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1. Einleitunqg

1. Einleitung

Die Verbreitung von Parasiten aus deren endemischen Gebieten nimmt durch viele
Faktoren zu. Diese Faktoren sind vor allem globale Erwarmung, Reiseverkehr und
Militardienst in den endemischen Gebieten, aber auch Vertreibung von Vdlkern in
Krisengebieten aus nicht endemischen in endemische Regionen. Die Folge sind
verheerende Epidemien mit 100.000en Toten, wie es 1979 im Sudan durch
Leishmanien der Fall war (Zijlstra et al. 2001, Ashford 2000). Aufgrund der Ausbreitung
von Stammen mit erhohter Virulenz oder Resistenz werden hochauflosende Methoden
basierend auf Unterschieden im Genotyp dieser Stamme benotigt, die moglichst einfach
durchfuhrbar, reproduzierbar und kostengunstig sind. Mit Hilfe dieser Methoden kann in
gefahrdeten Gebieten eine schnelle Diagnostik mit nachfolgender erregerspezifischer
Therapie ermoglicht und eine eventuelle Epidemie verhindert werden. Durch
entsprechende Marker konnen Resistenzen erkannt und wunnoétiger

Chemotherapeutikaeinsatz vermieden werden.

1.1 Epidemiologie der Leishmaniosen

Die Leishmaniosen gehdren zu den haufigsten parasitaren Infektionskrankheiten der
Welt. Sie kommen in 88 Landern vor, von denen 72 zu den Entwicklungslandern
gehoren. Die momentane Pravalenz liegt bei 12 Millionen und die Inzidenz bei 1,5 bis
2,5 Millionen, wobei die Zahl der in den Endemiegebieten Lebenden 350 Millionen

Menschen umfaldt. (Desjeux et al. 1996).

1.2 Leishmanien

1.2.1 Morphologie und Lebenszyklus

Leishmanien werden von weiblichen Sandmucken der Gattungen Phlebotomus (Alte
Welt (Europa, Asien und Afrika)) und Lutzomyia (Neue Welt (Amerika)) wahrend einer
Blutmahlzeit auf die Vertebraten Ubertragen. Sie prasentieren sich in zwei biologischen
Formen. Unterschieden werden die im Vektor auftretenden langlichen Promastigoten

mit gut ausgepragtem Flagellum, die sich im Darm des Vektors vermehren, und die im
1



1. Einleitunqg

Vertebraten-Wirt obligat intrazellularen, rundlichen bis ovalen, etwa 5 pym grof3en
unbegeillelten Amastigoten (Abbildung 1). Nach der Transmission wird die
Promastigote von Makrophagen phagozytiert und in ein Phagolysosom eingeschlossen.
Das Phagolysosom ist das Fusionsergebnis aus Phagosom und Lysosom. Es wird auch
parasitophore Vakuole genannt und enthalt eine Vielzahl von mikrobioziden Enzymen.
Die Leishmanien schutzen sich selbst durch Umwandlung in amastigote Formen mit
veranderter Oberflache und durch aktive Veranderung des Milieus im Innern der
Vakuole. Der Transformation zur Amastigote schlief3t sich die Vermehrung durch binare
Fission an. Beide Formen haben einen Kern (dem Genom) und einen Kinetoplasten,
der das Aquivalent zu den Mitochondrien in Vertebraten darstellt und die sogenannte
Kinetoplasten- DNS enthalt (Dedet et al. 1999). Leishmaniosen werden von 21
verschiedenen Spezies der Gattung Leishmania hervorgerufen und von etwa 30
verschiedenen Spezies der Phlebotomen Ubertragen (Shaw 1994). Die Transmission
verlauft anthropozoonotisch, mit der Ausnahme der viszeralen Leishmaniose (VL) in
Indien und der durch L. fropica verursachten kutanen Leishmaniose (CL), deren
Ubertragung vermutlich rein anthroponotisch ist (Herwaldt 1999, Desjeux 1996)
(Abbildung 1). Auch kongenitale und parenterale Ubertragungen, wie durch
Bluttransfusion, die Benutzung gleicher Nadeln bei Drogenabhangigen und bei
Laborunfallen werden beschrieben (Herwaldt 1999). Eine Ansteckung Uuber
Geschlechtsverkehr wurde beobachtet, aber als geringfugiges Risiko eingestuft
(Ashford 2000).
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Abbildung 1: Lebenszyklus der Leishmanien

1. Inokulation von promastigoten Stadien durch die Sandmucke; 2. Aufnahme des
Parasiten durch Phagozyten; 3. Promastigote wandelt sich zur Amastigote um; 4.
Vermehrung amastigoter Formen in Makrophagen; 5/6. Aufnahme amastigoter
Leishmanien beim Blutmahl der Sandmucke; 7. Freisetzung der Amastigoten im
Muackendarm und Umwandlung in die promastigote Form; 8. Vermehrung der
Promastigote durch binare Fission und Migration in den Stechrussel.

Aus: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Leishmaniasis/htm

1.3 Taxonomie und Verbreitung der Leishmanien

Parasiten der Gattung Leishmania Ross, 1903, sind protozoische Flagellaten, die zur
Familie der Trypanosomatidae innerhalb der Ordnung Kinetoplastida gehoren. Die
Leishmanien werden wiederum in die Untergattungen Leishmania (L.; Alte Welt- aul3er
L. chagasi, L. mexicana Komplex) und Vianna (V.; Neue Welt) (Lainson et al. 1987)
unterteilt, denen Komplexe mit verschiedenen Spezies zugeordnet sind (Abbildung 2).
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Leishmanien finden ihre Verbreitung auf funf Kontinenten, wo sie in tropischen und

subtropischen Regionen (Desjeux et al 1996) Leishmaniosen hervorrufen.

Reich Protista Haeckel, 1866
Unterreich Protozoa Goldfuss, 1817
Stamm Sarcomastigophora Honigberg & Balamuth, 1963
Unterstamm Mastigophora Deising, 1866
Klasse Zoomastigophorea Calkins, 1909
Ordnung Kinetoplastida Honigberg, 1963, emend. Vickerman, 1976
Unterordnung Trypanosomatina Kent, 1880
Familie Trypanosomatidae Doflein, 1901, emend. Grobben, 1905
Gattung Leishmania Ross, 1903
Untergattung Leishmania (L.) Safjanova, 1982; Leishmania (V.)
Komplex’
donovani' tropica1 mexicana’ hertigi2 braziliensis®
Art
L.(L.) donovani  L.(L.) tropica L.(L.) mexicana L.(L.) hertigi L.(V.) braziliensis
L.(L.) infantum L.(L.) aethiopica L.(L.) amazonensis L.(L.) daenei L.(V.) peruviana
L.(L.) chagasi2 L.(L.) major L.(L.) pifanoi L.(V.) panamensis
L.(L.) archibaldi  L.(L.) gerbilli L.(L.) garhami L.(V.) guyanensis
L.(L.) venezuelensis L.(V.) lainsoni
L.(L.) aristidesi L.(V.) naiffi
L.(L.) enriettii L.(V.) shawi
L.(V.) equatorensis®
L.(V.) colombiensis*

Abbildung 2: Taxonomie des zoologischen Systems von Leishmania

System illustriert nach Levine et al. (1980) und Lainson und Shaw (1987).

* Begriff ohne taxonomischen Status. 1. Leishmaniosen der ,Alten Welt'.

2. Leishmaniosen der ,Neuen Welt'. 3. Grimaldi et al. (1992). 4. Kreutzer et al. (1991).

1.4 Methoden zur Klassifizierung der Spezies

Um populationsgenetische und epidemiologische Fragestellungen beantworten zu
konnen, ist eine weitere Unterteilung von Spezies in Subspezies bzw. Stamme

notwendig. Da weder die Mikroskopie mit Giemsafarbung noch die Kultivierung von

4
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Promastigoten aufgrund ihrer identischen Morphologie zur Differenzierung in Komplex
oder Spezies beitragen, schlug Lumsden (1975) eine Differenzierung nach
extrinsischen und intrinsischen Kriterien vor. Extrinsisch waren demnach: klinische
Auspragung, geographische Verbreitung und das Verhalten der Erreger in
Versuchstieren und Vektoren. Intrinsische Kriterien waren immunologische,
biochemische und molekulare Aspekte (Dedet et al. 1999). Die Einteilung nach
extrinsischen Kriterien ist obsolet, da die klinische Auspragung nicht fur eine Spezies
spezifisch ist und zudem zahlreiche Variationen seit dem Auftreten von
HIV/Leishmania-Koinfektionen beobachtet wurden. Die geographische Einteilung ist
ebenfalls nicht hinreichend. Im Sudan zum Beispiel sind drei verschiedene Spezies
endemisch: L. donovani, L. major und L. tropica. L. donovani ist Agens fur die PKDL
(Post Kala Azar Dermale Leishmaniose) und VL im Sudan, L. major und L. tropica fur
die CL und alle drei Spezies zusammen sind Agens der sudanesischen mukdsen
Leishmaniose, einer Unterart der MCL (Osman et al. 2000). Im Mittelmeergebiet
kommen L. infantum, L. tropica und L. major, die VL und CL verursachen konnen,
sympatrisch vor. In Sudamerika treten L. chagasi (Synonym fur L. infantum),
Leishmania Vianna braziliensis und L. amazonensis zusammen auf und sind Agens der
VL, MCL und CL (Bastrenta et al. 2003). Zudem werden Leishmaniosen durch den
zunehmenden Reiseverkehr und die globale Erwarmung auch in nicht endemischen
Regionen beobachtet, wie z. B. in Deutschland, wo 2001 eine autochthone VL bei
einem Kind beschrieben wurde (Bogdan et al. 2001). Eine geographische Zuordnung ist
bei Patienten, die mehrere Endemiegebiete bereist haben, ebenfalls nicht moglich
(Schonian et al. 2001b).

Fur epidemiologische und populationsgenetische Fragen ist eine Identifizierung sowohl
auf Intra- als auch auf Interspeziesebene notwendig. Die momentane Standardmethode
der ,Feintypisierung” ist seit 1990 (Rioux et al.) die MLEE (Multi Locus Enzyme
Electrophoresis). Durch sie wird das enzymatische Profil (Zymodem), bestehend aus 15
enzymatisch aktiven Proteinen (Isoenzyme), der Parasiten charakterisiert (Rioux et al.
1990). Fur jede Art ist eine Anzahl charakteristischer Zymodeme beschrieben, denen
die Isolate zugeordnet werden. Nachteilig ist der enorme Zeitaufwand, den diese
Methode u.a. durch die notwendige Kultivierung der Parasiten mit sich bringt. Zudem ist
eine MLEE teuer und nur in Speziallabors durchfuhrbar. Ein weiterer Nachteil ist, dass
durch die MLEE nur der Phanotyp charakterisiert wird, der durch die Kultivierung

modifiziert sein kann. Die Isoenzymanalyse kann nur Anderungen von Basenpaaren
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wahrnehmen, wenn es dadurch zu einer Veranderung der Aminosaure-Sequenz und
damit der Ladung des Proteins kommt. Mutationen in nicht kodierenden Bereichen
werden nicht wahrgenommen. Die Klassifikation der Zymodeme deckt sich somit nicht
mit Ergebnissen, die durch Genotypisierung erreicht wurden (Schonian et al. 2001a,
Jamjoom et al. 2004, Mauricio et al. 2002, Kuhls et al. 2005).

Gegenwartig wird die MLEE langsam durch andere molekulare Methoden, die den
Genotyp charakterisieren ersetzt. Eine wichtige Rolle spielt dabei die PCR.
PCR-Analysen haben den entscheidenden Vorteil, dass die Erreger-DNS direkt aus
dem Gesamtgenom ohne vorherige Kultivierung amplifiziert werden kann. Anhand der
Spaltung des ribosomalen ,internal transcribed spacers 1 (ITS1)* mit dem
Restriktionsenzym Hae Ill oder durch Sequenzierung des Amplifikats; kbnnen nahezu
alle humanpathogenen Spezies identifiziert werden (Schonian et al. 2003, Kuhls et al.
2005).

Far Stammtypisierungen eignen sich Sequenzvergleiche der mitochondrialen
Cytochromoxidase Il (Ibrahim et al. 2002), oder der Cysteinproteinase B (Quispe
Tintaya et al. 2004), die RAPD (Random amplification of polymorphic DNA) (Zemanova
et al. 2004), SCAR (Sequence confirmed amplified region) (Lewin et al. 2002), SSCP
(single-stranded confirmation polymorphism) (El Tai et al. 2001), Sequenzierung der
ITS- Region (El Tai et al. 2001, Kuhls et al. 2005, Cupolillo et al. 1995), RFLP-Analysen
(Restricted Fragment Length Polymorphism) von Multi-copy-Genen, wie gp63 (Mauricio
et al. 2001, Dujardin et al. 1995, Quispe Tintaya et al. 2004), sowie Analysen variabler
Mikrosatellitensequenzen (Bulle et al. 2002, Schwenkenbecher et al. 2004; Jamjoom et
al. 2002a, Ochsenreither et al. 2006).

1.5 Klinische Manifestationen

Die klinische Auspragung der Leishmaniose hangt sowohl von der Parasitenspezies als
auch vom Immunstatus des Wirtes ab (Dedet et al. 1999). Bei Immunsuppression kann
es zu einer ausgepragteren Klinik; bzw. zu atypischen Verlaufen kommen.
Unterschieden werden funf Krankheitskategorien: die CL (Orientbeule), die VL (Kala
Azar), die mukokutane Leishmaniose (MCL, Espundia), die Post-Kala-Azar-dermale
Leishmaniose (PKDL) und die disseminierte CL (DCL) (Ashford 2000). Die
Krankheitsbilder weisen auf bestimmte Spezies hin, sind aber nicht pathognomonisch.
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So konnen verschiedene Spezies die gleiche Krankheit verursachen, bzw. eine Spezies

zu verschiedenen Krankheitsbildern fuhren.

1.5.1 Viszerale Leishmaniose und PKDL

Die Erreger der VL in der ,Alten Welt' sind hauptsachlich im L. donovani Komplex
zusammengefasst. Dazu gehoren, basierend auf der Isoenzymanalyse, die Arten L.
donovani Ross 1903, L. infantum Nicolle 1908 (syn. L. chagasi (Neue Welt) Cunha &
Chagas 1937 (Mauricio et al. 2000, Kuhls et al. 2005) und L. archibaldi Castellani &
Chalmers 1919. L. tropica in der ,Alten Welt' kann, wenn auch selten, Erreger der VL
sein (Magill et al. 1993, Sacks et al. 1995). In der ,Neuen Welt' ist der Erreger der VL L.
chagasi (Herwaldt 1999).

Kommt es zu einer Infektion, so tritt in einigen Fallen ein Ulcus auf (Ashford 2000,
Osman et al. 2000). Die Inkubationsperiode betragt 2-6 Monate. Wird die Infektion
manifest, leiden die Patienten an Fieber, Gewichtsverlust, Hepato-Splenomegalie,
meist vergroferten Lymphknoten, Panzytopenie (Zijlstra et al. 2001, Osman et al. 2000)
und daraus folgender Immunsuppression. Unbehandelt verlauft eine ausgebrochene
Erkrankung, wegen der sekundaren Superinfektionen, haufig letal (Ashford 2000). Die
durch L. donovani verursachte VL kommt hauptsachlich im Sudan und in Kenia sowie in
Bangladesch, Nord-Ost-Indien und Nepal vor. Die Beziehung zwischen den
afrikanischen und indischen L. donovani Stammen ist bisher unklar. Unterschiede
werden bei der Ubertragung der indischen und sudanesischen VL berichtet. In Indien
wird L. donovani von dem synanthropen Vektor P. argentipes und in Ostafrika von P.
orientalis und P. martini Ubertragen (Ashford 2000). Wahrend die Transmission in Indien
wahrscheinlich rein anthroponotisch ist - Reservoir ist der Mensch - werden in Ostafrika
auch zoonotische Ubertragungswege unter Beteiligung verschiedener Saugetierwirte,
u.a. Hunde, diskutiert (Dereure et al. 2003, Pratlong et al. 2001, Desjeux et al. 2003).
Demgegeniiber ist die zoonotische Ubertragung der VL im gesamten Mittelmeergebiet,
Nahen Osten und Sudamerika gut dokumentiert. Dort wird die VL durch L. infantum
hervorgerufen und war primar als Erkrankung bei Kindern bekannt. Bei
immunkompetenten Erwachsenen verlauft die Infektion mit L. infantum meist
asymptomatisch, subklinisch mit spontaner Ausheilung oder mit einer kutanen
Symptomatik (Desjeux et al. 2003). In den vergangenen Jahrzehnten wurden vermehrt

7
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HIV/Leishmania Koinfektionen verzeichnet (Desjeux et al. 2003). Durch die
Schwachung des Immunsystems kann L. infantum auch bei Erwachsenen zu schweren
viszeralen Verlaufsformen fuhren. Das Ausbreitungsgebiet der Spezies L. infantum
erstreckt sich vom Mittelmeergebiet nach Sud-West-Asien und China sowie nach
Zentral- und Sudamerika.

Im Sudsudan wurden wahrend eines Ausbruchs der VL drei Stamme isoliert und mittels
Isoenzymanalyse als L. donovani (MON-18), L. infantum (MON- 30) und die
.intermediare Spezies“ L. archibaldi (MON-82) klassifiziert (Rioux et al. 1990). Die
Prasenz von L. archibaldi wurde danach von Pratlong um zwei weitere Zymodeme
erganzt (MON-257 und MON-258) (Pratlong et al. 2001). Bis dato wird die Taxonomie
der im Sudan vorkommenden Leishmania-Spezies kontrovers diskutiert. Eine
vergleichbare Situation bestand bis vor 2000 mit der Taxonomie der L. infantum
Spezies. Eine Unterteilung von L. infantum der ,Alten Welt' und L. chagasi der ,Neuen
Welt, basierend auf der unterschiedlichen geographischen Verbreitung, den
unterschiedlichen Vektoren und Reservoirtieren, ist heute obsolet. Mauricio et al. (2000)
konnte anhand von PCR-RFLP Analysen zeigen, dass es sich um die gleiche Spezies
handelt.

Die PKDL ist eine zusatzliche Komplikation, die meist nach einer bereits
durchgemachten VL auftritt. Die Patienten bekommen einen makulo-papuldsen
Ausschlag, der sich vom Mund aus zu anderen Korperpartien ausbreitet. Die PKDL
kommt Uberwiegend in den Gebieten vor, in denen L. donovani auslosendes Agens der
VL ist. Diese Regionen sind vor allem Ostafrika (Sudan, Athiopien, Kenia) und der
indische Subkontinent (Indien, Nepal, Bangladesch). Die PKDL tritt in Indien bei 5% -
10% und im Sudan bei 50% - 60% der Patienten nach behandelter VL auf.
Unterschiede werden neben der Inzidenz auch in Bezug auf das Patientenalter, die
klinische Auspragung, die Inkubationszeit und die Behandlungsdauer der PKDL in
Indien und dem Sudan beobachtet (Tabelle 12 in 4.5). Die PKDL tendiert dazu,
chronisch zu werden. In Indien, wo die VL anthroponotisch Ubertragen wird, gelten
PKDL-Patienten als Reservoir in interepidemischen Phasen der VL. Im Sudan wird
diese Rolle des Reservoirs wahrscheinlich von Hunden und Wildtieren Gbernommen. In
den mediterranen Regionen, in denen L. infantum Erreger der VL ist, treten PKDL
Erkrankungen nur selten auf, jedoch in zunehmendem Malie bei HIV/Leishmania
koinfizierten Patienten (Zijlstra et al. 2003).
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1.5.2 Dermatotrope Leishmaniosen

Die selbstlimitierende CL wird von Leishmanien verursacht, die der dermatotropen
Gruppe angehoren. Einige Wochen nach Inokulation des Erregers entsteht an der
Bilstelle eine lokale kutane Lasion, die je nach Erreger ulzerierend oder nodulds sein
kann (Herwaldt 1999). Ulzerierende Formen werden besonders fur L. major, L.
panamensis und L. braziliensis beschrieben, wahrend die weniger schmerzhaften
nodulésen Lasionen fur L. tropica, L. aethiopica und L. peruviana charakteristisch sind.
Die GroRe der Lasionen variiert zwischen einigen Millimetern und mehreren
Zentimetern im Durchmesser. Zudem kommt es vor allem bei L. major- Infektionen
haufig zu mehreren, simultan auftretenden Lasionen. Obwohl die beschriebenen
Manifestationen nicht mit systemischen Krankheitszeichen in Verbindung gebracht
werden und in Immunkompetenten nicht lebensbedrohlich sind, verursachen sie doch
aufgrund der Entstellung einen grof3en Leidensdruck bei den Patienten.

Infektionen durch L. aethiopica und L. amazonensis kdonnen bei bestimmten
immunologischen Voraussetzungen disseminierte anstelle einzelner Lasionen der Haut
zur Folge haben. Diese DCL kommen bisher nur in Venezuela, der Dominikanischen
Republik sowie in Athiopien und Kenia vor (Ashford 2000).

Eine weitere Form der CL ist die MCL, die vor allem durch L. braziliensis, L.
panamensis und L. guyanensis aus der Vianna Untergruppe und L. (L.) amazonensis
(L. mexicana Komplex) verursacht wird. Diese Erkrankung ist durch eine Absiedlung der
Erreger in Naso- und Oropharynx nach vorangegangener kutaner Lasion
gekennzeichnet (Herwaldt 1999). Das Ulcus kann in einigen Fallen auch schon mehrere
Jahre zurlck liegen. Die Destruktion der Schleimhaut kann so weit voran schreiten,
dass das Gesicht oder auch Gaumen und Rachen weitestgehend zerstort werden. Der
Zustand kann durch die Aspiration von Gewebsteilchen und die Unmoglichkeit der
Nahrungsaufnahme lebensbedrohlich sein.

Seit der Verbreitung des HI-Virus in Leishmaniose Endemiegebieten werden
zunehmend abweichende klinische Symptome beschrieben (Puig et al. 2003). So wird
in immunsupprimierten Patienten beispielsweise disseminierte CL auch durch L. major
und L. braziliensis hervorgerufen (Dedet et al. 1999).

Im Zusammenhang mit HIV/Leishmania-Koinfektionen werden auch zunehmend kutane

Lasionen wahrend und nach der Behandlung beschrieben. Ob es sich in diesen Fallen



1. Einleitunqg

um eine Parasitenaussaat nach unzureichender Therapie oder um eine Neuinfektion

handelt, ist bisher noch unklar.

1.6 Therapie der Leishmaniose

Die Behandlung der VL und der CL erfolgt seit sechs Jahrzehnten parenteral
hauptsachlich durch pentavalente Antimonpraparate. Die ohnehin langsame Wirkung
und teure Behandlung wird durch eine alarmierende Anzahl resistenter Stamme im
Norden von Bihar verschlimmert, die dort bis zu 60% betragt (Sundar et al. 2000).
Therapeutika zweiter Wahl, sind Amphotericin B, Allopurinol, Pentamidine oder
Paromomycin, die in diversen Kombinationen mit erheblichen systemischen
ungewunschten Wirkungen verbunden sind, allen voran die meist irreversible
Nierentoxizitat bei 50-80% der Patienten mit systemischer Amphotericin-Gabe (Estler
2000, Ashford 2000, Davies et al. 2003). Ein besserer und weniger schadigender Effekt
kann mit liposomalem Amphotericin B erreicht werden, das aber sehr teuer ist und
somit fur die meisten Patienten in den Endemiegebieten nicht in Frage kommt. Das
Alkylphospholipid Miltefosine, das urspringlich als Medikament gegen Krebs entwickelt
wurde und oral eingenommen werden kann, zeigte Heilungsraten von 94% bei
Patienten mit VL. Auch Patienten, die nicht auf pentavalente Antimonpraparate
ansprechen konnten mit diesem Medikament geheilt werden. Aufgrund der
Teratogenitat und der langen Halbwertzeit von 7 Jahren ist dieses Medikament jedoch
mit viel Bedacht einzusetzen. Miltefosine wird Uber 4 Wochen a 100 mg/d
eingenommen. Die Moglichkeit der oralen Einnahme und die schnelle Besserung von
Symptomen fuhren haufig zum fruhzeitigen Abbruch der Therapie, wenn diese nicht
uberwacht wird. Eine Resistenz gegen dieses Medikament kdnnte sich somit schnell
entwickeln (Agrawal et al. 2005). Bei HIV/Leishmania-Koinfizierten ist die Heilung mit
den meisten Antileishmaniosepraparaten weder als Mono- noch als
Kombinationspraparat moglich. Die Haufigkeit von Therapieversagen wird mit 60%
angegeben. Den einzigen Effekt zur Besserung brachte bisher die HAAR-Therapie
(Davies et al. 2003), die eine Verbesserung des Immunstatus bewirkt und so auf eine
Stagnation der Komplikationen durch Koinfektionen in Europa hoffen Iasst.

10
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1.7 Der Spezies Komplex L. donovani

1.7.1 Epidemiologie

Der Erreger der VL in Sudamerika, dem Mittelmeergebiet und in Asien (Naher Osten)
(Iran und China) ist L. infantum, wo der domestizierte Hund das wichtigste Reservoirtier
ist. In Indien ist L. donovani auslosendes Agens der anthroponotisch Ubertragenen VL.
Grund fur die Anthroponose ist der Vektor Phlebotomus argentipes, der keine Hunde
befallt (Ashford 2000). Andere Tiere, z.B. Rinder werden zwar befallen konnten jedoch
nicht als Reservoir identifiziert werden. Dereure und Mitarbeiter (2003) konnten
anhand tierischer Leishmanienisolate nachweisen, dass Infektionen durch L. donovani
im Sudan Anthropozoonosen sind. Ob in Indien die PKDL Patienten mit einer
unbekannt lange anhaltenden Krankheitsdauer Reservoir der Parasiten zwischen
Epidemien sind, Iasst sich bislang nur vermuten.

Die Serumpravalenz der infizierten Hunde betragt im gesamten Mittelmeergebiet
16,7%. Sie variiert von Region zu Region und betragt in Italien in Apulien 14,5% und
der Toskana 24%. Fur die Alpenregion Frankreichs wird eine Serumpravalenz von 3 -
17% angegeben. Auf der iberischen Halbinsel sind es 5%, 18% in der Region Priorato
und 8,5% in der Gegend um Lissabon (Moreno et al. 2002). Hunde, bei denen eine
Leishmaniose diagnostiziert wird, konnen zwar behandelt werden, jedoch ist die
Effizienz der Behandlung unabhangig von dem Medikament nur sehr gering. Viele
Hunde zeigen vorerst eine Besserung der klinischen Symptome oder sind
asymptomatisch, haben aber innerhalb des ersten Jahres einen Ruckfall (endogene
Infektion, Relaps) oder eine exogene Reinfektion. Dies fuhrt zu einem permanenten
Infektionsrisiko fur Mensch und Tier vor allem in interepidemischen Phasen. Nachteilig
bei der |dentifizierung der Erreger mit der Isoenzymanalyse ist die fehlende Moglichkeit
der Differenzierung zwischen endogener und exogener Reinfektion. Wenn das spater
untersuchte Isolat desselben Individuums das gleiche Zymodem besitzt, kann wegen
der ungenugenden ,Diskriminierung“ nicht unterschieden werden, ob es sich um einen
Ruckfall oder eine Reinfektion handelt (Morales et al. 2002). In solchen Fallen bietet
sich bisher nur die RFLP-Analyse der Kinetoplasten-DNA (Morales et al. 2002) zur
Differenzierung an.

Alvar (1996) beschrieb Zymodeme bei HIV positiven Patienten (hauptsachlich 1VDU),
die bisher weder in Immunkompetenten, Vektoren oder Hunden nachgewiesen werden

konnten, das eine anthroponotische Ubertragung via kontaminierte Nadeln
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wahrscheinlich erscheinen lie3. Die Frage, ob die Transmission bei intravendsen
Drogenabhangigen anthroponotischer oder anthropozoonotischer Art ist, sollte
demnach ebenfalls mit besser diskriminierenden genotypischen Methoden untersucht
werden (Chicharro et al. 2003).

1.7.2 Diagnostik und Speziesidentifizierung

Die Diagnose der VL muss moglichst fruhzeitig gestellt werden, um durch rechtzeitige
Therapie ernsthafte gesundheitliche Schaden zu vermeiden. Nur durch eine frih
einsetzende Behandlung kann das volle Ausmal der Erkrankung verhindert und die
Parasitenanzahl im Menschen und damit die Ubertragungshaufigkeit von Mensch zu
Mucke verringert werden. Damit wird auch die Anzahl der Reservoire eingeschrankt
(Desjeux 1996).

Haufig basiert die Diagnose noch auf der Klinik, da Routinetests zu teuer sind oder eine
schlechte Infrastruktur die permanente Vorhaltung diagnostischer Methoden verhindert.
Der Nachweis wird routinemaRig - falls moglich - durch die Mikroskopie und Kultur von
Biopsiematerial erbracht. Die Nachteile dieser Methoden sind zahlreich. Die Entnahme
von Biopsien aus Knochenmark, Milz, Leber oder Lymphknoten ist fur den Patienten
sehr schmerzhaft. Die Kultivierung ist sehr zeit- und arbeitsaufwendig, nicht immer
erfolgreich und vor allem teuer. Zudem ist die Sensitivitat niedrig. Das trifft auch fur den
relativ einfachen und schnellen mikroskopischen Nachweis zu. Weder die Kultur noch
die Mikroskopie ermoglichen jedoch eine Identifizierung auf Speziesebene, da die
Spezies morphologisch nicht voneinander zu unterscheiden sind (Schonian et al.
2001b, Schallig et al. 2002).

In Endemiegebieten sind serologische Tests wie z.B. der ,Direkt-Agglutinationstest®
(DAT) als auch der rK39-Dipstick-Test fur Screeninguntersuchungen von Patienten mit
VL geeignet. Bei negativem rK39-Dipstick-Test oder niedrigem DAT-Titer kann eine VL
sicher ausgeschlossen werden. Aufgrund der einfachen Handhabung ist der rK-39-Test
auch far Feldstudien gut geeignet. Diese und andere serologische Verfahren, wie
ELISA und indirekter-Fluoreszenz-Antikorpertest (IFAT) haben den Nachteil, dass sie
nicht zwischen klinischen, subklinischen und zuruckliegenden Infektionen unterscheiden

konnen (Schonian et al. 2004).
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Far den Nachweis der Leishmanien mittels PCR hat sich die Amplifikation
verschiedener Multicopy—Zielsequenzen bewahrt, wie der Amplifikation der
Kinetoplasten-Minicircle-DNS, des Mini-Exon-Gens, variabler Sequenzen des ssu
rRNA-Gens und des internal transcribed spacer (ITS) im ribosomalen Operon. Eine
Speziesdiagnose kann z.B. mit ITS1-PCR-RFLP erfolgen (Schonian et al. 1996).

1.8 Mikrosatelliten

Mikrosatelliten (,simple sequence repeats’) sind kurze repetitive Elemente von ein bis
sechs Basenpaaren, die bis zu 60 Mal wiederholt sein kdnnen. Sie sind im Genom von
Eukaryonten und Prokaryonten in unterschiedlicher Anzahl anzutreffen und werden
nach den Mendelschen Gesetzen vererbt. Mikrosatelliten zeichnen sich durch einen
hohen Polymorphismus aus, der sich als variable Anzahl der repetitiven Elemente
auspragt (Barker 2002, Ellegren 2004). Die Instabilitat der Mikrosatelliten ist auf die
,DNA-Polymerase-Slippage‘ zurlickzufuhren, bei der eine kurze Dissoziation des
Template-Stranges und des 3° Endes des Primers eine versetzte Anlagerung der
Polymerase zur Folge hat. Der resultierende Repeatzugewinn bzw. —verlust stellt sich

extrahelikal dar und wird als ,Frameshift'-Intermediat bezeichnet (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Angenommener Mutationsmechanismus bei Mikrosatelliten.

Die Entfernung des ,Frameshift’- Intermediats kann durch das ,postreplicative mismatch
repair’ system (MMR) oder durch die 3‘-5° Exonuklease der Polymerase vorgenommen
werden. Obwohl beide Mechanismen effektiv ,Frameshifts’ beseitigen, nimmt die
Effizienz der Exonuklease im Gegensatz zu dem MMR-System mit zunehmender
Repeatlange kontinuierlich ab, so dass bei langer Repeatzahl das MMR-System
dominiert (Gragg et al. 2002, Moxon et al. 1999). Wird das Intermediat nicht vor der
nachsten Replikation entfernt, so wird die Veranderung des repetitiven Elements
manifest. Wegen dieser hohen genetischen Variabilitat eignen sich Mikrosatelliten fur
genetische Untersuchungen auch innerhalb von Spezies.

Leishmanien sind relativ reich an Mikrosatelliten Sequenzen (Rossi et al. 1994).
Mikrosatellitenloci lassen sich in hohen Probenzahlen analysieren, bendtigen nur
geringe Mengen an DNS und die erhaltenen Daten lassen sich im Gegensatz zu der
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Isoenzymanalyse ohne Probleme zwischen den Laboren austauschen. Der hohe Grad
an Polymorphismen und die unterschiedlichen Gro3en der Allele ermoglichen es, eine
grol3e genetische Diversitat aufzudecken (Jamjoom et al. 2004). Mikrosatellitenmarker
bieten sich daher besonders gut fur epidemiologische, taxonomische und
populationsgenetische Analysen an und wurden bereits fur die
Subspeziesdifferenzierung bei einigen Leishmania Spezies, wie L. donovani, L. tropica
und L. infantum entwickelt (Jamjoom et al. 2002b, Schwenkenbecher et al. 2004, Bulle
et al. 2002, Ochsenreither et al. 2006). Die Langenvariationen bei Mikrosatelliten-
Markern konnen mit Hilfe von Kapillarsequenzierern analysiert werden, wodurch ,high
throughput®-Analysen moglich und Auswertungen grofer Datensatze erleichtert werden.
FuUr die Spezies L. tropica konnte eine Analyse mit dem Kapillarsequenzierer bereits in
unserem Labor etabliert werden (Schwenkenbecher et al. 2004, 2006).

Von Nachteil ist, dass fur eine bestimmte Spezies entwickelte Mikrosatelliten-Marker oft
nicht informativ fur andere Spezies sind bzw. keine Amplifikate erhalten werden. So
wurden anhand des sequenzierten L. major-Genoms insgesamt 13 fur L. major
polymorphe Marker entwickelt, von denen aber nur zwei auch innerhalb der Spezies L.
donovani differenzieren konnen (Jamjoom et al. 2002a, Schwenkenbecher et al. 2004).
Daher war es notwendig, fur diese Leishmania Arten neue Marker mit Hilfe von
angereicherten Bibliotheken zu entwickeln, um umfassende Analysen zu Phylogenie
und Epidemiologie zu erhalten (Jamjoom et al. 2002 b, Ochsenreither et al. 2006).

Ein weiterer Nachteil ist das Phanomen der Homoplasie, das bei Mikrosatelliten auftritt.
Die Evolution der Mikrosatelliten-Sequenzen geht zwar tendenziell in Richtung der
Zunahme von Repeats, Selektionsmechanismen wie das Mismatch Repair System oder
die 3 5 Exonuklease (siehe oben) wirken aber gegen zu lange Repeats (Gragg et al.
2002). Aufgrund dadurch bedingter moglicher Repeatverluste konnen evolutiv
unterschiedliche Mikrosatelliten die gleiche Lange haben. Um den Einfluss der
Homoplasie zu minimieren, sollten deshalb viele unterschiedliche Marker - moglichst 15
— 20 - verwendet werden (Ruzzante 1998).
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1.9 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die genetische Variabilitat von Leishmania
donovani-Stammen unterschiedlicher geographischer Herkunft mit Hilfe von
ausgewahlten Mikrosatelliten (MS)-Markern zu untersuchen. Davon ausgehend sollen
den L. donovani-Komplex betreffende taxonomische, epidemiologische und
populationsgenetische Fragen geklart werden.

Die Spezies des L. donovani-Komplex (L. donovani, L. infantum und L. archibaldi) sind
Ausloser viszeraler aber auch kutaner Leishmaniosen in Ostafrika, auf dem indischen
Subkontinent, im Mittelmeerraum und in Sudamerika. Bisher werden, anhand der
Isoenzymanalyse, im Sudan drei Spezies (L. donovani, L. infantum und L. archibaldi)
innerhalb des L. donovani sensu lato-Komplexes unterschieden. Diese Taxonomie, die
auf dem bisherigen Goldstandard - der Isoenzymanalyse - basiert, ist jedoch umstritten
und wird insbesondere durch genotypische Analysen in Frage gestellt.

Bisher werden die indischen und ostafrikanischen Stamme des L. donovani-Komplexes
trotz gravierender epidemiologischer und biologischer Unterschiede nicht ausreichend
voneinander differenziert. So stellt z.B. die zunehmende, bis zu 60% betragende,
Resistenz gegenuber pentavalenten Antimonpraparaten bei L. donovani infizierten
Patienten auf dem indischen Subkontinent ein gro3es Problem dar. Im Vergleich dazu
gibt es bisher keine Anhaltspunkte fur eine ahnliche Resistenzentwicklung bei L.
donovani infizierten Patienten in Ostafrika. Unklar ist bislang auch, ob die PKDL (Post-
Kala-Azar-Dermatose) aufgrund von Therapieversagen oder Neuinfektion auftritt und
welche Rolle die PKDL-Patienten in interepidemischen Phasen spielen.

Neben dem Vorteil der Feintypisierung von Leishmanien auf Subspeziesebene hat die
Isoenzymanalyse entscheidende Nachteile. Die zeit- und arbeitsaufwandige Anzucht
der Erreger ist teuer und macht es unmoglich, eine hohe Anzahl von Proben zu
analysieren. Diese Methode ist somit Speziallabors vorbehalten. Sie ist auch
zunehmend umstritten, da sie lediglich einen Phanotyp charakterisiert, der unter dem
Einflud der Kultivierung modifiziert werden kann.

Fur epidemiologische Untersuchungen ist aber die ldentifikation des Genotyps
notwendig, um zuverlassig auf Inter- und Intraspeziesebene differenzieren zu kdnnen.
Aus diesem Grunde wurden in dieser Arbeit MS Marker eingesetzt, die auch innerhalb
verschiedener Zymodeme unterscheiden konnen. Die in dieser Arbeit durchgefuhrte

MLMT (Multi Locus Microsatellite Typing) beruht auf Langenpolymorphismen in uber
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das Genom verteilten Mikrosatellitensequenzen. MS sind bis zu 60 mal wiederholte
Mono- bis Hexanukleotidrepeats. Sie sind reichlich und ubiquitar im Genom der meisten
Eukaryonten vorhanden, weisen eine hohe Anzahl von Allelen auf, sind kodominant und
werden nach den Mendelschen Gesetzen vererbt. Auch das Genom von Leishmanien
ist reich an MS und die Vorzuge der MLMT fur die Feintypisierung von Subspezies und
Stammen konnten z. B. fur L. tropica bereits gezeigt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden 15 Mikrosatellitenmarker verwendet, die von
Jamjoom et al. (2002) und Schwenkenbecher et al. (2004) publiziert wurden. Die
entsprechenden MS wurden aus 54 DNA-Proben von L. donovani, L. infantum und L.
archibaldi Stammen aus Ostafrika, Indien, Israel und China sowie 2 DNA-Proben von L.
infantum aus dem Mittelmeergebiet mit Hilfe optimierter PCR-Protokolle amplifiziert und
im Agarosegel nachgewiesen. Die Analyse der erhaltenen Fragmente erfolgte dann
durch die Polyacrylamidgelelectrophorese, mit anschlieRender Auswertung anhand der
Bionumerics Software, und im Kapillarsequenzierer mit dem Fragmentanalyse-Modul.
Fir jeden untersuchten Stamm und Marker wurde die Fragmentgrof3e in Basenpaaren
und Anzahl der Repeats ermittelt. Anhand der Ergebnisse wurden Datenmatrizen
erstellt, die die Grundlage fur die Berechnungen der genetischen Distanz zwischen den
unterschiedlichen Stammen und deren Zuordnung zu verschiedenen Populationen
bildeten. Verglichen mit der Isoenzymanalyse liegen die Vorteile der hochauflésenden
MS in einer verbesserten Diskriminierung der einzelnen Subspezies und Stamme und
der schnellen gleichzeitigen Analyse vieler Proben im Kapillarsequenzierer.

Neben der Aufklarung der taxonomischen Verhaltnisse innerhalb des L. donovani-
Komplexes sollten in dieser Arbeit auch Populationsstrukturen mit den daraus
folgenden Konsequenzen fur die Entwicklung neuer Diagnostika, Therapeutika und
Vakzine, innerhalb des L. donovani Komplex aufgedeckt werden. Wenn moglich, sollte
auch auf die historische Ausbreitung der Leishmanienstamme in der Alten Welt

geschlossen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Verwendete Produkte, deren Hersteller und Herkunft

Produkte

Hersteller

10x PCR-Puffer

Acrylease

Agarose NA

Amoniumperoxidsulfat 10% (APS)
AmpliTag® DNA Polymerase

Aqua bidest

Borsaure

CEQ™ Sample Loading Solution 6.0 ml
ceQq™ Sequencing Separation Buffer
ceQ™ Separation Gel

CEQ™ Size Standard Kit-400
DNS-Leiter 1 kb

DNS-Leiter 10 bp

dNTPs

EDTA

Essigsaure

Ethidiumbromid-standard

Ficoll

Formaldehyd 37%

Gel Save

Glyzerin

Mineraldl

Natriumcarbonat

Primer (unmarkiert)

Primer (fluoreszenzmarkiert)
Rotiphorese Gel 29

Salpetersaure

Silan A 174

Silbernitrat
Temed(N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin)

AppliedBiosystems Roche, Foster City, USA
Stratagene, La Jolla, USA

Amersham Bioscience, Uppsala, Schweden
Merck, Darmstadt

Applied Biosystems Roche, Foster City, USA
Braun, Melsungen

Roth, Karlsruhe

Beckman Coulter Life Science Research, Krefeld
Beckman Coulter Life Science Research, Krefeld
Beckman Coulter Life Science Research, Krefeld
Beckman Coulter Life Science Research, Krefeld
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Amersham Bioscience, Uppsala, Schweden
Roth, Karlsruhe

J.T. Baker, Philipsburg, USA

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

J. T. Baker, Philipsburg, USA

Appli Chem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe

TibMolbiol, Berlin

Proligo, Paris, Frankreich

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Appli Chem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Tris(hydroxymethyl)aminomethan Biodeal, Markkleeburg

Xylencyanol FF Merck, Darmstadt

2.1.2 Losungen

Stoplosung I: 30 ml

1,5 ml Glyzerin

3 mg Bromphenolblau

600 ul EDTA [0,5 M; pH 8,0]
30 wl Tris [1 M; pH 8,0]

Mit Aqua dest. Auffullen.

10x TBE-Puffer:

1,6 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan
0,8 g Borsaure

0,6 ml EDTA [0,5 M; pH 8,0]

Aqua bidest auf 15 ml auffullen

dNTP’s: Ausgangskonzentraion 100 mM
50uwlAC,G T
1800 ul Aqua bidest.

Stoplosung lI:

0.25% Bromphenolblau
0.25% Xylencyanol FF
15% Ficoll

Mit Aqua dest. Auffullen.

Tris(hydroxymethyl)aminomethane: 100 ml; 1M; pH 8,0
12,11 g Tris
etwas Aqua dest. hinzufugen, pH mittels pH — Meter (WTW) auf 8,0 einstellen und mit

Aqua dest. auffullen.
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TE-Puffer: 200 ml; pH 8,0

2 ml Tris(hydroxymethyl)aminomethane (1M; pH 8,0)

400 ul EDTA (0,5M; pH 8,0)
Mit Aqua dest. auffullen.

2.1.3 Gerate und Apparaturen

Tabelle 2: Produkte, Hersteller und Herkunft von Geraten und Apparaturen

Produkte

Hersteller

96-Well-Platten
96-Flat-Well-Platten

CEQ 8000 Genetic Analysis System
Eagle Eye |l

Eppendorfgefalle

Geltrockner Maxidry D 64
Gelschalen

Gene Genius Bio Imaging System
Mikrowelle

PH — Meter, Microprocessor
Powersupply-Phero stab 300/500
Robocycler Gradient 40
Spectrophotometer, Ultrospec I
Trio- Thermoblock
Transilluminator TFX

Vortexer, Vortex-Gene 2
Zentrifuge 5415 D

Beckman Coulter Life Science Research, Krefeld

Beckman Coulter Life Science Research, Krefeld

Beckman Coulter Life Science Research, Krefeld

Stratagene, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Biometra, Gottingen

Biotec- Fischer, Reiskirchen
Syngene, Cambridge, GroRbritannien
Bosch, Stuttgart

WTW, Weilheim

Biotec-Fischer, Reiskirchen
Stratagene, La Jolla, USA
Pharmacia LKB, Erkerode
Biometra, Gottingen

Vilber/ Lourmat, Torcy, Frankreich
Bender & Hobein, Zirich, Schweiz
Eppendorf, Hamburg

2.1.4 Computerprogramme

Tabelle 3: Produkte und Hersteller von Computerprogrammen

Produkte Hersteller

BIONUMERICS | Applied Maths BVBA

GENETIX 4.02 Montpellier group; http:/www.univ-montp2.fr/~genetix/genetix.htm

MICROSAT

Minch et al. (1997)
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MSA Dieringer, Schlétterer (2003)

PAUP 4.0b8 Swofford (2000)

PHYLIP 3.6 Felsenstein (2004); hitp://evolution.genetics.washington.edu/
STRUCTURE Pritchard et al. (2000)

2.1.5 Leishmania- Stamme

In der vorliegenden Arbeit wurden 56 Leishmania-Isolate aus dem L. donovani
Komplex, die aus verschiedenen endemischen Regionen stammen, auf ihre genetische
Distanz hin untersucht. Die DNS-Proben wurden durch die Arbeitsgruppe von Frau Dr.
Schonian zur Verfugung gestellt. Es wurden dabei Isolate von Patienten mit
verschiedenen klinischen Auspragungen der Leishmaniose und verschiedener Wirte
untersucht. Tabelle 4 gibt Aufschluf® Uber die WHO-Bezeichnung, die entsprechende

hausinterne Kodierung der Isolate, die Zymodeme und die Pathologie.

Tabelle 4: Untersuchte Leishmania-Stamme

WHO-Code' Laborbezeichnung®  Zymodem® Pathologie®
IMH Charité
MHOM/IN/1980/DD8 DON-01 MON-2*** VL
MHOM/KE/1983/NLB189 DON-02 MON-37*** PKDL
MHOM/KE/1984/NLB218 DON-03 n.d. PKDL
MHOM/KE/1985/NLB323 DON-04 MON-37*** VL
MHOM/SD/1975/LV139 DON-06 n.d. CL
MHOM/SD/1962/LRC-L61 DON-07 MON-82 ** Keine Angabe
MHOM/SD/1968/1S DON-08 n.d. VL
MHOM/IN/1971/LRC-L51a DON-10 n.d. VL
MHOM/CN/????/Wangjie1 DON-11 MON-35*** VL
MHOM/SD/1992/51-band DON-12 MON-30 * VL
MHOM/SD/1993/GE DON-13 MON-82 ** VL
MHOM/SD/1993/AEB DON-14 MON-82 ** VL
MHOM/SD/1993/45-UMK DON-15 MON-30 * VL
MHOM/SD/1993/762L DON-16 MON-30 * VL
MHOM/SD/1993/9S DON-17 MON-18*** VL
MHOM/SD/1993/452BM DON-18 MON-30 * PKDL
MHOM/SD/1993/597LN DON-19 MON-30 * PKDL
MHOM/SD/1993/38-UMK DON-20 MON-30 * VL
MHOM/SD/1993/35-band DON-21 MON-82 ** VL
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MHOM/SD/1993/597-2 DON-22 MON-30 * PKDL
MHOM/SD/1993/338 DON-23 MON-18*** PKDL
MHOM/ET/1967/HU3 DON-24 MON-18*** VL
MHOM/IN/1993/BI2302 DON-28 n.d Keine Angabe
MHOM/IL/1998/LRC-L740 DON-29 n.d Keine Angabe
MHOM/ET/????/HUSSEN DON-38 MON-31*** VL
MHOM/IN/????/DEVI DON-39 MON-2*** VL
MHOM/SD/1982/GILANI-LG12 DON-41 MON-30 * VL
MHOM/SD/1982/GILANI- LEM494 DON-42 MON-30 * VL
MHOM/ET/ 1972/GEBRE1 DON-43 MON-82 ** VL
MHOM/IN/1983/AG83 DON-44 n.d VL
MHOM/IN/2001/BHU20140 DON-45 n.d. VL
MHOM/SD/1997/LEM3429 DON-46 MON-257 ** VL
MHOM/SD/1997/LEM3463 DON-47 MON-258 ** VL
MHOM/IN/1954/SC23 DON-48 MON-38*** VL
MCAN/SD/2000 /LEM3946 DON-49 MON-274*** CanVL
MHOM/IN/2002/BHU1 DON-51 n.d. VL
MHOM/IN/2002/BHU2 DON-52 n.d. VL
MHOM/IN/2002/BHU3 DON-53 n.d. VL
MHOM/IN/2002/BHU4 DON-54 n.d. VL
MHOM/IN/2002/BHU5S DON-55 n.d. VL
MHOM/IN/2002/BHU6 DON-56 n.d. VL
MHOM/IN/2002/BHU7 DON-57 n.d. VL
MHOM/IN/2002/BHU8 DON-58 n.d. VL
MHOM/IN/2002/BHU9 DON-59 n.d. VL
MHOM/IN/2002/BHU11 DON-60 n.d. VL
MHOM/IN/2002/BHU12 DON-61 n.d. VL
MHOM/IN/2002/BHU13 DON-62 n.d. VL
MHOM/IN/2002/BHU15 DON-63 n.d. VL
MHOM/IN/2002/BHU17 DON-64 n.d. VL
MHOM/IN/2002/BHU20 DON-65 n.d. VL
MHOM/KE/1955/LRC-L53 DON-66 MON-36*** VL
MHOM/KE/????/LRC-L445 DON-67 n.d Keine Angabe
MHOM/SD/1962/3S INF-33 MON-81* VL
MHOM/SD/1997/LEM3472 INF-38 MON-267* PKDL
MHOM/TN/1980/IPT1 INF-01 MON-1* VL
MHOM/ES/1988/LLM175 INF-37 MON-198* VL (HIV-positiv)

' WHO-Schliissel: Wirt/ Land, in dem der Parasit isoliert wurde/ Jahr der Isolation/

Isolatbezeichnung. Wirte: Mammalia (M), Homo sapiens (MHOM), Canis familiaris
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(MCAN). Herkunftsland: China (CN), Spanien (ES), Athiopien (ET), Israel (IL), Indien
(IN), Kenia (KE), Sudan (SD), Tunesien (TN). Unbekannte Jahreszahlen wurden mit
vier Fragezeichen gekennzeichnet.

%|solate: L. donovani (DON), L. infantum (INF)

3Zuordnung durch die Isoenzymanalyse: Zymodeme der Montpellier Forschungsgruppe
(MON), L. infantum *; L. archibaldi **, L. donovani~ . Nicht differenziert (n. d.).
*Pathologie: Viszerale Leishmaniose (VL), Kutane Leishmaniose (CL), Post kala-azar
dermale Leishmaniose (PKDL), Canine VL (CanVL)

Der von Jamjoom et al. (2002a) klonierte Stamm MHOM/ET/67/HUS;
(Laborbezeichnung: DON-24) auf Basis dessen Sequenz die Marker entwickelt wurden,
wurde in allen PAGE und Fragmentanalysen als Referenzstamm mitgefuhrt

2.2 Methoden

2.2.1 DNS-Praparation aus Leishmanien

Die DNS wurde aus kultivierten Promastigoten mit der Phenol-Chloroform-Methode
extrahiert, wie in Schonian et al. (1996) beschrieben. Die Konzentration sowie die
Reinheit wurden mit dem Spektrophotometer (Pharmacia LKB) durch
Absorptionsmessung bei 260 und 280 nm bestimmt. Die DNS der verschiedenen
Leishmanien-Stamme wurde bei 4°C gelagert und fur die PCR einheitlich auf 10 ng/ul

mit H>O verdinnt.

2.2.2 Amplifizierung der Mikrosatellitenmarker

2.2.2.1 Verwendete Primer

Far die Analyse der Mikrosatellitenfragmente mit der automatischen
Kapillarelektrophorese wurden fluoreszenzmarkierte Vorwartsprimer verwendet
(Proligo). Fur die Analyse der MS-fragmente mit der PAGE wurden nicht-markierte

Primer verwendet.
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Tabelle 5: Verwendete Marker

Marker Markie- Sequenz (5-3°) Forward Sequenz (6*-3°) Reverse Rp-anzahl1 Genbanknr. *
rung DON-24
LIST 7011 [DyeD3 CGGCGACATGCACACATA CACACACATTGAAGATGGAGGA (TA)13 AF389876
LIST 7021 |DyeD2 CCGAATACACAAGCCTCCTC TCAGGCTTCGTCGTTTCTTT (CA) 15 AF427869
LIST 7023 [DyeD3 CTTTGCGTTGCGCACTAA GCTTGTGTTCCGTGTGTGTT (CA) 19 AF427871
LIST 7025 |DyeD4 GGAGTCGTCTCTCTGTTACGC ATCGCGTGCATGGGTATT (CA) 22 AF427873
LIST 7027 [DyeD3 CTCTCTCGTCACCACAGCAC AGGGGACAAGACACAGATGG (CA) 15 AF427875
LIST 7028 [DyeD3 CACTCCACTGCGTTGGATA CTTTGACCGCCGTTCTTT (GT)o AF427876
LIST 7030 [DyeD3 TCTCTGCACGTCTGTGTGTG TCTTCCTGAAGGGCGATG (GT)o AF427878
LIST 7033 [DyeD3 CATTGCTGAGTGCTGCTAGTG ATGAGCGTACTGGGCACAC (GT) 21 AF427881
LIST 7035 [DyeD3 AAAGGTATGATACGCCTGTGG ACCGCAAAGAACGGACAT (GT) 15 AF427883
LIST 7037 |[DyeD4 ATGCTGAGCCCATCAAGACT GATGTCCCCGTTTACTCCAA (GT) 20 AF427885
LIST 7039 [DyeD3 CTCGCACTCTTTCGCTCTTT GAGACGAGAGGAACGGAAAA (CA)10 AF427887
LIST 7040 [DyeD3 GCAGAGCGAGACACACAGAC GTGCACGTTGATGTGCTTCT (CA)11 AF427888
GA6 n. m. GTGTGAGCTAATCGATTGGG CGCTCTCTCTGTCTCTGTCT (GA)s AY826388
GA10 n. m. ACTCACTCCGTTGGGATGAT CGCGCATATCTCTATCCACT (GA) 19 AY826390
GACA1 n. m. CTGCCTGCCTGTCCGTGCCT  GGAGAAGAAGAAATGGTGAG (GACA)3  AY826397

Markierte Vorwartsprimer (schwarz- DyeD2, grin- DyeD3, blau- DyeD4),
Vorwartssequenz (,Forward®), Ruckwartssequenz (,Reverse®), n. m.; nicht markiert

' Repeatanzahl bezogen auf den Referenzstamm DON-24.

2 Die Genbanknummern in der Primertabelle beziehen sich auf den Referenzstamm
MHOM/ET/67/HU3

2.2.2.2 Optimierung der PCR-Bedingungen

Zur Ermittlung der spezifischen Annealingtemperatur (Ta) wurde jedes Primerpaar mit
der DNS des Referenzstammes (MHOM/ET/1967/HU3) mit einem modifizierten
Mikrosatelliten-PCR-Ansatz, wie unter Punkt 2.2.2.3. beschrieben, amplifiziert.
AnschlieBRend wurde der Referenzstamm im standardisierten Mikrosatelliten
Thermoprogramm, beschrieben unter 2.2.2.3., mit zwei Temperaturgradienten, Ta=
42°C - 56°C und Ta= 44°C - 58°C getestet und anschlielRend elektrophoretisch
aufgetrennt. Die richtige Annealingtemperatur wurde durch die Bande mit der
deutlichsten Markierung ausgewahlt. Nach der Bestimmung der Ta wurde fur jedes
Primerpaar die PCR mit DNS-Proben der in Tabelle 4 aufgefuhrten Isolate unter
gleichen Bedingungen durchgefuhrt.
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2.2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fur die Amplifikation der Fragmente mit fluoreszenzmarkierten Vorwartsprimern,
notwendig fur die Analyse der Mikrosatellitenfragmente mit der automatischen
Kapillarelektrophorese, wurde ein Standardansatz von 50 ul verwendet (Tabelle 6). Die
fluoreszenzmarkierten Primer wurden in einem Verhaltnis von 1:10 verdunnt. Der
Standardansatz wurde mit einem Tropfen Mineraldl Uberschichtet und fur 2 Sekunden
mit dem Vortexer (Bender & Hobein) auf niedriger Stufe durchmischt. Bei jeder PCR
wurden eine Negativkontrolle, bei der keine DNS enthalten ist, sondern die
entsprechende Menge durch Aqua ad iniectabilia aufgefullt wird, und eine
Positivkontrolle mit der DNS des Referenzstammes mitgefuhrt. Die PCR- Ansatze
wurden entweder im Trio-Thermoblock (Biometra) oder im Robocycler Gradient 40
(Stratagene) initial bei 95°C fur 4 min denaturiert. In den folgenden 35 Zyklen wurde
noch mal jeweils fur 30 s bei 95°C denaturiert. Nach Anlagerung der Primer bei der
spezifischen Annealingtemperatur (Ta) fur 30 s, folgte die Primerverlangerung fur 1 min
bei 72°C. Nach einer terminalen Elongation von 6 min wurde das Amplifikat auf 4°C
heruntergekuhlt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die PCR-Produkte im
Kuhlschrank bei 4°C gelagert. Die verschiedenen Annealingtemperaturen sind unter
Punkt 3.4. in Tabelle 7 nachzulesen.

Tabelle 6: PCR- Ansatz fiir fluoreszenz-markierte Primer

Reagenz Menge Endkonzentration
10x Puffer 5ul 1x

DNTPs 4 ul 0,2 mM je Nukleotid
Vorwartsprimer 1l 10 pmol/ 50 ul
Rickwartsprimer 0,5 ul 5 pmol/ 50 pl
Tag-Polymerase 0,2ul 1 Ulul

DNS 2ul 10 ng/ ul

Mit Aqua bidest. auf 50 ul auffiillen

Der PCR-Standardansatz fur nicht markierte Primer unterscheidet sich durch die Menge

an Vorwartsprimer, die S5pmol/ 50 ul betragt.
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2.2.3 Kontrollelektrophorese fir die PCR-Produkte

Fur den elektrophoretischen Nachweis der amplifizierten MS-Marker wurden 1,3%-ige
Agarosegele verwendet. Daflr wurden in der Mikrowelle 1,3 g Agarose in 100 ml 1x
TBE Puffer vollstandig gelost. Nach einer kurzen Abkuhlung wurde das flussige Gel in
eine Gelschale (15 x 15 cm) mit Kamm (1mm Dicke) gegossen und im Kuhlraum bei
4°C verfestigt. Jeweils 8 ul des Amplifikats wurden mit 3 ul Stoplésung | vermischt und
in die Geltaschen (Slots) gefullt. Als Molekulargewichtsstandard wurden 8 ul einer 1 kb
Leiter (375 ul Aqua bidest., 75 ul Stoplésung I, 50 ul 1 kb-Leiter Ausgangslosung
Standard 1) aufgetragen. Als Laufpuffer wurde 0,5x TBE-Puffer verwendet. Die
Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte bei 6 V pro cm Gellange fir 1-2 h. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel fur 10-15 min im Ethidiumbromidbad
(100 wl einer 10mg/ml Ethidiumbromidstandardlosung auf 2 | Aqua bidest) gefarbt, kurz
im Wasserbad gewaschen und die Banden anschlieRend unter UV-Licht mit Hilfe des

Eagle-Eye-II-System oder Gene-Genius-System visualisiert und als Foto dokumentiert.

2.2.4 Fragmentlangenanalysen der Mikrosatelliten

2.2.4.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Zur Herstellung des Polyacrylamidgels (Sambrook et al. 1989) wurden die Glasplatten
in aufsteigender Konzentration mit Aqua dest, 70%-igem und 96%-igem Alkohol
gereinigt. AnschlieBend wurden beide Platten zur besseren Ablosung des Gels mit
einigen Spritzern Acrylease oder Gel Save eingerieben und die Ohrenplatte im
Kammbereich zusatzlich mit Silan A 174 zur besseren Adhasion und Stabilisierung der
Slots behandelt. Die Glasplatten wurden mit den Abstandhaltern (Spacern) dazwischen
aufeinandergelegt und mit 5 cm breitem Klebeband abgeklebt. Zusatzlich wurden zur
Adhasion der Platten Stahlklammern nebeneinander an jede Seite angebracht. Der
Kamm wurde nach Giel3en des Gels vorsichtig luftblasenfrei zwischen die beiden
Platten eingefuhrt und ebenfalls mit Stahlklammern fixiert. Fur ein 12%-iges
Polyacrylamidgel von 0,8 mm Dicke und 45 cm x 35 cm Grof3e wurde eine Losung von

150 ml verwendet, bestehend aus 45 ml Acrylamid:bisacrylamid 29:1 (40%
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Stammldésung- Rotiphorese Gel 29), 15 ml 10x TBE und 90 ml Aqua dest. Durch
Zugabe von 750 ul APS 10% und 75 ul Tetramethylethylendiamin (Temed) wurde die
Polymerisierung gestartet, die nach 2-3 h abgeschlossen war. Anschliel3end wurden
Klebeband, untere Spacer und Kamm von den Gelplatten entfernt. Letztere wurden in
die Halterung der Elektrophoresekammer eingespannt und mit einer Aluminiumplatte
versehen, die eine ausgeglichene Warmeverteilung uber die Platten gewahrleisten
sollte. Die obere Pufferkammer wurde mit 3%iger Agarose abgedichtet. In den oberen
und unteren Tank wurde 0,5x TBE- Puffer gefullt und nach der Entfernung des Kammes
die Slots mit Hilfe einer Mikroliterpipettespitze von Gelresten gereinigt. Die Gelkammer
wurde an das Stromversorgungsgerat angeschlossen und ein Vorlauf bei 10 W far 30
min gestartet. Auf das Polyacrylamidgel wurden PCR- Produkte mit nicht-markierten
Vorwartsprimern aufgetragen. Jeweils 15 ul dieser PCR-Produkte wurden mit 5 ul
Stoplosung 11 (0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol FF und 15% Ficoll) gemischt
und nach dem Vorlauf in die Slots gegeben. Als Molekulargewichtsmarker wurden 8 ul
einer 10 bp-Leiter (entspricht 5,2 ul TE-Puffer pH 8, 1,6 ul Ladepuffer, 1,2 ul 10 bp-
Leiter Ausgangslosung Standard, Invitrogen) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde
bei 6 W fur 16 h Uber Nacht durchgefuhrt.

AnschlieRend erfolgte die Silberfarbung nach Budowlé et al. (1991). Dazu wurde das
Gel in 3 1 1%-iger Salpetersaure (46 ml 65% Salpetersaure und 2954 ml Aqua dest.) fur
10 min fixiert und anschlie3end kurz in destilliertem Wasser gespult. Danach wurde das
Gel in einer Silbernitratlosung (0,2%) ( 6g 0,2% Silbernitrat in 3000 ml Aqua dest.
geldst) fur 25 min gefarbt und dann nochmals fur 5 min in Aqua dest. gewaschen. Die
Entwicklung erfolgte in einer 3 | 0,28 M Natriumcarbonatlosung (89,1 g Natriumcarbonat
in 3000 ml Aqua dest.), der kurz vor Gebrauch 1 ml Formaldehyd (37%) zugesetzt
wurde. Nach erneuter Spulung mit Aqua dest. folgte eine Fixierung in 3 | einer 10%-igen
Essigsaure (300 ml 99%-100% Essigsaure in 2700 ml Aqua dest.). Anschliellend wurde
das entwickelte Gel nochmals in destilliertem Wasser gewaschen, auf Filterpapier
gezogen und mit Frischhaltefolie abgedeckt. Das Gel wurde bei 65°C fur 3 h auf dem
Geltrockner Maxidry D 64 (Biometra) unter Vakuum getrocknet und anschlie3end
eingescannt. Die Auswertung der GroRe der amplifizierten Mikrosatellitenfragmente
erfolgte mit Hilfe der Bionumerics-Software V 2.5 (Applied Maths BVBA).
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2.2.4.2 Fragmentanalyse am Kapillarsequenzierer

Die automatische Fragmentanalyse am CEQ8000 entspricht einer elektrophoretischen
Auftrennung der Fragmente innerhalb von Kapillaren. Die folgenden Losungen wurden
von der Firma CEQ, USA, zur Fertigstellung eines Mastermix bezogen. Ein Mastermix
von 29 ul wurde aus je 28,75 ul CEQ-Sample Loading Solution (SLS) und 0,25 ul CEQ-
Standard entsprechend der Probenanzahl in einem Eppendorf- Gefaly zusammen
pipettiert. Die GroRRenangabe des CEQ-Standards betragt zwischen 60 und 400bp (d.h.
alle 10 bzw. 20 bp ein Standardpeak in rot-(D1)). PCR-Produkte, die unter Verwendung
der fluoreszenz-markierten Primer der Gruppe dyeD3 (grune Markierung) amplifiziert
worden waren, wurden vor der Analyse 1:5 und die der Gruppe dyeD4 (blaue
Markierung) 1:20 verdunnt, um die gewunschte gleichmafige Fluoreszenz der farblich
verschieden markierten Fragmente zu erhalten. Bei den PCR-Produkten, deren
Vorwartsprimer mit dyeD2 (schwarze Markierung) markiert worden waren, war eine
Verdinnung des Amplifikats nicht notwendig. Die vorbereiteten PCR-Amplifikate
wurden manuell aufgeschuttelt und anschliefiend kurz bei 8000 rpm (Zentrifuge 5415 D)
zentrifugiert. Aus der Suspension wurde 1 ul entnommen und in je eine Kammer einer
96-Well-Platte pipettiert. Jeweils 29 ul Mastermix wurden nach kurzem Schutteln und
Zentrifugieren auf die PCR-Produkte pipettiert. Beide Komponenten wurden gemischt
und mit einem Tropfen Mineraldl Uberschichtet. Entsprechend der Anzahl verwendeter
Kammern auf der 96-Well-Platte wurden in einer 96-flat-Well-Platte die kongruenten
Kammern mit CEQ Separation Buffer gefullt. Bei unterschiedlicher Markierung der
Amplifikate war es madglich, pro Kammer bis zu drei verschieden markierte Amplifikate
zu verwenden. In diesem Fall wurde die Menge an SLS entsprechend reduziert. Die
vorbereiteten Platten und das fertig gelieferte Polyacrylamidgel wurden in den CEQ
8000 eingesetzt. Die Laufdauer im verwendeten Programm frag-1 betrug pro Reihe
(acht Kammern) eine Stunde. Das Prinzip der Kapillarelektrophorese fuhrte
computergesteuert uber die CEQ 8000 Software zu der Darstellung der
Mikrosatellitenfragmente als Spektrogramme mit entsprechender
Fragmentgrof3enangabe.

Die gleichzeitige Analyse vieler Proben stellt vor allem eine kostenglnstige und
schnelle Variante der Fragmentanalyse dar.
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2.2.5 Statistische Auswertungen
2.2.5.1 Modellbasierte Analyse der Populationsstruktur

Die Populationsstrukturen wurden mittels der Bayesischen Statistik mit dem Programm
STRUCTURE errechnet (Pritchard et al. 2000). STRUCTURE ermittelt die
wahrscheinliche Anzahl (K) vorhandener Populationen anhand der Allelfrequenzen in
verschiedenen Loci. Die Isolate werden dann anhand ihrer Genotypen den jeweiligen
Populationen zugeordnet. Eine Vorlaufzeit von 10.000 Wiederholungen wurde
festgesetzt und die wahrscheinliche Anzahl von Populationen durch 100.000 Markov
Chain Monte Carlo Iterationen ermittelt. Die wahrscheinliche Anzahl der Populationen
wurde Uber den Vergleich von logarithmischen Wahrscheinlichkeiten (In Pr(K/X), wobei
X die Menge der Genotypen entspricht) fur Werte zwischen K 1 und 10 erhalten. Die
Werte wurden in einem Diagramm verglichen. An dem hochsten Punkt (Plateau) der
Kurve, hergeleitet nach Gauss, erfasst der Wert K die tatsachliche Anzahl der
Populationen.

2.2.5.2 Distanzbasierte Analysen der Populationsstruktur

Die Berechnung der genetischen Distanz einschlieBlich der statistischen Unterstitzung
durch Bootstrap-Analysen (1000 Replikationen) (Felsenstein 1985) erfolgte mit Hilfe der
Software MICROSAT 1.5d (Minch et al. 1997). Dazu wurden die
Mikrosatellitenfragmente in Basenpaaren pro Locus angegeben und mit zwei
unterschiedlichen Distanzmethoden Dendrogramme erstellt. Die Distanzmethode Das
(Dps= proportion of shared alleles) (Bowcock et al. 1994) basiert auf der Theorie des
Infinite Allele Models (IAM), bei der jede Mutation eine neue beliebig hohe Anzahl an
Repeats hervorbringen kann (Benett et al. 1998). Die zweite Distanzmethode (Dgm)
basiert auf dem schrittweisen Mutationsprozess (SSM=single step mutation model), bei
dem davon ausgegangen wird, dass Mikrosatelliten Uber den Zugewinn oder Verlust
von ein oder zwei Repeats schrittweise mutieren (Goldstein et al. 1995). Fur die
Konstruktion der UPGMA bzw. Neighbor-joining Dendrogramme beider Distanzmodelle
wurde das PAUP 4.0b8 Programm (Swofford 2000) oder PHYLIP 3.6 (Felsenstein
2004) benutzt.
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2.2.5.3 Populationsgenetische Analysen

Statistische Daten, wie Fg-, p-Werte, Allelanzahl, He (erwartete Heterozygotie) und H,
(beobachtete Heterozygotie) unter Berlcksichtigung der SSM- und IAM-Modelle,
wurden mit dem Programm MICROSATELLITE ANALYSER (Dieringer und Schl6tterer
2003) berechnet. Anhand des MSA werden die genetischen Distanzen zwischen
Populationen ermittelt.

Um genetische Substrukturen auf Populationsebene aufzudecken, wurde eine FCA
(factorial correspondence analysis) mit Hilfe von GENETIX (Dawson und Belkhir, 2001)
durchgefuhrt, die die einzelnen Isolate aufgrund ihres Allelstatus raumlich in einer 3-D-
Graphik darstellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Stamme

Zur Untersuchung der genetischen Variabilitat verschiedener Leishmanienstamme
wurden lIsolate aus acht Landern ausgewahlt, die entweder von VL- oder PKDL-
Patienten stammten. In einem Fall wurde die Diagnose der CL gestellt (DON-06).

Von den ausgewahlten 56 Isolaten sind 22 aus Indien, 5 aus Kenia, 3 aus Athiopien, 22
aus dem Sudan, und jeweils ein Isolat aus China, Israel, Spanien und Tunesien. 30
Isolate wurden bereits mit der Isoenzymanalyse in 16 unterschiedliche Zymodeme und
drei unterschiedliche Spezies, L. donovani, L. infantum und L. archibaldi, eingeteilt
(Tab.4 in 2.1.5). Fir diese Leishmania-Stamme wurde die Variation der Repeat-Langen
mit 15 verschiedenen Mikrosatellitensequenzen analysiert.

3.2 Auswahl und Optimierung der Mikrosatellitenmarker

Zwolf der in dieser Arbeit verwendeten Primerpaare (LIST-Primer) wurden von Jamjoom
(Jamjoom et al. 2002b) aus einer angereicherten Genbibliothek - basierend auf dem
Stamm MHOM/ET/67/HUS3 - entwickelt (Tab. 5). Fur diesen Stamm ist fur jeden Marker
die Anzahl der Repeats in der Datenbank angegeben. Aus diesem Grund diente in
dieser Arbeit MHOM/ET/67/HU3 als Referenzstamm. Diese Marker waren auch fur L.
infantum polymorph. Drei Primerpaare (GA6, GA10, GACA1) wurden ursprunglich von
Schwenkenbecher et al. (2004) fur L. tropica entwickelt, zeigten aber auch
Polymorphismen bei unterschiedlichen L. donovani und L. infantum Stammen.

Fir die Analyse der 56 Isolate (Tab. 4 in 2.1.5) wurden zunachst die PCR-Bedingungen
(Tab. 6 in 2.2.2.3) und die Annealingtemperatur (Tab. 7) fur jedes Primerpaar bestimmt,
um zu einem optimalen Ergebnis zu gelangen. Die DNS aller Stamme wurde mit den
unter Punkt 2.2.2.1 in Tabelle 7 aufgefuhrten Primerpaaren amplifiziert. Das PCR-
Produkt wurde im Agarosegel Uberpruft.
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3. Ergebnisse

3.3 Analyse der Mikrosatelliten-Langenpolymorphismen mit Hilfe der

Polyacrylamidgelelektrophorese

Fur die Marker GA6, GA10 und GACA1 war die Analyse mittels Kapillarsequenzierer
durch die zu erwartende niedrige FragmentgroRe von unter 100 bp erschwert. Die
Variation der Mikrosatellitensequenzen bei diesen Markern wurde deshalb mit Hilfe der
PAGE bestimmt. Als Molekulargewichtsmarker diente eine 10 bp-Leiter (Abb. 4). Die
Bestimmung der FragmentgroRen erfolgte mit der Bionumerics-Software. Der
Referenzstamm MHOM/ET/67/HU3 (DON-24) wurde als Vergleich auf das Gel mit
aufgetragen. Mit den Markern GA6, GA10 und GACA1 konnten Polymorphismen
sowohl innerhalb der sudanesischen als auch innerhalb der indischen Stamme, jedoch
nicht bei den Isolaten aus der Region Bihar nachgewiesen werden. Doppelbanden
wurden innerhalb der Marker GA6 und GA10 bei den sudanesischen Stammen
beobachtet. Bei dem Marker GACA1 konnten keine Doppelallele detektiert werden.
Nullallele traten nicht auf. Anhand der bekannten Mikrosatellitensequenzen des
klonierten Stammes wurde von der GrolRe des PCR-Produkts auf die Anzahl der

repetitiven Sequenzen in den untersuchten Isolaten geschlossen (Tab. 8).
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Abbildung 4: Ausschnitt einer Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)
Dargestellt ist Locus GACA1 mit L. donovani Stammen aus Indien (Don-01), Kenia

(Don-02, Don-03 und Don-04) und Sudan (Don-06), als Molekulargewichtsmarker
diente eine 10-bp-Leiter.

3.4 Analyse der Mikrosatelliten-Langenpolymorphismen mit Hilfe

eines Kapillarsequenzierers

Die Amplifikate der LIST-Marker wurden mit dem Kapillarsequenzierer auf Grolde und
Heterozygotie untersucht. Mit allen Primerpaaren und fur alle ausgewahlten Stamme
wurden entsprechende PCR-Produkte erhalten. Nullallele traten nicht auf. In jedem Fall
konnten ein bis zwei Banden der erwarteten Grol3e visualisiert werden (Abb.5).
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Abbildung 5: Langenpolymorphismen in den Mikrosatellitensequenzen

Dargestellt am Beispiel zwei verschiedener Marker und drei verschiedener Stamme.
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3. Ergebnisse

Die Grafik wurde von der CEQ8000 Software uUbernommen. Die Fragmentlangen sind in
Basenpaaren angegeben. Die Peaks des Molekulargewichtsmarkers sind rot, die der
unterschiedlichen Mikrosatelliten-Allele in grun oder blau dargestellt. Grafik A zeigt ein
homozygotes Allel mit einem A-Uberhang (griiner Pfeil). Grafik B stellt beispielhaft ein
heterozygotes Allel dar. In Grafik C sind Stotterbanden gezeigt (rote Pfeile). Die

tatsachlichen Allele sind rot, fett und unterstrichen.

Ein haufiges Problem bei der Auswertung von Mikrosatelliten-Analysen ist das Auftreten
sogenannter Stotterbanden sowie von A-Uberhéngen. Stotterbanden, in Abbildung 5,
Grafik C, beispielhaft dargestellt, sind meist um eine (oder auch zwei) Repeateinheiten
kurzer als die Hauptbande, was auf das ,DNA-Polymerase Slippage” (siehe Abb. 3)
wahrend der Replikation von Mikrosatelliten-Sequenzen zurtuckzufuhren ist. Beim
Slippage kommt es zu einer kurzen Dissoziation des Templatestranges und des 3° Ende
des Primers und einer versetzten Anlagerung der Polymerase. Daraus resultiert ein
Extraloop entweder im Template- oder Primerstrang und somit ein Repeatverlust oder
Repeatgewinn, letzteres ist in den Stotterbanden sichtbar.

In Abbildung 5 ist ein deutlicher A- Uberhang in Grafik A zu sehen. Das kommt dadurch
zustande, dass die Tag-Polymerase, die uber eine template-unabhangige terminale
Transferase-Aktivitat verfugt, haufig wahrend der PCR-Reaktion einen Adeninrest an
das PCR-Produkt anlagert, unabhangig von der Sequenz am 3‘-Ende des Amplifikats.
Die in Grafik B der Abbildung 5 gezeigten Doppelbanden sind wahrscheinlich Ausdruck
von Heterozygotie in diesen Isolaten und Loci. Die Moglichkeit, dass es sich um
Mischisolate handelt, kann aber nicht ausgeschlossen werden. Im Kapillarsequenzierer
analysierte Werte eindeutiger Banden wurden ubernommen. Traten Stotterbanden auf,
wurden die Peaks mit der hochsten Intensitat und gleichzeitig der hochsten
Fragmentlange ausgewahlt. Nach Shinde et al. (2003) treten Deletionen 14 mal
haufiger auf als Insertionen, so dass in den meisten Fallen der Wert mit der hochsten
Fragmentlange und der hochsten Intensitat als Ursprungsallel angesehen werden
konnte (Abbildung 5, C).

In einigen Fallen war es schwierig, Stotterbanden und Doppelallele richtig zu werten.
Abweichende bzw. unsichere Ergebnisse wurden in einem unabhangigen Experiment
verifiziert. Die Anzahl und Art der insgesamt vorkommenden Allele fur die einzelnen
Loci und Stamme sind in Tabelle 7 und Abbildung 5 dargestellt. Bei 11 der 12 LIST-Loci
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wurden zwischen 1 (LIST 7030) und 25 (LIST 7040) Doppelbandenpeaks
nachgewiesen (Tab. 8 und 9). Die wahrscheinlichste Ursache daflr sind heterozygote
Allelkombinationen an den jeweiligen Loci, auch wenn Stammgemische - wie bereits

erwahnt - nicht vollig ausgeschlossen werden konnen.

Tabelle 7: Beschreibung der verwendeten Mikrosatellitenmarker

Marker Min. und max. TA in C° Heterozygotie Allelanzahl GrolRe des
Repeatanzahl Gesamtin %  pro Marker Fragments
Alle Isolate
LIST 7011 7-20 42 0 11 168 — 194 bp
LIST 7021 |15- 27 53 25,0 10 219-243 bp
LIST7023 | 7-21 54 7.1 9 147 — 175 bp
LIST7025 | 6-—-29 51 23,2 11 171-217 bp
LIST7027 | 8—-18 50 21,4 10 176 — 196 bp
LIST7028 | 5-12 50 16,1 5 135- 151 bp
LIST7030 | 9-20 42 1,8 5 173 -195 bp
LIST7033 | 6-—-32 44 16,1 16 176 — 228 bp
LIST7035 | 8—-17 53 7.1 7 177 — 195 bp
LIST 7037 |10— 23 51 10,7 9 181 — 207 bp
LIST7039 | 8-28 44 17,9 9 191 — 231 bp
LIST7040 | 6—18 50 44,6 8 207 — 231 bp
GA6 4- 6 58 3,6 3 62— 66 bp
GA10 4- 6 42 1,8 3 82— 86 bp
GACA1 1-11 48 0 3 58 — 98 bp

Angabe der min. und max. Repeatzahlen aller untersuchten Stamme, der
Markerspezifischen Annealingtemperatur, der prozentualen Heterozygotie, Allelanzahl

pro Marker und der Fragmentgrof3en (in Basenpaaren).

Tabelle 7 gibt Auskunft Uber die Repeatanzahl, die zugehorige Annealingtemperatur,
Heterozygotie, Allelanzahl und FragmentgrofRe fur jeden Marker. Die Allelanzahl betrug
zwischen drei und 16, mit einem Durchschnittswert von 7.9. Insgesamt waren die LIST
Marker den uUbrigen Markern (GA6, GA10 und GACA1) in der Repeatvariabilitat
uberlegen. Die hochste Differenz der Repeats konnte bei dem Marker LIST7033 (6-32)
verzeichnet werden. Mit fast 45% wurde die hochste Heterozygotierate fur den Marker
LIST 7040 verzeichnet. Lediglich der Marker LIST 7011 war fir alle untersuchten
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Stamme homozygot. Die Rate an Doppelbanden war innerhalb der ostafrikanischen
Isolate groRRer als bei den asiatischen Stammen. Die Isolate aus dem indischen
Endemiegebiet erwiesen sich als sehr homogen, Polymorphismen konnten in dieser
Gruppe nur mit dem Marker LIST 7033 detektiert werden (Tab. 8 und 9).

In Abbildung 6 ist die Anzahl der Allele, die in den zwei hauptsachlichen Regionen
Afrika und Indien auftreten, miteinander verglichen. Die Anzahl der afrikanischen Allele
betragt 81 bezogen auf 25 Isolate (Population Il und 1V) und die der indischen und
kenianischen Allele 36 bezogen auf 27 Isolate.

90 -
80
70
60
50
40
30
20
10

Allelanzahl

Afrika Indien/Kenia

Abbildung 6: Allelanzahl der indisch/kenianischen und afrikanischen Population
dargestellt als Saulendiagramm
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Tabelle 8: Repeatanzahl der Mikrosatellitensequenzen in der untersuchten Stammgruppe4

Nr. lsolat  Herkunft GA6 GA10 GACA1 LIST 7011 LIST 7021 LIST 7023 LIST 7025 LIST 7027 LIST 7028 LIST 7030 LIST 7033 LIST 7035 LIST 7037 LIST 7039 LIST 7040

1 pon-11 China g 5 1 8 24 14,19 8 13;16 11;12 14,20 7 10 17,20 22,28 6 DON-11
2 pon-o2 Kenia 5 5 5 7 19 8 7 11 8 10 13 12 13 10 18 DON-02
S Dpon-o3 Kenia 5 5 5 7 19 8 7 11 8 10 21 12 13 10 18 DON-03
4 DpoN.og4 Kenia 5 5 7 19 8 7 11 8 10 21 12 13 10 18 DON-04
9 DpoON-10 Inden 5 5 5 7 20 8 7 11 8 10 13 12 13 10 18 DON-10
8 Dpongg Inden 5 5 5 7 20 8 7 11 8 10 13 12 13 10 18 DON-48
7 ponee Kenia 5 5 o 7 20 8 7 11 8 10 13 12 13 10 18 DON-66
8 pone7 Kenia 5 5 5 7 19 8 7 11 8 10 13 12 12 10 18 DON-67
9 poNn-o1 Inden 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 32 8 19 11 17 DON-01
10 poNn-2g Indien 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-28
11 pon-3g Indien 5 ¢ 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-39
12 poN-4s Indien 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-45
13 pon-51 Indien g g 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-51
14 pon-52 Indien 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-52
15 pon-53 Indien 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 2931 8 19 11 17 DON-53
16 poN-54 Indien 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-54
17 pon-s5 Indien 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-55
18 pon-se Indien 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-56
19 pon.s7 Indien 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-57
20 pon-sg Indien 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-58
21 pon-sg Indien 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 32 8 19 11 17 DON-59
22 pon-go INdien 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-60
23 pong1 INden 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-61
24 pong Inden 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-62
25 pon-g3 Indien 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-63
26 pon-gs INdien 5 g 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-64
27 pon-gs Indien 5 4 1 8 22 7 7 12 5 10 31 8 19 11 17 DON-65
P8 DON-44 Inden 6 5 1 13 15,16 19 21 15 10;11 9 20 15 20,22 9 7: 11 DON-44

* Farbliche Kennzeichnung der Populationen nach STRUCTURE und NJ Dendrogramm. Population I, Population I, Population lll, Population 1V, Population'V,
Population VI



Nr. Isolat  Herkunft GA6 GA10 GACA1 LIST 7011 LIST 7021 LIST 7023 LIST 7025 LIST 7027 LIST 7028 LIST 7030 LIST 7033 LIST 7035 LIST 7037 LIST 7039 LIST 7040
29 pon-os Sudan 5 5 1 12 15 18 20 15 11 9 21,23 15 20; 23 : 11 DON-06
90 pon-o7 Sudan 5 5 1 20 15 18 20,22 15,16 11 9 20,22 15 21,22 8 7: 11 DON-07
91 pon-og Sudan 5 5 1 13 15,16 19 22 15 10;11 9 21 15 20 9; 7: 11 DON-08
92 pon12 Sudan 5 5 1 7 16 18 21,29 14 11 9 14; 21 15 19;21 8 7: 11 DON-12
98 poNn-14 Sudan 5 5 1 11 15 18 21 15 10 9 22 15 20 9 7: 11 DON-14
94 poNn-15 Sudan 5 5 1 11 16 17;19  22:29 15,17 11 9 22 15 20 8; 7: 11 DON-15
99 poNn-16 Sudan 5 5 1 9 16 18 19; 21 14,17 11 9 14,20 15 20,21 8 7: 11 DON-16
98 pon-17 Sudan 5 5 1 12 15 18 21 15;16 10 9 22 15 20 8; 7: 11 DON-17
971 pon-1g Sudan 5 5 1 12 15,16 18 21 17 10 9 23 15,16 20 9; 7: 11 DON-18
98 poNn-1g Sudan 5 5 1 11 15,16 19 21,29 14,15 10:11 9 22 15 21 8 7: 11 DON-19
99 pon-go Sudan 5 5 1 16 15,16 18 21 14,15 10;11 9 21 15 19,20 8 7: 11 DON-20
40 ponoq Sudan 5.4 5 1 18 15,16 18,20 22,29 14 11 9 22,24 15 20,21 9 7: 11 DON-21
# ponop Sudan 5 g5 1 11 15;16 19 21,29 14,15 10:11 9 22 15 21 8 7: 11 DON-22
4 pongz Sudan g 5 g 9 15,16 18 22;29 1415 10,11 9 22 15 20 9 7; 11 DON-23
43 pon.pg Athiopien g 5 1 13 15 19 22 15 10 9 21 15 20 1 7: 11 DON-24
# pongq Sudan 5 g 1 11 15,16 18 22;29 15,16  10:11 9 22,27 15 20 8; 7: 11 DON-41
4 pon4z Swdan g 5 g 11 15 18 23,20 1617 10,11 9 22 1516 20 0 711 DON-42
DON-43 Athiopien g 5 1 11 15,16 18 22 14,15 10 9 22 15 20 9 7: 11 DON-43
INF33 Sudan 5 5 4 10 15,22 18 19 14 10 9 22 14,15  20:22 89 7: 11 INF-33
DON-46 Sudan 5 g5 4 10 15,21 18 6; 21 13 11 10 22 10 20,22 9 7: 11 DON-46
DON-47 Sudan 5.5 5 4 13 21 18 6 13 11 10 6 10 21 19 7: 11 DON-47
DON-49 Sudan g 56 4 10 21 18 6; 21 13 11 10 6 10 21 9 7: 11 DON-49
DON-13 Sudan 5 g 4 10 15,21 18 6; 21 13 11 10 22 10 20,22 8 7: 11 DON-13
DON-38 Athiopien g 5 1 14 21 7 6 13 11 10 6 10 21 19 11 DON-38
INF3g Sudan g 5 4 10 21 18 21 13 11 10 22 10 21 8 7: 11 INF-38
DON-29 'srael 6 5 1 8 25; 26 15; 21 22 18 10 11 6 10 19 12 7;15 DON-29
INF-01 Tunesien , 4 11 9 27 7 9 9 10 10 14; 15 14 12 15 9 INF-01
INF-37 Spanien 4, 4 11 9 26 7 10 8 10 10 16; 17 14; 17 10 19 8 INF-37




Tabelle 9: FragmentgroRen der Mikrosatelliten-Marker in Basenpaaren*

Nr. lisolat  Herkunft GA6 GA10 GACA1 LIST 7011 LIST 7021 LIST 7023 LIST 7025 LIST 7027 LIST 7028 LIST 7030 LIST 7033 LIST 7035 LIST 7037 LIST 7039 LIST 7040 Isolat

1 |pon-11 China  gg 84 58 170 237 161;171 175 186; 192 149;151 183;195 178 181 195:201 219;231 207 DON-11
2 |pon-o2 Kenia g4 86 62 168 227 149 173 182 143 175 190 185 187 195 231 DON-02
3 |pon-o3 Kenia g4 86 62 168 227 149 173 182 143 175 206 185 187 195 231 DON-03
4 |boNn-o4 Kenia g4 86 62 168 227 149 173 182 143 175 206 185 187 195 231 DON-04
9 |pon-10 Indien g4 gs 62 168 229 149 173 182 143 175 190 185 187 195 231 DON-10
8 |pon-ag Indien g4 gg 62 168 229 149 173 182 143 175 190 185 187 195 231 DON-48
7 |bon-ee Kenia g4 86 62 168 229 149 173 182 143 175 190 185 187 195 231 DON-66
8 |pon-e7 Kenia g4 86 62 168 227 149 173 182 143 175 190 185 185 195 231 DON-67
9 |poN-o1 Indien g4 86 58 170 233 147 173 184 135 175 228 177 199 197 229 DON-01
10 |poN-2g Indien gy 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-28
11 |poN-3g Indien g4 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-39
12 |poN-4s5 Indien gy 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-45
13 |poN-51 Indien g 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-51
14 |poN-52 Indien gy 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-52
15 |poN-53 Indien g4 86 58 170 233 147 173 184 135 175 222:226 177 199 197 229 DON-53
16 |poN-54 Indien g4 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-54
17 |poN-55 Indien g4 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-55
18 |poN-56 Indien g4 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-56
19 |poN-57 Indien g4 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-57
20 pon-sg Indien g4 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-58
21 pon-sg Indien g4 86 58 170 233 147 173 184 135 175 228 177 199 197 229 DON-59
22 pon-eo Indien gy 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-60
23 pon-e1 Indien g4 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-61
24 pon-e2 Indien g4 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-62
25 poN-e3 Indien g4 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-63
26 poN-p4 Indien g4 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-64
27 pON-65 Indien g4 86 58 170 233 147 173 184 135 175 226 177 199 197 229 DON-65
28 |DON-44 Indien 66 84 58 180 219;221 171 201 190 147,149 173 204 191 201;205 193 209; 217 DON-44

* Farbliche Kennzeichnung der Populationen nach STRUCTURE und NJ Dendrogramm. Population I, Population Il, Population Ill, Population 1V, Population
M, Population VI



Nr. lisolat  Herkunft GA6 GA10 GACA1 LIST 7011 LIST 7021 LIST 7023 LIST 7025 LIST 7027 LIST 7028 LIST 7030 LIST 7033 LIST 7035 LIST 7037 LIST 7039 LIST 7040 Isolat

29 Dbon-os Sudan g4 g4 58 178 219 169 199 190 149 173 206,210 191 201;207 191,193 217 DON-06
90 pon.o7 Sudan g5 g4 58 194 219 169 199;203 190192 149 173 204;208 191 203205 191 209;217 DON-07
91 bon-og Sudan g5 g4 58 180 219,221 171 203 190 147;149 173 206 191 201 193;195 209;217 DON-08
92 poN-12 Sudan g5 g4 58 168 221 169 201;217 188 149 173 192206 191 199;203 191 209;217 DON-12
93 poN-14 Sudan g5 g4 58 176 219 169 201 190 147 173 208 191 201 193 209;217 DON-14
94 DoN-15 Sudan g5 g4 58 176 221 167;171 203,217 190;194 149 173 208 191 201 191;193  209;217 DON-15
99 poN-16 Sudan g5 g4 58 172 221 169 197;201 188194 149 173 192204 191 201;203 191;193 209;217 DON-16
98 pon-17 Sudan g5 g4 58 178 219 169 201 190; 192 147 173 208 191 201 191;193  209;217 DON-17
97 oN-1g Sudan g5 g4 58 178 219,221 169 201 194 147 173 210 191;193 201 193;195 209;217 DON-18
98 poN-1g Sudan g5 g4 58 176 219,221 171 201;217 188;190 147;149 173 208 191 203 191 209;217 DON-19
99 pon-o Sudan g5 g4 58 186 219,221 169 201 188;190 147,149 173 206 191 199;201 191:193 209;217 DON-20
80 |bon2q Sudan  g4.66 84 58 190 219,221 169;173 203;217 188 149 173 208;212 191 201;203 193 209;217 DON-21
# bono22 Sudan g5 g4 5 176 219,221 171 201;217 188;190 147;149 173 208 191 203 191 209;217 DON-22
4 Ipon-23 Sudan g5 g4 58 172 219,221 169 203;217 188:;190 147149 173 208 191 201 193 209;217 DON-23
43 |poN-24 Athiopien g5 g4 5 180 219 171 203 190 147 173 206 191 201 195 209;217 DON-24
8 bon4q Sudan g5 g4 5 176 219,221 169 203;217 190;192 147;149 173 208;218 191 201 191;193 209;217 DON-41
8 pon-42 Sudan g5 g4 58 176 219 169 205,217 192;194 147:149 173 208 191;193 201 193 209;217 DON-42
46 poN.43 Athiopien g5 g4 5 176 219,221 169 203 188;190 147 173 208 191 201 193 209;217 DON-43
&0 |NF33 Sudan g4 g4 5 174 219,233 169 197 188 147 173 208 189;191 201,205 191;193 209:217 INF-33
48 poN-46 Sudan g4 gg 58 174 219,231 169 171;201 186 149 175 208 181 201;205 193 209;217 DON-46
49 |poN-47 Sudan g4 .66 g4 58 180 231 169 171 186 149 175 176 181 203 213 209; 217 DON-47
50 poN-49 Sudan g5 g4 g6 58 174 231 169 171;201 186 149 175 176 181 203 193 209;217 DON-49
51 |pon-13 Sudan g4 gs 58 174 219,231 169 171;201 186 149 175 208 181 201;205 191 209;217 DON-13
52 |pon-3g Athiopien g5 g4 5g 182 231 147 171 186 149 175 176 181 203 213 217 DON-38
53 |NF3g Sudan g5 g4 sg 174 231 169 201 186 149 175 208 181 203 191 209;217  INF-38
o4 Dbon-2g 'srael g5 g4 58 170 239,241 163;175 203 196 147 177 176 181 199 199 209; 225 DON-29
55 |NFo1 Tunesien g, 82 98 172 243 147 177 178 147 175 192; 194 189 185 205 213 INF-01

56 |NF-37 Spanien g 82 98 172 241 147 179 176 147 175 196; 198 189; 195 181 213 211 INF-37




3. Ergebnisse

3.5 Ermittlung der Populationsstruktur mit Hilfe der STRUCTURE-

Software

Fir die Zuordnung der untersuchten Stamme zu unterschiedlichen Populationen wurde
die Methode der Bayesischen Statistik verwendet, bei der die Wahrscheinlichkeit
anzunehmender Populationen anhand der Allelefrequenzen in verschiedenen Loci und
Isolaten ermittelt wird. Um die Anzahl der Populationen (K) zu bestimmen, wurden 10
unabhangige Laufe mit K 1 bis 10 durchgerechnet. Nach der Berechnung von Ln, der
wahrscheinlichen Anzahl sich ergebender Populationen, entspricht die optimale Anzahl
von Populationen dem K, bei dem die Kurve das Plateau erreicht. In diesem Fall

befindet sich das Maximum oder auch Plateau der Kurve bei K=6 (Abb. 7).
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Abbildung 7: Anzahl der Populationen errechnet mit Hilfe der Bayesischen
Statistik

K gibt die Anzahl der Populationen an, Ln ist die fur die jeweilige Anzahl von
Populationen ermittelte Wahrscheinlichkeit.

Die aus der Structure-Analyse resultierenden sechs Populationen korrelieren

weitestgehend mit ihrer geographischen Herkunft und sind wie folgt benannt: I (Indien;

19 Isolate), Il (Kenia/lndien; 7 Isolate), lll (Ostafrika 1; 20 Isolate), IV (Ostafrika 2; 6
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3. Ergebnisse

Isolate), M (China, Israel; 2 Isolate) und VI (L. infantum; 2 Isolate). Die Ergebnisse fiir K
= 1 bis K = 6 wurden in Abbildung 8 dargestellt (nachfolgend). Die Anordnung der
Stadmme von links nach rechts entspricht ihrer Auflistung in Tabelle 8 bzw 9. Bei K = 1
(Daten nicht dargestellt) sind alle Stdmme einheitlich rot dargestellt, da zu diesem
Zeitpunkt noch keine Separation stattfindet.
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K = 2: Die Population | (blau) bestehend aus indischen Stdmmen spaltet sich von einer
zweiten Population (griin) ab, die aus allen tbrigen Stdmmen besteht.
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K = 3: Die Gruppe Il (hellblau), die funf kenianische, zwei indische und die zwei
mediterranen L. infantum Stamme enthalt wird von der grinen Population abgetrennt.
Interessanter Weise wird ein indisches Isolat weder bei K = 2 noch bei K = 3 einer
indischen Population zugeordnet (Abb.8 Nr.28, don-44).
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1.00

o.oo

K

= 4: In Durchlauf 4 werden die Isolate aus Israel und China, finf sudanesische, ein

athiopischer Stamm und die mediterranen Stdmme in eine neue Population (gelb)

eingeordnet.

K

= 5: In K5 separiert sich eine vierte Population (dunkelgln), bestehend aus funf

sudanesischen und einem athiopischen Stamm von den L. infantum Stammen des

Mittelmeergebietes und den Isolaten aus China und Israel (gelb).

K
mediterranen L. infantum Population VI ab

= 6: Hier spaltet sich der chinesische und israelische Stamm (pink) von der
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Abbildung 8: Veranschaulichung der Populationsbildung mittels STRUCTURE
Gezeigt ist K1 bis K = 6 aus Durchlauf 2.
Jedes Isolat ist durch eine farbliche Bande einer bestimmten Population reprasentiert

(Population I, Population |l, Population Ili, Population IV, Population V,

Population VI). Dinne schwarze Linien trennen die Individuen voneinander. Nummern

sind den Isolaten wie in Tabelle 8 und 9 zugeordnet.

Bei K = 7 werden schlieBlich die Isolate aus Israel und China unterschiedlichen
Populationen zugeordnet. Aufgrund der zu geringen Stammanzahl ist diese Aussage
aber nicht zuverlassig und K = 7 nicht dargestellt. Zudem geht aus der Abbildung 7
eine Populationsgrofde von 6 Gruppen hervor. Bemerkenswert ist, dass sich das Isolat
MHOM/IN/83/AG83 (Don-44) aus Indien zu keiner Zeit von der Gruppe Ostafrika 1
abspaltet. Die L. infantum Isolate aus Afrika und dem Mittelmeergebiet bilden keine
einheitliche Population. Die sudanesischen und athiopischen Stamme von L. infantum
gehoren zusammen mit L. archibaldi und L. donovani aus der gleichen Region entweder
zur Gruppe Il oder IV, wahrend die L. infantum Stamme aus Tunesien und Spanien
eine separate Population formen. Interessanter Weise gruppieren sich Stamme aus
Kenia und Indien gemeinsam in einer Population, trotz der grolRen geographischen
Distanz zwischen diesen beiden endemischen Gebieten.

3.6 Bestimmung der genetischen Distanz innerhalb und zwischen den

Populationen anhand von Mikrosatellitenvariationen

Fur die untersuchten Isolate wurde die genetische Distanz mit den Methoden Delta mu
square genetic distance Ddm (Goldstein 1995) und Proportion of shared alleles Dps
(Bowcock 1994) ermittelt. Die Berechnungen der genetischen Distanz basieren
entweder auf der Theorie eines schrittweisen Mutationsprozesses (Ddm), bei dem
davon ausgegangen wird, dass Mikrosatelliten Uber den Zugewinn oder Verlust von ein
oder zwei Repeats schrittweise mutieren oder auf dem klassischen ,infinite allele®
Mutationsmodell (Dps), bei dem jede Mutation ein neues nachweisbares Allel
hervorbringt. Deka (1995) konnte zeigen, dass Mikrosatelliten nicht strikt dem
schrittweisen Mutationsprozess folgen. Aus diesem Grund wurden beide Analysen

durchgefuhrt und miteinander verglichen. Dendrogramme wurden mit Unweighted Pair
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Group Method with Arithmatic Mean (UPGMA, Sneath 1973) und Neighbor Joining (NJ,
Saitou 1987) mittels PAUP- Software erstellt.
Im mittels Dps erstellten Neighbour Joining Dendrogramm (Abb. 9, Ubrige Daten nicht

dargestellt) zeichnen sich zwei grof3e Populationen ab, die aus jeweils zwei und drei

Subpopulationen bestehen. Die Subpopulationen 1 und |l bilden eine Hauptgruppe, die

Subpopulationen I, IV und M die zweite. Die mediterranen L. infantum Stamme, als

nachste Verwandte der L. donovani, wurden als AuRengruppe definiert und bilden die
Gruppe VI. Die Zugehorigkeit der Isolate zu den einzelnen Populationen entspricht
weitestgehend der Einteilung durch STRUCTURE (Abb: 8). Auffallig ist die enge

Beziehung von 15 indischen Isolaten in der Population I zueinander, die alle an einer

vertikalen Achse angeordnet und somit identisch zu sein scheinen. Beachtlich ist, dass
zwei indische und funf kenianische Isolate gemeinsam die Population |l bilden. Trotz
unterschiedlicher Methoden und Berechnungen, andert sich die Zugehorigkeit des
Stammes MHOM/IN/83/AG83 (DON-44) zur Population Ill nicht. Die PKDL-Isolate sind
uber verschiedene Cluster verteilt. Die afrikanischen Isolate befinden sich in der

Population Il und der Population IV, und zwar unabhangig davon, ob sie mittels

Isoenzymanalyse den Arten L. archibaldi, L. infantum, oder L. donovani zugeordnet
worden waren. Diese Gruppierungen werden auch durch die UPGMA- Dendrogramme
gestutzt (Baume nicht dargestellt).

Die UPGMA Analyse unterscheidet sich hauptsachlich in der Anordnung einzelner
Stamme innerhalb der Populationen. Zudem sind die mediterranen L. infantum Isolate
als eigenstandige Gruppe zwischen der Population Il und der Population Il eingeordnet.
Wahlt man die NJ Methode ohne eine AulRengruppe zu definieren, ordnen sich die
mediterranen L. infanfum Stamme ebenfalls zwischen Population |l und [l ein
(Abbildung 10). In der Abbildung 10 sind zusatzlich zu den Isolatkennungen die MON
Typen gezeigt. Wahrend die Dendrogramme des Dps basierten Modells mit dem
Programm STRUCTURE gut Ubereinstimmen, werden durch das Ddm basierte Modell
(Daten nicht dargestellt) die Isolate don-11 und don-29 in die Population IV eingeordnet.
Die Isolate don-46, don-13 und inf-38, die im Dps- Modell in der Population IV
dargestellt sind, werden im Ddm in die Population Ill eingeordnet. Don-3 und don-4 aus
Population Il im Dps Modell bilden im Ddm Modell eine eigene Population.

Das NJ Dps Dendrogramm wurde statistisch mit Hilfe einer Bootstrapanalyse evaluiert.
Die Analyse wurde mit 1000 Bootstraps berechnet. Die mediterranen L. infantum Isolate
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fungierten dabei als Auldengruppe. Dargestellt ist der Consensus Me Neighbor Joining
Baum der Dps Methode als Phylogramm. Die Separation der Population I und der
Population |l ist mit Bootstrapwerten von 100% hochsignifikant. Isolate aus Ostafrika
(Population Il und Population IV) bilden Cluster, die durch Bootstrapwerte von 72%

bzw. 50% unterstutzt werden. Die Population V ist mit Bootstrapwerten von 54% am
geringsten statistisch abgesichert (Abb.9). Die definierten Populationen des NJ Baums
werden durch die in STRUCTURE ermittelten identischen Populationen gestutzt.
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Abbildung 9: Phylogenetische Beziehungen zwischen Leishmania Isolaten des
L. donovani Komplex unterschiedlicher geographischer Herkunft mittels Dps
erstelltem NJ Dendrogramm.
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Die statistische Relevanz der Gruppierungen wurde durch eine Bootstrap-Analyse
gepruft. Nur Bootstrap-Werte hoher als 50% sind in dem Dendrogramm angezeigt.
Zuordnung durch die Isoenzymanalyse: L. donovani, L. infantum, L. archibaldi. M: China

/Israel; VI: Mediterrane L. infantum Stamme

NJ

Feld 1 = DON-
28,45,52,
54,55,56,57, DONB6-MON 36
58,60,61,62

ONL0 0% DON10
63,64, 65, DONO2 DON48-MON 38
DON39-MON 2 SN

DONo4

INFO1-MON 1

DON49-MON 274

INF38-MON 267

DON38-MON 31

INFE38-MON 81

DON47-MON 258

DON46-MON 257

DON21-VION 82
DON13-MON 82

DON16-MON 30

DON42-MON"30
DON23

DON43  DON41

DON17

NON19,22
DON14 poni5

DON-15, -19, -22, -41 = MON-30

DON-14, -43 = MON-82

DON-17, -23 = MON18

DON-2 bis —4, -6, -8, -10, -28, -29, -44, -45, -51 bis —65, -67 = n. d.
—— 0.05 changes

Abbildung 10: Unrooted NJ Baum erhalten durch die Berechnung der Dps-

Distanz.
Feld 1 enthalt die Mehrzahl der indischen Stamme aus der Population |. Kreisfelder

betonen die Populationen.
Farbliche Kennung der Populationen wie in Abbildung 9, zugehorige MON Typen

neben den Isolatbezeichnungen - MON 82 entspricht L. archibaldi.
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3.7 Raumliche Darstellung der Isolate zueinander mittels der Genetix-

FC-Analyse

Das Genetix Programm, das auf dem Vergleich unterschiedlicher Allele beruht, nimmt
die Unterteilung der Stamme in vier eindeutige Gruppen vor, wobei die Isolate
graphisch aufgrund ihres ahnlichen Allelstatus raumlich dargestellt werden. In

Abbildung 11 ist die dreidimensionale Verteilung der Isolate gezeigt. Hiernach stehen

die Population |ll, Population IV und Population V in relativ enger Beziehung

zueinander, wahrend die Population I und Population Il genetisch etwas weiter

voneinander entfernt zu sein scheinen. Population VI dagegen ist genetisch von den

anderen Populationen isoliert. Schaut man sich die Gruppen einzeln an, fallt auf, dass
die Population I, bestehend aus 19 indischen Isolaten, nur aus ein bis zwei Kastchen

besteht, was die These der Identitat aus Abbildung 9 unterstutzt. Population |l umfasst
sieben Isolate, die aber nur durch drei Kasten dargestellt sind; auch hier scheinen
identische Isolate vorhanden zu sein. Der chinesische Stamm wurde zur besseren
Anschauung in Magenta (weiter rechts im Bild) und der israelische Stamm in Pink
dargestellt. Auch in dieser Darstellung kann keine Korrelation zwischen
Subpopulationen und der klinischen Krankheitsauspragung (VL versus PKDL)

beobachtet werden.
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dxe ]
Abbildung 11: Dreidimensionale FC-Analyse

Auf die Beschriftung wurde zur besseren Ubersicht verzichtet. Farben entsprechen den

Gruppen I-VI wie in STRUCTURE und dem Phylogramm (Population I, Population Il,

Population Ill, Population 1V, Population V, Population VI).

3.8 Charakterisierung der Populationen mit Hilfe des Microsatellite

Analyser Programms

Die genetische Differenzierung zwischen den Populationen wurde durch Fg- Werte mit
den korrespondierenden p- Werten im MSA Programm untersucht.

Der hochste Fg-Wert lag bei 0.95 zwischen der Population | (Indien) und Population Il
(Indien und Kenia/lndien). Die geringsten Fs- Werte von 0.36 wurden zwischen der
Population Il und V (China und Israel) beobachtet. Alle Fs- Werte sind > 0.25 und somit
Ausdruck eines sehr hohen Grades an genetischer Divergenz zwischen den
Populationen.
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Tabelle 10 gibt Auskunft Uber die Fs- Werte zwischen den Populationen, p war bei jeder
Berechnung mit <0,01 hoch signifikant. In der Tabelle 11 sind die Populationen V und

VI nicht dargestellt, da die Isolatanzahl zu gering ist.

Tabelle 10: Fst Werte fir die identifizierten Populationen

Fst-values: |Pop1 Pop2 Pop3 Pop4 Popb Pop6
Pop1 0 0.945 0.745 0.866 0.904 0.933
Pop2 0 0.669 0.759 0.795 0.824
Pop3 0 0.408 0.358 0.548
Pop4 0 0.393 0.579
Pop5 0 0.391

Tabelle 11: Parameter flir die genetische Diversitat der Populationen
Genetische Diversitat basiert auf der Analyse von 15 Mikrosatellitensequenzen.

Population Herkunftsland N P H, H, Durchschnittliche Allelanzahl
I Indien 19 0,133 0,004 0,023 1,2
I Indien, Kenia 7 0,133 0,000 0,050 1,2

n Sudan, Athiopien 20 0,800 0,293 0,293 3,5
v Sudan, Athiopien 6 0,667 0,144 0,144 1,9

N, Anzahl der Isolate pro Population; P, Anteil polymorpher loci; H,, beobachtete
Heterzygotie; He, erwartete Heterozygotie, die durchschnittliche Allelanzahl berechnet
sich aus der Summe der Allele pro Population dividiert durch die Anzahl der Marker

Um die genetische Diversitat zu beurteilen, wurden P, He, Ho und die durchschnittliche
Allelanzahl der 15 Mikrosatellitenmarker innerhalb jeder Population ermittelt. Die
durchschnittliche Allelanzahl betragt zwischen 1,2 fur Population | (Indien) und 3,5 fr
Population Il (Ostafrika 2). Der Wert fur den Anteil polymorpher Loci ist fur die
Populationen | und Il am niedrigsten (0,133) und am hochsten fur die Population Il
(0,800). Die Werte fur die erwartete Heterogenitat (He) unterscheiden sich mit 0,023 fur
Population | signifikant von der Population Il mit He 0,293. Die genannten Werte deuten
darauf hin, dass die Population | die Population mit der geringsten und die Population Il
die mit der grofRten Diversitat ist. Bei den indischen Stammen wurde fast ausschlieflich
nur ein einziges Allel (99,6%) gefunden. Heterozygotie konnte in Population | nur an
einem Locus (LIST 7033) bei einem Isolat (Don-53) festgestellt werden. Innerhalb der
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afrikanischen Stamme aus Sudan und Athiopien wurden in den Populationen 1l und IV

zusammen 26,9% Doppelallele detektiert.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Populationsstrukturen innerhalb der Art L.
donovani. Dafur sollten die genetischen Beziehungen verschiedener Leishmanien-
Isolate, vor allem aus den zwei wichtigsten geographisch unterschiedlichen
endemischen Regionen in Asien und Afrika, geklart werden. Zu diesem Zweck wurden
fur 56 Stamme Langenpolymorphismen in insgesamt 15 Mikrosatellitensequenzen
nachgewiesen und mittels populationsgenetischer Methoden analysiert, die auf der
Anwendung der Bayesischen Statistik bzw. der Berechnung unterschiedlicher
genetischer Distanzen beruhen.

4.1 Auswahl der Mikrosatellitenmarker und der Isolate

4.1.1 Mikrosatellitenmarker

In dieser Arbeit wurden 15 polymorphe Mikrosatellitenmarker ausgewahlt, um eine
populationsgenetische Studie zur Variabilitdt von L. donovani Stammen
unterschiedlicher Herkunft durchfuhren zu konnen. Zur Klarung der intraspezifischen
Variabilitat verschiedener Leishmanienspezies ist es notwendig Stammunterschiede
nachweisen zu konnen. Der Vergleich der Sequenzen von Mikrosatelliten hat dabei den
entscheidenden Vorteil, dass man mit dieser Methode besser zwischen verschiedenen
Isolaten diskriminieren kann als mit anderen bisher beschriebenen Methoden. Das gilt
auch fur Stamme innerhalb einer Spezies. Ein ausreichend grof3 gewahlter Satz von
Mikrosatellitenmarkern sollte somit die tatsachliche Verwandtschaft von Stammen
innerhalb einer Spezies widerspiegeln. Zudem basieren die Daten auf Unterschieden in
der DNS Sequenz und kénnen daher gut zwischen verschiedenen Laboratorien
verglichen werden. Die Etablierung von Datenbanken vereinfacht zusatzlich den
Datenaustausch. Insgesamt 12 der in dieser Arbeit verwendeten Mikrosatellitenmarker
wurden von Jamjoom (2002b) fir Analysen im L. donovani-Komplex entwickelt.
Weitere drei Mikrosatellitenmarker wurden urspringlich von Schwenkenbecher (2004)
fur L. tropica entwickelt, konnten aber in dieser Arbeit verwendet werden, da sie
ebenfalls polymorph fur L. donovani- und L. infantum-Stamme waren.

Aufgrund der Homoplasie von Mikrosatelliten ist es wichtig, mindestens 10 unabhangige
Marker fur populationsgenetische Studien auszuwahlen. Wie bereits fruher
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beschrieben, fuhrt das Slippage der DNS-Polymerase wahrend der Replikation der
Mikrosatelliten-Sequenzen zu einer Verlangerung oder Verkurzung der jeweiligen
repetitiven Sequenzen; die Tendenz geht in der Evolution aber eher in Richtung der
Verlangerung. Die Entstehung zu langer Mikrosatelliten wird allerdings durch das MMR-
System oder die 3'-5° Exonuklease-Aktivitat der Polymerase verhindert (Gragg et al.
2002). Das kann zur Folge haben, dass Stamme trotz grolRer genetischer Distanz,
Mikrosatelliten gleicher Lange aufweisen. Grund dafur ist die jeweilige Phase, in der
sich die entsprechende Sequenz befindet. Wahrend sich der Mikrosatellit in einem
Organismus in der Phase des Repeatzugewinns befindet, kann der Mikrosatellit in dem
anderen Individuum in der Phase des Repeatverlustes sein. Das Phanomen der
Homoplasie verzerrt die auf der Mikrosatellitenanalyse basierenden taxonomischen
Verhaltnisse und macht die Verwendung von mindestens 10 unabhangigen Markern fur
populationsgenetische Analysen und taxonomische Studien erforderlich (Ruzzante
1998).

Von Nachteil ist auch, dass die bisher fur Leishmania publizierten Mikrosatelliten-
Marker weitgehend speziesspezifisch sind. Die im Rahmen des L. major-
Genomprojekts veroffentlichten Sequenzen kdnnen somit nicht ohne weiteres fur
andere Leishmanienarten genutzt werden. Es wurden aber bereits ausreichend grol3e
Satze von Mikrosatellitenmarkern fur Analysen innerhalb L. tropica, L. donovani und L.
infantum (Schwenkenbecher et al. 2004, Jamjoom et al. 2002b, Bulle et al. 2002,
Ochsenreither et al., 2006) entwickelt, die zumindest teilweise auch fur andere Arten

polymorph sind.

4.1.2 Isolate

Der Fokus dieser Arbeit liegt in der Diskriminierung afrikanischer und indischer L.
donovani Stamme. Im Hinblick darauf wurden 52 Isolate aus den Regionen Sudan,
Athiopien, Kenia und Indien ausgewahlt, die Gber einen Zeitraum von 40 Jahren
gesammelt wurden. Fur Vergleichszwecke wurden aul3erdem jeweils ein Stamm aus
China und aus Israel sowie zwei Stamme aus dem Mittelmeergebiet (Spanien und
Tunesien) untersucht. Bei den Mittelmeerstammen handelt es sich um L. infantum
Isolate, die als AuRengruppe mitgefihrt wurden. Aus der Region Sudan/Athiopien
wurden Isolate der Arten L. donovani (8 lIsolate), L. infantum (10 Isolate) und L.
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archibaldi (7 lsolate) analysiert und ausgewertet. AuRerdem wurden lIsolate von
verschiedenen Krankheitsbildern ausgewahlt. Von den Patienten waren 43 an VL, 7 an
PKDL und einer an CL erkrankt. Ein Stamm (Inf-37) wurde von einem HIV/Leishmania
koinfizierten Patienten isoliert. Das Isolat Don- 49 stammt von einer caninen

Leishmaniose.

4.2 Nachweis der Mikrosatelliten-Langenpolymorphismen

Mikrosatellitenfragmente lassen sich mittels verschiedener Verfahren nachweisen.

Eine Moglichkeit sind Polyacrylamidgel- oder MetaPhor-Agarosegel-Elektrophorese mit
anschliellender Bestimmung der Fragmentgro3e mit Hilfe von Softwareprogrammen
wie BioNumerics. Eine weitere Moglichkeit ist die Analyse mit dem Kapillarsequenzierer
unter Nutzung des Fragment-Analyse-Tools. Die Vorteile der Kapillarsequenzierer
gegenuber der PAGE sind vielfaltig. Neben der enormen Zeitersparnis zahlen dazu vor
allem die Moglichkeit, einen grolen Satz an Mikrosatelliten zur gleichen Zeit zu
analysieren, und der im Vergleich zur PAGE geringere Arbeitsaufwand. Um Kosten zu
reduzieren, kdnnen pro Kammer einer 96-Well-Platte unterschiedlich grolse Marker und
zusatzlich verschiedenfarbig markierte Fragmente eingesetzt werden. Im Gegensatz
dazu kann pro Geltasche eines Polyacrylamidgels nur ein PCR-Produkt aufgetragen
werden. Des weiteren kdonnen die erhaltenen Daten der Kapillarelektrophorese direkt
gespeichert werden. Die Aufbewahrung der Gele entfallt somit. Ist die Methode erst
einmal etabliert, fallt auch die Auswertung der Daten leicht. Ein Problem bei der
Auswertung der Daten nach Auftrennung sowohl in der PAGE als auch in der
Kapillarelektrophorese ist das Auftreten von A‘-Uberhdngen und Stotterbanden. A'-
Uberhange entstehen durch die Template-unabhangige terminale Transferase-Aktivitat
der Tag-Polymerase, die haufig wahrend der PCR-Reaktion einen Adeninrest an das
PCR-Produkt anlagert und zwar unabhangig von der Sequenz am 3‘-Ende des
Amplifikats.

Die Stotterbanden entstehen durch Slippage, wobei es zu einer kurzen Dissoziation des
Templatestranges und des 3° Ende des Primers und einer anschliel3end versetzten
Anlagerung der Polymerase kommt. Das Ergebnis ist eine extra Schleife im Template-
oder Primerstrang, was zu einem Repeatverlust oder Repeatzugewinn fuhrt und

entsprechend sichtbar wird. Ein weiterer Nachteil des Kapillarsequenzierers ist die
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begrenzte Moglichkeit der Auftrennung von sehr kleinen Fragmenten. Einerseits ist es
gut, die flankierenden Sequenzen so klein wie moglich zu halten, weil dann die Gefahr,
dass Insertionen bzw. Deletionen in diesen Bereichen das Ergebnis verfalschen,
minimiert wird. Andererseits sto3t man mit sehr kleinen Fragmenten an die Grenzen der
Auftrennung im Kapillarsequenzierer, was zumindest teilweise durch den Einsatz
geeigneter Standards verbessert werden konnte. Die aufwendige Herstellung der
Polyacrylamidgele und deren Auswertung mittels BIONUMERICS-Software konnte

somit nicht vollstandig umgangen werden.

4.3 Sicherung der Ergebnisse

Die Polymorphismen in den Mikrosatellitensequenzen wurden fur alle in dieser Studie
untersuchten Stamme unter Anwendung der Bayesischen Statistik (Structure) sowie mit
unterschiedlichen distanzbasierten Methoden (Microsat, Genetix) ausgewertet und
sechs Populationen zugeordnet. Bei allen drei Analysen, wurden die Stamme in
dieselben definierten Populationen gruppiert. Die statistische Relevanz wird durch den
niedrigen p-Wert (<0,01) und die sehr hohen Fst Werte (>0,25) gestutzt.

Fst ist ein Mald zur genetischen Differenzierung zwischen Subpopulationen. Er
beschreibt als Fixierungsindex den Grad der Homozygotie, als Folge von Inzucht,
innerhalb einer Subpopulation. Dabei werden folgende Richtlinien zur Wertung des Fst
zugrunde gelegt (Hartl et al. 1997).

0 — 0,05: Geringe genetische Divergenz

0,05 — 0,15: mittlere genetische Divergenz

0,15 — 0,25: grol3e genetische Divergenz

Fst > 0,25: sehr grof3e genetische Divergenz

Fst = 0 alle Subpopulationen weisen die gleichen Allelfrequenzen auf.
Fst = 1 alle Subpopulationen weisen unterschiedliche Allele auf.
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4.4 Beziehungen zwischen den afrikanischen und indischen

Stammen

Wahrend in Asien die Ubertragung von L. donovani rein anthroponotisch mit dem
Menschen als alleinigem Reservoir zu erfolgen scheint, wird diese Frage in Afrika
kontrovers diskutiert. Der eigentliche Reservoirwirt wurde bislang nicht gefunden. Es
besteht jedoch eine hohe Ansteckungsgefahr in sudanesischen Nationalparks und
infizierte Sandfliegen wurden auch in unbesiedelten Gebieten gefunden, was fur eine
zoonotische Ubertragung spricht. Eine rein anthroponotische Transmission wurde auch
kurzlich durch Untersuchungen an sudanesischen Hunden in Frage gestellt, bei denen
Dereure (2003) die gleichen Isoenzymmuster wie bei Menschen fand. In Indien wird L.
donovani vom synanthropen Vektor Phlebotomus argentipes Ubertragen. Im Sudan ist
Phlebotomus orientalis Vektor von L. donovani und in Kenia und Athiopien erfolgt die
Ubertragung von L. donovani durch Phlebotomus martini.

Die L. donovani Stamme aus Ostafrika unterscheiden sich von denen aus Indien durch
eine hohere Variabilitat, wie aus der gro3eren Anzahl von Allelen und dem haufigeren
Auftreten heterozygoter Allelkombinationen deutlich wird. Die gro3e genetische
Differenz zwischen den L. donovani Populationen aus Afrika und Asien wird durch die
hohen Fs- Werte gestutzt (Tabelle 10 in 3.8). Auch die Bootstrap-Werte von 71% und
68% im Neighbor Joining Phylogramm und die fruhe Auftrennung der beiden
Populationen in der STRUCTURE Analyse (K = 2) sprechen fur die Verschiedenheit
dieser beiden Stammgruppen, was sich auch in der Klinik und der Epidemiologie der
Krankheit widerspiegelt. (Zijlstra et al. 2003) (Tab.: 12). Die afrikanischen und
indischen L. donovani Stamme unterscheiden sich in ihrem Resistenzverhaltens, was
Auswirkungen auf die Therapie indischer und ostafrikanischer Patienten mit VL und
PKDL hat. Die medikamentose Behandlung indischer und ostafrikanischer Patienten mit
VL und PKDL unterscheidet sich aufgrund des Resistenzverhaltens. Die Resistenz
bezieht sich auf die parenterale Gabe von pentavalenten Antimonprodukten, die in
Nordbihar bis zu 60% betragt. Andere zum Teil wirkungsvollere Medikamente, wie
liposomales Amphotericin B, sind fur die meisten Patienten dieser Regionen zu teuer.
Therapeutika zweiter Wahl haben den Nachteil gefahrlicher Nebenwirkungen,
besonders der Nierentoxizitat (Davies et al. 2003). Im Sudan wird in der Regel 0-13
Monate nach einer VL eine PKDL beobachtet. In Indien hingegen liegt das Intervall
zwischen 6 Monaten und 32 Jahren, mit einem Mittelwert von 2-3 Jahren, wobei der
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PKDL im Gegensatz zu Afrika nicht unbedingt eine VL-Erkrankung vorausgegangen
sein muss. Ein weiterer Unterschied zwischen afrikanischer und indischer PKDL besteht
in der Haufigkeit, in der die Erkrankung auftritt (s. Tabelle 12).

Bisher ist unklar, ob die PKDL das Resultat einer wiederkehrenden Infektion durch den
gleichen, durch die Therapie nicht eliminierten Erregerstamm oder einer Neuinfektion
mit einem anderen Stamm ist. Aullerdem stellt sich die Frage, ob die veranderte
Symptomatik bei der PKDL auf Anderungen in der Immunantwort des Wirtes nach einer
VL oder aber auf besonders qualifizierte Erreger zurickzufuhren ist. In dieser Studie
wurde keine Korrelation der Mikrosatellitenmuster zu unterschiedlichen
Krankheitsbildern beobachtet. Lediglich das einzelne Isolat von einer CL (Don-06) hat
innerhalb der Population Il eine besondere Position inne. Um dieses Ergebnis zu
uberprifen, sollten in einer weiteren Studie mehr Isolate von CL Patienten aus dem
Sudan analysiert werden. Die in dieser Arbeit untersuchten PKDL-Isolate sind genau
wie die VL Isolate Uber die verschiedenen Populationen verteilt. Fragwurdig ist in
diesem Zusammenhang die Beziehung der PKDL-Stamme DON-18 und Don-19
zueinander. Die Isolate stammen beide von demselben Patienten, jedoch aus
verschiedenen Korperregionen (El Tai et al. 2001). In der Analyse gehoren sie zwar zur
gleichen Gruppe, sind jedoch nicht als Klon dargestellt. Dieses Ergebnis weist auf eine
Mischinfektion hin.
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Tabelle 12: Vergleich von Klinik und Epidemiologie der sudanesischen und
indischen PKDL (nach Zijlstra et al 2003)

KLINIK und EPIDEMIOLOGIE | SUDAN INDIEN

Auftreten der PKDL unter|Ja Nein

Behandlung

Ausschlag PN>MP>microP>M Erythema, Induration von M, P, N
Dauer Durchschnittlich 9,7 Monate Nicht bekannt

(2-28 Monate)

Auftreten der PKDL nach VL | 50-60% 5-10%

Hoéchste Pravalenz in 4,8/100 4,8/1000
Feldstudien

Inkubationszeit zwischen VL 0-6 Monate 2-3 Jahre

und PKDL

Variationsbreite der|0-13 Monate 6 Monate- 32 Jahre

Inkubationszeit

Altersverteilung Kinder (Mittel: 6 Jahre) Adoleszente

Ist die Regel Nicht berichtet, alle Falle werden

behandelt

Spontane Heilung

(PN= Papulonodulés; MP= Makulopapulds; microP= Mikropapulds; M= Makulds, N=
Nodulds, P=Papeln)

Die Isolate Don-41 und Don-42, die aus verschiedenen Laboren stammen, aber auf
einen gemeinsamen Ursprung zuruckgehen, erscheinen in unserer Analyse als
verschiedene Stamme. In diesem Fall ist eine Verwechslung in einem der Labore
wahrscheinlich. Der Stamm Don-44 (MHOM/IN/83/AG83), der in verschiedenen Studien
als indischer Referenzstamm benutzt wurde, wies in unserer Arbeit bei mehreren
Wiederholungen ein fur sudanesische Stamme typisches Mikrosatellitenmuster auf.
Eine Verwechslung kann hier nicht ausgeschlossen werden. Eine solche Verwechslung
kann weitreichende Konsequenzen haben, wenn es sich um einen Referenzstamm
handelt, der z.B. fur die Evaluation immunologischer Testverfahren bzw. neuer Vakzine
oder Chemotherapeutika verwendet wird. In diesem Fall wirden diagnostische oder
therapeutische Verfahren entwickelt werden, die fur sudanesische Stamme, nicht aber

fur indische Stamme effizient waren.
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4.5 Beziehungen kenianischer und indischer Stamme zueinander

Obwohl Kenia im Norden an Sudan und Athiopien grenzt, sind die Isolate aus Kenia
(Zymodeme MON-36 und MON-37 und zwei nichtdifferenzierte Isolate) in dem
Phylogramm (Abbildung 9) deutlich von den ubrigen ostafrikanischen Stammen
verschieden und gehdren zu der Population Il. Zusatzlich finden sich in dieser
Population 2 Isolate aus Indien, DON-10 (Zymodem nicht definiert) und DON-48 (MON-
38). Das Cluster mit den kenianischen und indischen Isolaten ist mit Bootstrapwerten
von 100% hochsignifikant. Population | und Il sind verwandte Populationen und haben
einen gemeinsamen Ursprung, der mit 68% Bootstrapwerten validiert ist. Dieses
Ergebnis steht im Widerspruch zur Isoenzymanalyse, bei der die kenianischen Stamme
gemeinsam mit den indischen MON-2 (DON-39, DON-01) und MON-38 Isolaten
dargestellt werden. Als Ergebnis der Mikrosatellitenanalyse wurde das indische MON-2
Isolat aber der Population | zugeordnet.

Dass es sich in Kenia um eine andere L. donovani-Population als in Sudan/Athiopien
handelt, Iasst sich auch klinisch nachvollziehen. In Kenia gibt es im Gegensatz zum
Sudan Falle, bei denen sich eine PKDL erst 30 Jahre nach einer VL entwickelt hat
(Zijlstra et al. 2003). Um die Beziehung kenianischer und indischer Isolate zueinander
verifizieren zu konnen, reicht die Zahl der untersuchten Stamme jedoch nicht aus. Es
ware dringend erforderlich, mehr Isolate aus beiden Regionen zu untersuchen.
Moglicherweise sind unterschiedliche Vektoren eine Ursache flur die hier aufgezeigten
Unterschiede. Im Sudan ist es Phlebotomus orientalis, in Kenia Phlebotomus martini.
Bei Untersuchungen zur Transmission von L. fropica in Israel wurden verschiedene
Vektoren mit dem Vorkommen genetisch unterschiedlicher Parasiten in einem
geographisch eng begrenzten Gebiet in Verbindung gebracht (Jacobson et al. 2003).
Ob ahnliche Ursachen fur das Auftreten distinkter L. donovani Populationen in
Sudan/Athiopien einerseits und Kenia andererseits verantwortlich gemacht werden

konnen, muss in weiterfihrenden Studien geklart werden.
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4.6 Mikrosatellitenbasierte Taxonomie der sudanesischen L.

donovani-Stamme

Die Analyse der Mikrosatellitenpolymorphismen zeigte, dass die Stamme aus Sudan
und Athiopien zu zwei verschiedenen Populationen, Il und IV, gehéren. In beiden
Gruppen sind dabei sowohl L. donovani-, L. archibaldi- als auch L. infantum-Stamme zu
finden. Unsere Ergebnisse konnten somit keine Anhaltspunkte fur eine Koexistenz
dieser drei Spezies des L. donovani Komplexes im Sudan liefern, wie es unter anderen
von Pratlong (2001) vertreten wird. In allen Analysen, angefangen von den
STRUCTURE- und GENETIX Analysen, bis zur Erstellung von NJ und UPGMA
Dendrogrammen, basierend auf den genetischen Distanzen, bilden weder die L.
donovani, L. infantum noch die L. archibaldi |solate aus dem Osten Afrikas
monophyletische Gruppen. Das bedeutet, dass genetisch und klinisch nicht zwischen
den drei Spezies als Ausloser der viszeralen Leishmaniose und der PKDL
unterschieden werden kann.

Dieses Ergebnis widerspricht dem der Isoenzymanalyse, mit der die ostafrikanischen
Isolate den drei Spezies L. donovani, L. archibaldi und L. infantum zugeordnet wurden
(Pratlong et al. 2001, Dereure et al. 2003, Rioux et al. 1990). Andere DNS-basierte
Methoden, wie die PCR-RFLP-Analyse der gp63-Region, die Sequenzanalyse
anonymer DNS-Marker und die Sequenzierung des ribosomalen Spacers ITS1, haben
die Existenz von L. archibaldi als eigenstandige Spezies und von sudanesischen L.
infantum Stammen ebenfalls in Frage gestellt (Mauricio et al. 2001, Lewin et al. 2002,
Kuhls et al. 2005). Das von Castellani und Chalmers 1919 eingefuhrte Taxon L.
archibaldi wurde von Rioux et al. (1990) aufgrund eines einzigen neu entdeckten
Zymodems (MON-82) als Subspezies innerhalb des L. donovani Komplex behandelt
und nach der Entdeckung zwei weiterer Zymodeme (MON-257 und MON-258) von
Pratlong et al. (2001) als eigenstandige Spezies angesehen. Isolate aus dem Sudan
und Athiopien wurden demnach je nach ihrem Isoenzymprofil des GOT; und GOT,
Gens entweder als L. donovani (Profil 100), L. infantum (Profil 110) oder L. archibaldi
(Profil 113) klassifiziert (Rioux et al. 1990, Pratlong et al. 2001). Jamjoom et al. (2004)
fand anhand der Sequenzierung des ASAT-Gens (in der Isoenzymanalyse GOT)
heraus, dass sich sudanesische L. donovani und L. infanfum nur in einem einzigen
Nukleotid unterscheiden, was einen Austausch der Aminosaure Tyrosin (GOT1qo, L.
infantum) durch Aspartat (GOT143, L. donovani) zur Folge hat. Ashford et al. (1992) wies
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bereits darauf hin, dass die Zymodeme MON-30 (L. infantum), MON-18 (L. donovani)
und MON-82 (L. archibaldi) aus dem Sudan vermutlich einer einzigen Population
angehoren und eine biologische Trennung in verschiedene Spezies oder Subspezies
nicht gerechtfertigt ist. Bisher konnten keine epidemiologischen und klinischen
Unterschiede fur die drei Spezies im Sudan festgestellt werden. Im Rahmen der
Mikrosatellitenstudie dieser Studie wurden allerdings zwei unterschiedliche genetisch
isolierte Populationen in der Region gefunden.

Alle Isolate, die zu den Zymodemen MON-30 (L. infantum) und MON-18 (L. donovani)
gehoren, bilden zusammen mit einigen MON-82 (L. archibaldi) und dem einzigen MON-
81 Isolat die Population Ill. Die neueren Zymodeme MON-257 und MON-258 (L.
archibaldi), MON-267 (L. infantum) und MON-274 (L.donovani) (Pratlong et al. 2001)
sind mit einem einzigen MON-82 Isolat in der Population IV zusammengefasst. Die
Analyse der genetischen Distanz ergab ein ostafrikanisches Cluster, das mit 71%
Bootstrapwerten von den anderen L. donovani Populationen klar differenziert ist und
seinerseits aus zwei Populationen Il und IV besteht. Die Unterteilung der Stamme aus
dem Sudan und aus Athiopien ist mit Werten von 72% fiir die Population Il und mit
Werten von 50% fur die Population IV gut unterstitzt. Auch die Ergebnisse der
Bayesischen Statistik und der F-Statistik beweisen die Existenz zweier genetisch
isolierter Populationen in Ostafrika.

Die Studie unterstitzt daher die Forderung anderer Autoren (Jamjoom et al. 2004,
Mauricio et al. 2001) nach einer Uberpriifung der Taxonomie fiir die ostafrikanischen
Vertreter des L. donovani-Komplexes. Dabei sollte auch untersucht werden, inwieweit
die klinischen und biologischen Charakteristika der analysierten Stamme -
unterschiedlicher geographischer Herkunft - mit den von uns gefundenen Populationen

korrelieren.

4.7 Genetische Homogenitat der indischen Population |

Die grolde Mehrzahl der indischen Isolate gehort zu der Population |, mit Ausnahme von
zwei Isolaten, die zu der Population Il gehdren. 15 der 19 Isolate der Population | sind in
der endemischen Region Nordbihar isoliert worden. Es ist davon auszugehen, dass
50% von den weltweit angenommenen 500.000 Neuerkrankungen an VL pro Jahr in
Indien auftreten. 90% dieser Falle werden wiederum im Norden der Region Bihar
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registriert. Diese Region ist durch eine alarmierend hohe Resistenzrate auf
pentavalente Antimonpraparate von 60% gekennzeichnet (Sundar et al. 2000).

In unserer Studie stellten sich die Isolate aus Bihar als eine sehr homogene und wenig
polymorphe Population dar. Nur mit den zwei Markern GA6 und LIST7033 konnten bei
dieser Stammgruppe Polymorphismen nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis wirft die
Frage auf, ob es sich bei den Biharisolaten um einen einzigen Klon handelt, was
besonders im Hinblick auf die Verbreitung der Therapieresistenz von Bedeutung ware,
oder ob die Marker, die basierend auf Sequenzen eines sudanesischen Stamms
entwickelt wurden, indische Stamme nicht ausreichend diskriminieren. Um dieser Frage
nachzugehen, werden in unserem Labor bereits neue Marker auf der Grundlage eines
indischen Stamms erprobt. Die Ergebnisse dazu stehen noch aus. Sollte die genetische
Homogenitat der Bihar-Stamme durch diese neuen Marker bestatigt werden, so ist es
wahrscheinlich, dass es sich bei diesen Stammen um einen aus einem ,Bottleneck®
hervorgegangenen Klon und somit um eine evolutionar junge Subspezies von L.

donovani handelt.

4.8 Ursprung und Verbreitung von L. donovani

Die L. donovani Populationen Ill und IV aus Ostafrika (Sudan und Athiopien) zeichnen
sich im Vergleich zur indischen Population |, die durch Stamme aus dem
Endemiegebiet in Bihar gebildet wird, durch eine deutlich groRere Anzahl an Allelen und
eine hohere durchschnittliche Heterozygotie aus. Bei den indischen Stammen konnte
fast ausschlieRlich nur ein einziges Allel (99,6%) gefunden werden. Die genetische
Differenz zwischen den L. donovani Populationen aus Afrika und Asien wird zudem, wie
bereits unter Punkt 4.4 besprochen, durch die angegebenen statistischen Werte
gestutzt.

Diese Beobachtung, die auch schon von anderen Autoren geaufiert wurde (Ashford
2000, Ibrahim 2002), weist auf einen gemeinsamen afrikanischen Ursprung von L.
donovani hin.

Es wird eine fruhe Aufspaltung der Stammgruppe aus Afrika vermutet, bei der sich ein
Ast Uber den Rest der Welt verzweigte und der andere in Afrika verblieb (Cavalli-Sforza
2004). Die in dieser Arbeit gezeigte Populationsstruktur innerhalb des L. donovani-
Komplexes mit einerseits klar separierten indischen und ostafrikanischen Populationen
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und andererseits mit engen Beziehungen zwischen einigen indischen und kenianischen
Stammen zueinander lasst Vermutungen Uber die Verbreitung von L. donovani zu.
Neben der Stral’e von Gibraltar gelten zwei weitere Verbreitungswege von Afrika nach
Eurasien als wahrscheinlich: das Horn von Afrika und der Levantinische Korridor (Luis
et al. 2004). Nach palaontologischen Vorstellungen sollen sich Afrikaner und Asiaten
vor etwa 100.000 Jahren durch Migration voneinander uber den Levantinischen
Korridor, das ist die durch das Jordantal, Beqa'a-Ebene und Orontes-Tal gebildete
nordliche Fortsetzung des afrikanischen Grabenbruchs, getrennt haben (Cavalli-Sforza
2004). Moglicherweise ist so auch L. donovani von Afrika nach Asien gelangt. Die
Verzweigung der indischen (Population | und Il) und afrikanischen (Population Il und
I\VV) Population ist mit Bootstrapwerten von 68% und 71% belegt. Die frGhe Teilung der
indischen Population | und Il von den tbrigen Populationen wird in K =2 bzw. K= 3 des
Programms STRUCTURE gestutzt. Um genauere Aussagen bezuglich der
Verbreitungswege von L. donovani treffen zu konnen, sollten zuklunftige Studien L.
donovani Stamme, die entlang der vermuteten Migrationsrouten isoliert wurden,
einbeziehen.

Die enge Verwandtschaft der kenianischen und indischen Stamme konnte das Resultat
einer Ruckemigration neolithischer Farmer sein, die erst vor ca. 10.000 Jahren stattfand
(Cavalli-Sforza et al. 1998). Auch zeitlich noch jungere Ereignisse, wie
Handelsbeziehungen auf afrikanischer und indischer Seite werden diskutiert (Ibrahim
2002). Im Fall der Spezies L. infantum wird von einer Verbreitung durch Haushunde
nach Europa ausgegangen, wahrend fur L. donovani von einer Verbreitung durch den
Sklavenhandel aus Sudan nach Indien diskutiert wird (Ashford 2000). Die in dieser
Arbeit genotypisch untersuchten Stamme aus Sudan, Athiopien und Indien unterstiitzen
die These des afrikanischen Ursprungs und deren Verbreitung nach Indien, wobei zur
Klarung der Migrationsrouten und —grinde weiterfuhrende Untersuchungen notwendig

sind.

4.9 Reproduktionsmechanismus der Leishmanien

Sexuelle Reproduktion ist die typische Vermehrung in Eukaryonten. Bei Leishmanien
wird aber von einer hauptsachlich klonalen Vermehrung ausgegangen, da bisher keine

sexuellen Formen und Mechanismen nachgewiesen werden konnten. Es wird
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allerdings immer wieder Uber das Vorhandensein sexueller Prozesse spekuliert, weil
Leishmanien diploide Organismen sind, und sexuelle Aktivitaten unter bestimmten
Bedingungen im Labor beobachtet werden konnten (Cupolillo et al. 1998). Dass
sexuelle Reproduktion im Labor oder auch sporadisch in-vivo auftritt, ist allerdings noch
kein Beweis an sich, sondern bedeutet in erster Linie, dass Leishmanien die Fahigkeit
zur sexuellen Reproduktion noch nicht verloren haben (Tibayrenc et al. 1991). Kriterien
zur Feststellung der Reproduktionsart (sexuell oder klonal) sind die Untersuchung von
Assoziationen innerhalb eines Lokus (Segregation) und die Untersuchung von
Assoziationen zwischen den Loci (Interlokusrekombination). Reproduzieren sich
Leishmanien klonal kommt es auf lange Sicht zur Anreicherung unterschiedlicher
Mutationen in den einzelnen Klonen und damit zu einer Differenzierung der Klone bzw.
der unterschiedlichen klinischen Auspragungen einschlieRBlich der Resistenz. Im
Gegensatz dazu wurden durch ausreichend haufige genetische Rekombinationen
einzelne Mutationen im Genpool verschwinden (Tibayrenc 1998). Fiur die meisten
Mikrosatelliten-Loci wurde jeweils nur eine einzelne Bande beobachtet, was mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf Homozygotie in diesen Loci und damit auf eine Uberwiegend
klonale Vermehrung von Leishmania donovani hindeutet. Heterozygote
Allelkombinationen, die durch sexuelle Rekombination entstanden sein konnten, finden
sich nur in 14% der Falle und fast ausschliel3lich in den Populationen aus Ostafrika,
sowie bei den mediterranen und chinesischen Stammen. Um die Rolle klonaler und
sexueller Vererbungsmechanismen klaren zu konnen, sollten jedoch weiterfUhrende
Untersuchungen bezuglich des Reproduktionsmechanismus von L. donovani
durchgefuhrt werden.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, Leishmanienisolate aus Indien und Ostafrika, die mit Hilfe der
Isoenzymanalyse den Arten L. donovani, L. infantum und L. archibaldi zugeordnet
worden waren, anhand von 15 Mikrosatellitenmarkern auf ihre genetische Variabilitat zu
untersuchen. Zusatzlich wurden Proben von L. infantum aus dem Mittelmeergebiet und
je ein L. donovani Stamm aus China und lIsrael in die Studie integriert. Die Ergebnisse
sollten Aufschluss uber die genetische Beziehung der Isolate im Hinblick auf die
Ursprungsregion, Klinik, Taxonomie und Verbreitung geben. Zudem sollten die
Relationen zwischen und innerhalb von L. donovani Populationen untersucht werden.
Insgesamt wurden 56 Isolate (22 aus Indien, 22 aus dem Sudan, 3 aus Athiopien, 5 aus
Kenia, 1 aus China, 1 aus Israel und 2 aus dem Mittelmeergebiet) mit 15
Mikrosatellitenmarkern nach optimierten PCR Protokollen amplifiziert. Die Isolate
stammten sowohl von Patienten mit viszeraler Leishmaniose (VL) als auch von
Patienten, die an der Post-Kala-Azar-dermalen Leishmaniose (PKDL) erkrankt waren.
Ein Stamm wurde aus einem Patienten mit kutaner Leishmaniose (CL) isoliert und ein
Patient war HIV/Leishmania koinfiziert. Die erfolgreiche Amplifizierung wurde mit
Agarosegelen verifiziert. AnschlieBend wurden Langenpolymorphismen bei den
Amplifikaten mittels der Polyacrylamidgelelektrophorese und anschlieRender
Silberfarbung oder des Kapillarsequenzierers unter Nutzung des Fragmentanalyse-
Moduls sichtbar gemacht.

Die individuellen Fragmentlangen wurden je nach Distanzprogramm als FragmentgrofRe
in Basenpaaren oder Anzahl der Repeats in Datenmatrizen erfasst und anschliel3end
mit den genetischen Distanzprogrammen STRUCTURE, MICROSAT und GENETIX im
Hinblick auf die genetische Verschiedenheit ausgewertet. Die Nutzung des
Kapillarsequenzierers fur Mikrosatelllitenanalysen konnte im Rahmen dieser Arbeit fur
L. donovani etabliert werden. Statistische Daten im Hinblick auf die genetische
Diversitat wurden mit dem Programm Microsatellite Analyser (MSA) errechnet.

Um die genetischen Beziehungen der untersuchten Leishmania Stamme sichtbar zu
machen wurden die genetische Distanz errechnet und Phylogramme auf der Basis der
Neighbor Joining Methode erstellt. Dabei zeigte sich hauptsachlich eine geographische
Einteilung der Isolate in die Populationen | = Indien 1 (Region Bihar), Il = Indien 2 (2
indische und 5 kenianische lIsolate), Il = Ostafrika 1 (Sudan und Athiopien) IV =
Ostafrika 2 (Sudan und Athiopien), V = Chinal/lsrael und VI = L. infantum.
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Die viel umstrittene Taxonomie in Ostafrika, wo auf der Grundlage der
Isoenzymanalyse drei Spezies, L. donovani, L. infantum und L. archibaldi,
unterschieden wurden, konnte in dieser Arbeit nicht nachvollzogen werden. Keine der
drei Spezies bildete in den Distanzanalysen einen monophyletischen Strang. Die
Stamme aus Sudan und Athiopien wurden 2 verschiedenen Populationen zugeordnet,
wobei Vertreter der oben genannten Spezies in beiden Gruppen gefunden wurden. Eine
Korrelation verschiedener Genotypen zur klinischen Auspragung der Leishmaniose
konnte ebenso wenig festgestellt werden. Weder PKDL noch VL Isolate bildeten eine
Population. Eine Entwicklung neuer Diagnostika zur Differenzierung der drei Spezies ist
somit obsolet, da sich die Spezies phylogenetisch nicht unterscheiden und bisher auch
kein klinischer Unterschied festgestellt werden konnte.

L. donovani Stamme aus Ostafrika und Indien zeigen in der genetischen
Distanzanalyse und in der Berechnung des MSA grolRe genetische Unterschiede. Diese
spiegeln sich auch in der Klinik und der Epidemiologie der Krankheit wider. So
unterscheidet sich die medikamentdése Behandlung indischer und ostafrikanischer
Patienten mit VL und PKDL vor allem aufgrund des Resistenzverhaltens gegenuber
pentavalenten Antimonpraparaten der an VL erkrankten Patienten in der indischen
Region Bihar. Wahrend die VL in Indien anthroponotisch Uber den Vektor Phlebotomus
argentipes ubertragen wird, wird in Ostafrika von einer anthropozoonotischen
Ubertragung des Vektors Phlebotomus orientalis ausgegangen.

Die Isolate aus der Biharregion konnten mit den in dieser Arbeit verwendeten
Mikrosatellitenmarkern nur geringflgig diskriminiert werden. Es besteht in diesem Fall
neben der Moglichkeit nicht ausreichend diskriminierender Marker auch die Moglichkeit,
dass es sich bei diesen Isolaten um einen Klon handelt, so dass alle Stamme jeweils
das gleiche Allel fur den jeweiligen Marker besitzen. Im Hinblick auf das grofde
Resistenzproblem in Indien gegenuber pentavalenten Antimonprodukten sollten neue
Marker entwickelt werden, um diese Stamme zu diskriminieren. Immunologisch konnte
die Entscheidung, ob es sich um einen Klon handelt, entscheidend fur die Entwicklung
einer Vakzine sein.

Anhand der in dieser Arbeit aufgezeigten genetischen Distanz, die zwischen
ostafrikanischen und indischen Stammen besonders grof3 war, konnte auf einen
afrikanischen Ursprung der Leishmaniose geschlossen werden. Die Verbreitung nach
Indien ging somit wahrscheinlich vom afrikanischen Kontinent, vermutlich sogar aus

dem Sudan, aus. Uber den Weg nach Europa kann aufgrund der geringen
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Stammanzahl von L. infantum keine Aussage getroffen werden. Auch die Verbreitung in
andere Teile der Welt sollte mit groReren Datensatzen untersucht werden.

In dieser Arbeit zeigte sich auch eine enge Beziehung der kenianischen und indischen
Isolate. Die Population | und Il sind im NJ basierten Cladogramm als
Schwesterngruppen mit Bootstrap- Werten von jeweils 100% stark unterstitzt. Die
Beziehung der indischen und kenianischen Stamme beruht vermutlich auf einer
Wiedereinfuhrung der Leishmanien von Indien nach Afrika vor nicht all zu langer Zeit.
Die Beobachtung ahnlich hoher Intervalle vom Auftreten der VL bis zur PKDL in Kenia
und Indien unterstutzt die These einer Reimmigration.

Uber die Populationen V und VI kann aufgrund der geringen Stammzahlen keine
Aussage bezuglich Ursprung und Verbreitung getroffen werden.

Der Anteil der Doppelbanden innerhalb der untersuchten Isolate betrug 14%. Dieser
geringe Anteil an Doppelbanden lasst auf eine Uberwiegend klonale Reproduktion der
Spezies L. donovani schlielden.

Die in dieser Studie durchgefuhrte genetische Analyse geographisch unterschiedlicher
Leishmanienisolate stellt eine Basis zu fortfUhrenden epidemiologischen Studien dar.
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