb. D.15) konnte man die Mugterenteilung
aus Kapite D.2.3 wiedererkennen. Nur bei den Mustern 2 und 4 wurde jewells ein Stamm
abgespdten (SUSBU 373/7 bzw. SUSBU 932/7), jedoch in deren N&he platiziet. Die
Stamme mit den Mustern 2, 3 und 4 lagen aulRerdem sehr nahe beleinander, da se sch ja
hauptsichlich in der Vertellung ihrer Intermedi&- Chromosomen voneinander unterschieden.

Die nicht einem der Muster zuzuordnenden Stamme SUSBU 132/2 (Schwein), SUSBU
561/3 (Schwein) und BOT/BU 623/7 (Rind) fiden auch im Dendrogramm durch
aulfenstehende Pogtionen auf. SUSBU 132/2 wurde dabel jedoch eher in die Ndhe der
Stamme mit dem Muster 1 eingeordnet (mit einem Ahnlichkeitskoeffizienten von ca. 0,300),
wahrend SUSBU 561/3 und BOT/BU 623/7 den Stdmmen mit Muster 5 nahegestellt wurden.
Ersterer mit eéinem Ahnlichkeitskoeffizienten von ca. 0,350, letzterer von ca 0,220.

Aufgrund der Anordnung der Fdstémme und -klone im Dendrogramm konnte eine weltere
Eintelung vorgenommen werden. Es lassen sch 3 Gruppen (I-111) erkennen, die den

Hauptasten des Baumdiagrammes entsprechen.

Gruppe | enthdlt resgente (6) und subresgente (1) Feldtamme und benhdtet dle Stdmme
mit dem Muster 5. In dieser Gruppe befinden sich Isolate aus Menschen (4), Rindern (2) und
Schweinen (1). Die Stdmme mit dem Muster 5 wurden zwar oben im Bild nahe beieinander
plaziet, ihre Ahnlichkeit untereinander war jedoch nicht sahr  ausgepragt. Mit einem
Koeffizienten von ca 0,550 am &hnlichgen waren sch die Stamme HOM/BU H1 und 2,
denen mit einem Koeffizienten von ca 0450 der Stamm HOM/BU H5 angegliedert wurde.
Die beiden Stamme BOT/BU 602/7 und HOM/IG 2602 dhndten sch mit enem Koeffizienten
von ca 0,390 und wurden as Clugter den anderen 3 St&mmen mit einem Koeffizienten von

ca. 0,250 zugeordnet.

Gruppe |l umfasst hauptsachlich subresgtente (6 + 5 VATS) und resgtente (4) Feldstdmme
und —klone aus Schweinen und Rindern. Die 3 sendtiven Ausnahmen bilden der Klon 1 von
SUSBU 319/7, sowie die Stamme SUSBU 319/9 und BOT/BU 492/2. Damit beinhaltet
Gruppe Il dle Stdmme mit den Mugtern 2, 3 und 4. Die Stamme mit dem Mugter 2 wurden
nehezu dle, mit enem Ahnlichkeitskoeffizienten von 1, ds identisch engestuft. Nur der
Stamm SUSBU 373/7 lag mit einem Koeffizienten von ca. 0,605 absats der Gruppe. Die
Stamme BOT/BU 492/2, BOT/BU 483/2 und SUSBU 347/7 mit dem Muster 3 waren mit
enem Koeffizienten von 1 auch absolut identisch. SUSBU 139/2 wurde ihnen mit einem
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Ahnlichkeitskoeffizienten von ca 0,795 zugeordnet. Die beiden Stamme SUS/BU 319/9 und
SUSBU 1694 mit dem Muster 4 wiesen ebenfdls enen Koeffizienten von 1 und damit
absolute Gleichhet auf. Der Samm SUSBU 932/7 wurde mit einem Koeffizienten von ca
0,750 weiter weg platziert. Naher ds dieser schienen die Stdmme mit dem Mugter 2 denen mit
Muster 4 zu stehen, denn sie zeigten zu diesen einen Ahnlichkeitskoeffizienten von ca. 0,810.

Gruppe |11 enthdlt hauptsichlich sengitive (4 + 1 Klon), aus Schweinen isolierte Fedgamme
und —klone. 3 subresstente Ausnahmen hilden die Klone 1,4 und 5 des Feldstammes SUSBU
83/9. Alle Stdmme mit dem Mugser 1 wurden in dieser Gruppe zusammengefasst. Dabel
finden dch digenigen Stamme, welche aus dem Schwein Nr. 83 isoliet wurden, unten im
Bild. D Stamm SUSBU 839 und seine Klone 1, 2, 4 und 5 zeigten einen
Ahnlichkeitskoeffizienten von 1, waren aso absolut identisch. Ihnen mit einem Koeffizienten
von ca 0,900 am &hnlichsgen war der Stamm SUSBU 83/6, wahrend SUSBU 83/7 mit
einem Koeffizienten von ca 0,810 etwas weiter weg lag.
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Abh. D.15:
Dendrogramm der Feldstimme bzw. -klone aus Buluiwe, Siidost-Uganda
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D.2.4.2.3 Dendrogramm von Referenz- und Feldssdmmen
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Zur Ubersicht wurde auRerdem en Dendrogranm erddlt, weches dle Referenz- und
Fddganme zusammen darstdlt (Abb. D.16). Die Beziehungen der Referenzstémme bzw.
Felds¢dmme und -klone untereinander zeigten Sch nahezu identisch mit denen aus den Tell-
Dendrogrammen (Abbb. D.14 und D.15) und wurden dort bereits beschrieben (D.2.4.2.1 und
D.2.4.2.2).

Interessant war, dass im gemeinsamen Dendrogramm insgesamt 5 Gruppen (I-V) entstanden,
die den Hauptésten des Baumdiagrammes entsprechen.

Die Gruppen Il und 111 waren hierbe jewells identisch mit den Gruppen 1 und 11l des Tell-
Dendrogrammes der Feddstdmme und -klone. Gruppe I umfast dso hauptsichlich
Humanserum-subresistente (6 + 5 VATS) und -ressente (4) Feldsamme und -klone aus
Schweinen und Rindern. Die 3 sengtiven Ausnahmen bilden der Klon 1 von SUSBU 319/7,
sowie die Stdmme SUSBU 319/9 und BOT/BU 492/2. Gruppe Il enthdlt dagegen
hauptsichlich Humanserum-sensitive (4 + 1 Klon), aus Schweinen isoliete Feldsamme und
-klone. 3 subresstente Ausnahmen bilden die Klone 1,4 und 5 des Fedstammes SUS/BU
83/9.

Die Fddsdmme und -klone der Gruppe | des Tel-Dendrogrammes wurden auch im
gemensamen Dendrogramm  zusammengestdlt und bilden zusammen mit den 2 T. b.
rhodesiense-Referenzen und den T. b. gambiense-Referenzsdmmen DAL 69 und TH 152 die
Gruppe |. Diese enthdit damit Humanserum-resistente (6) und -subresigtente (1) Feldstdmme
aus Menschen (4), Rindern (2) und Schweinen (1), die den Referenzgdmmen mit @nem
Ahnlichkeitskoeffizienten von ca. 0,250 nahegestellt wurden. Von diesen waren 3 resistent
und 1 sengtiv. Der Humanserum-sendgtive EATRO 174 ig jedoch ein T. b. rhodesiense-
Referenzstamm und damit egentlich humaninfektios.

Nur der Fedsgamm BOT/BU 623/7 wurde von der Gruppe | abgespdten und im
gemeinsamen Dendrogramm der Gruppe V zugeordnet. Diese Gruppe bilden welterhin die 5
T. b. bruce-Referenzs¢dmme und -klone und der T. b. gambiense-Referenzklon DAL 72 Cl.
A. Damit enthdlt Gruppe V enen Humansarum-resgtenten Feldstamm (Rind) und enen -

res genten Referenzklon, sowie 5 sengtive Referenzgamme und -klone.

Die Gruppe IV bilden dlein die T. b. gambiense-Referenzsdmme G. DOLO, H1 ZR, H2 ZR
und H1 Cl, wedche dle Humansrum-resisent waren. Sie formten ene oben im Bild sehende
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Gruppe, die sch von dlen anderen Stammen mit einem Ahnlichkeitskoeffizienten von nur
0,124 am meisten unterschied.

Auch aus diesr Gruppenentelung konnte nur bedingt auf die Humanserum-Resstenz bzw.
-Sengtivitdt eines Stammes oder Klones geschlossen werden. Z.B. benhdtet Gruppe IV nur
ressente T. b. gambiense-Referenzen und Gruppe | enthdt hauptsachlich resstente und
ubresgente Stamme und —klone, mit der Ausniehme enes dnzigen sendtiven T. b,

rhodes ense- Stammes.

Die Anzahl der sendtiven, subresstenten und resstenten Stdmme und Klone ener Gruppe
lassen sich der Tabelle D.9 entnehmen.

Tab. D.9

Aufligung der durch den Computer engetelten Gruppen (I-V) mit der Anzehl ihrer
Humanserum- sensitiven, -subresistenten bzw. -resstenten Stdmme und —klone

Gruppe I I [l A V
Humanserum-sengtiv 1 5 0 5
Humanserum- subresistent 1 0 0
Humanserum-resistent 8 2
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Ahh. D.16:
Dendrogramm aller Referenz- und Feldstimme hzw. -klone
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