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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Malaria

1.1.1 Definition

Malaria bezeichnet eine durch Protozoen der Gattung Plasmodium verursachte In-
fektionskrankheit. Bekannt sind vier humanpathogene Plasmodienspezies: Plasmo-
dium falciparum, Erreger der Malaria tropica, der schwersten Malariaform, Plas-
modium ovale und Plasmodium vivaz, beide Erreger der Malaria tertiana, sowie
Plasmodium malariae, Erreger der Malaria quartana. Die Ubertragung findet iiber

den Stich der weiblichen Anophelesmiicke statt.

1.1.2 Epidemiologie

Jahrlich treten etwa 200 — 350 Millionen Félle von Malaria auf, etwa 90% davon in
Afrika. Die meisten dieser Infektionen werden durch Plasmodium falciparum, den
zugleich gefihrlichsten Malariaerreger, verursacht. Weitere betroffene Regionen sind
Stidostasien, Ozeanien, Mittel- und Siidamerika. Insgesamt findet sich Malaria in
iiber hundert Léandern, die zusammen die Hélfte der Weltbevélkerung beherbergen
(siche Abbildung 1.1). 2006 starben geschétzte 600 000 — 1 200 000 Menschen an
Malaria, 90% der Félle waren Kinder unter fiinf Jahren [WHO (2008b)]. Auch die
wirtschaftlichen Auswirkungen sind immens. In den Hauptendemiegebieten sinkt
Schétzungen zufolge das jahrliche Wirtschaftswachstum allein auf Grund von Ma-
laria um 1,3% pro Jahr [RBM].

In Deutschland wurden im Jahre 2008 547 Malariafille gemeldet, zum {iberwie-

genden Teil von Reiseriickkehrern aus Endemiegebieten. Zwei der Erkrankten (0,4%)
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Abbildung 1.1: Malariainzidenz weltweit.
Bildquelle: WHO (2008b). Angegeben ist die Inzidenz pro 1000 Einwohnern, Stand 2006.

verstarben. [Robert Koch-Institut (2009)]

1.1.3 Erreger

Allgemeines Plasmodien gehoren zur Klasse der Haematozoea aus dem Stamm
der Alveolata, Unterstamm Apicomplexa. Sie zeichnen sich durch einen obligaten
Wirtswechsel zwischen Wirbeltieren (Zwischenwirte) und Arthropoden (Endwir-
te) aus. Im Falle von P. falciparum sind dies der Mensch und die weibliche Ano-
phelesmiicke, weitere Erregerreservoire existieren nicht. Wéahrend der Entwicklung
durchlaufen sie einen Generationswechsel von ungeschlechtlicher Schizogonie, ge-
schlechtlicher Gamogonie und ungeschlechtlicher Sporogonie. Die Schizogonie und
die erste Phase der Gamogonie laufen hierbei im Wirbeltier ab, die Fortsetzung der

Gamogonie sowie die anschlieende Sporogonie finden im Arthropoden statt. [Lucius
und Loos-Frank (1997)]

Entwicklungszyklus Im Folgenden wird speziell auf den Entwicklungszyklus der
humanpathogenen Plasmodienspezies eingegangen (siehe auch Abbildung 1.2.) Die
infektiosen Sporozoiten werden von der weiblichen Anophelesmiicke beim Akt des
Blutsaugens auf den Menschen iibertragen. Auf dem Blutweg gelangen sie innerhalb
kurzer Zeit zur Leber, wo sie sich in den Hepatozyten zu grofien, mehrkernigen

Schizonten entwickeln (exoerythrozytére Schizogonie). Diese zerfallen zu mehreren
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tausend Merozoiten, welche die Erythrozyten invadieren. Die Leberphase dauert je
nach Spezies etwa ein bis zwei Wochen; wihrend dieser Zeit ist der Mensch symp-
tomfrei. Im Falle einer Infektion mit P. owvale oder P. wvivax entstehen aus den
Sporozoiten neben den Leberschizonten auch Ruhestadien, sogenannte Hypnozoiten,
welche iiber Jahrzehnte persistieren und zu Malariariickféllen fiihren kénnen.

Nach der Erythrozyteninvasion wachsen die Merozoiten zunéchst zu Ringformen
heran, welche iiber ein Trophozoitenstadium schliefllich zu Schizonten reifen (ery-
throzytére Schizogonie). Diese bilden jeweils 6 — 36 Merozoiten, welche nach dem
Platzen des Erythrozyten in die freie Blutbahn gelangen und neue Erythrozyten
befallen. So laufen mehrere dieser Schizogoniezyklen nacheinander ab, welche zwi-
schen 48 (P. falciparum, P. ovale, P. vivaz) und 72 Stunden (P. malariae) dauern.
Wiéhrend dieser Phase wird der Infizierte symptomatisch, die Fieberschiibe sind
wahrscheinlich mit dem Zerfall von Erythrozyten assoziiert. Da bei P. malariae,
P. ovale und P. vivaxr die Zyklen synchronisiert ablaufen, treten die Fieberschiibe
in regelméfligen Abstédnden auf (,, Wechselfieber*). Bei P. falciparum hingegen sind
unregelméfBige oder kontinuierliche Fieberverliufe (,, Continua®) hiufig .

Nach einigen Schizogoniezyklen entwickelt sich ein Teil der Plasmodien zu sexu-
ellen Formen: weibliche Makrogamonten und ménnliche Mikrogamonten. Bei einem
erneuten Stich einer Anophelesmiicke gelangen diese in den Mitteldarm der Miicke,
wo sich der Makrogamont zu einem reifen Makrogameten, der Mikrogamont zu bis zu
acht begeiflelten Mikrogameten differenziert. Nach Befruchtung des Makrogameten
durch einen Mikrogameten entsteht der diploide Ookinet. Dies ist das Stadium der
sexuellen Rekombination, welche demnach nur in der Miicke, nicht jedoch im Men-
schen stattfindet. Der Ookinet durchwandert das Magenepithel und setzt sich unter
der Basalmembran fest, wo er sich zur Oozyste umwandelt. Aus dieser entstehen
unter multiplen Kernteilungen mehrere tausend haploide Sporozoiten, welche iiber
die Hidmolymphe in die Speicheldriisen der Miicke wandern. Von dort aus kénnen
sie bei einem erneuten Stich wieder auf einen menschlichen Wirt iibertragen werden.
[Kayser et al. (2005)]

Genom Das Genom von P. falciparum ist inzwischen vollstandig sequenziert [Gard-
ner et al. (2002)] und unter www.plasmodb.org [PlasmoDB]| frei zugénglich. Es be-
steht aus 14 Chromosomen mit insgesamt etwa 23 Megabasen sowie zwei extrachro-
mosomalen Elementen, dem mitochondrialen Genom mit etwa 5,9 Kilobasen und
dem Genom des sogenannten Apicoplasten mit etwa 35 Kilobasen. Insgesamt wer-

den um die 5300 Gene kodiert, wobei sich Gene, die an der antigenen Variation
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Abbildung 1.2: Lebenszyklus von P. falciparum.
Bildquelle: Su et al. (2007).

beteiligt sind, besonders in den subtelomeren Regionen befinden. Aufféllig ist des

Weiteren der extrem hohe A/T-Gehalt der Basenzusammensetzung.

1.1.4 Pathogenese und Klinik

Infektion mit P. falciparum Nach einer Inkubationszeit von ein bis zwei Wo-
chen zeigen sich unspezifische Initialsymptome wie Kopf- und Gliederschmerzen,
allgemeine Abgeschlagenheit sowie subfebrile Temperaturen. Im Rahmen der ery-
throzytédren Schizogoniezyklen kommt es schliellich zu Fieberanfdllen mit hohen
Temperaturen, die meist asynchron verlaufen. Es finden sich normochrome Anémie
und Thrombozytopenie, regelméBig tritt eine Splenomegalie auf, teilweise auch eine
Hepatomegalie. Bleibt es bei dieser Symptomatik, so spricht man von einer unkom-
plizierten Malaria tropica. Bei fehlender antiparasitidrer Therapie entwickelt sich
bei Nichtimmunen jedoch héaufig eine komplizierte Malaria tropica. Nach den Kri-
terien der WHO ist dies der Fall, wenn sich eines oder mehrere folgender Sympto-
me finden: zerebrale Malaria, schwere Anédmie, akutes Nierenversagen, Lungenédem
und ARDS, Elektrolyt- und Blutgasverschiebungen (v.a. metabolische Azidose), De-
hydratation und Hypovolamie, Kreislaufschock, schwere gastrointestinale Storun-
gen, Hypoglykédmie, disseminierte intravasale Gerinnung, Hyperpyrexie, Hyperpara-
sitdmie, Himoglobinurie (,,Schwarzwasserfieber®), schweres Erbrechen. Die Letalitét
ist hoch, bei unbehandelten Nichtimmunen betrigt sie bis zu 20%. [Knobloch (1996)]

Die Pathogenese der schweren Malaria tropica liegt vor allem im Phénomen der

Zytoadhérenz von P. falciparum begriindet. Der sich im Erythrozyten entwickelnde
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Parasit ist in der Lage, Proteine auf die Oberfliche auszuschleusen, mit denen sich
der infizierte Erythrozyt an die Endothelien v.a. postkapillarer Venulen in verschie-
denen Geweben anheftet. Zudem kommt es zur Verklumpung infizierter mit nicht
infizierten Erythrozyten (,,Rosetting“). Die Sequestrierung in peripheren Geweben
hat fiir den Parasiten den Vorteil, dass ein Teil der Population der Milzpassage und
so der dortigen Elimination entgeht. Fiir den Wirt hat dies eine Stérung der loka-
len Mikrozirkulation mit den daraus resultierenden oben genannten Organschiden
zur Folge. Das wahrscheinlich wichtigste Adhérenzprotein ist das sogenannte P.
falciparum erythrozyte membrane proteine 1 PfEMP1, das von der hochvariablen
Genfamilie der var-Gene kodiert wird. Es existieren insgesamt etwa 60 verschiedene
var-Gene, von denen jedoch zu einem Zeitpunkt immer nur eines exprimiert wird.
Da diese Gene zudem einer hohen Rekombinationsrate unterliegen, gelingt es dem

Parasiten der menschlichen Immunantwort auszuweichen. [Hiepe et al. (2006)]

Infektion mit P. malariae, P. ovale oder P. vivax Infektionen mit anderen
humanpathogenen Malariaerregern verlaufen meist gutartig, da diese Plasmodien-
spezies weder zur Zytoadhédrenz befdhigt sind, noch solch hohe Parasitdmien wie P.
falciparum verursachen kénnen. Nach einer Inkubationszeit von zwei bis vier Wo-
chen beginnt die Erkrankung mit grippedhnlichen Symptomen, denen rhythmische
Fieberanfille folgen. Es entwickelt sich eine Splenomegalie, gelegentlich auch eine
méafig ausgeprigte Andmie. Todesfélle sind insgesamt selten, sie kénnen durch eine
spontane Milzruptur sowie im Rahmen eines nephrotischen Syndroms, das als Fol-
ge einer Immunkomplex-Glomerulonephritis nach wiederholten Infektionen mit P.

malariae entstehen kann, auftreten. [Knobloch (1996)]

Immunitit In endemischen Gebieten erkranken vor allem Kinder zwischen sechs
Monaten und fiinf Jahren an schwerer Malaria. Altere Kinder verfiigen bereits iiber
eine Teilimmunitdt, wihrend jiingere Kinder noch durch diaplazentare Antikorper
der Mutter geschiitzt sind. Teilimmunitét entwickelt sich nur, wenn das Immunsys-
tem durch sténdige Neuinfektionen dauerhaft stimuliert wird. Bleiben diese Neuin-
fektionen aus — z.B. bei saisonaler Ubertragung —, so bildet sich die gewonnene Im-
munitat wieder zuriick. Diese Teilimmunitét, auch ,klinische Immunitéat® genannt,
schiitzt zudem lediglich vor einem schweren Krankheitsverlauf, nicht vor der Infekti-
on als solcher. Wihrend der ersten Schwangerschaft geht die Teilimmunitét ebenfalls
zuriick, da die Parasiten massenhaft in der Plazenta adherieren. Sie benutzen dafiir
ein spezifisches PFEMP1-Protein, zu dem der Kérper bis dato keinen Kontakt hatte
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und demnach iiber keine Antikoérper verfiigt. Mit der Anzahl folgender Schwanger-
schaften geht die Gefahr der plazentaren Malaria zuriick. [Hiepe et al. (2006)]

1.1.5 Diagnostik

Neben der klinischen Diagnose erfolgt der dtiologische Nachweis der Plasmodien in
der Regel im Blutausstrich. Am sensitivsten ist hier der sogenannte , dicke Tropfen“,
bei dem ein dicker, unfixierter Blutstropfen gefirbt und mikroskopiert wird. Zur ge-
nauen Speziesbestimmung ist ein diinner Ausstrich notwendig. Mittlerweile stehen
auch Schnelltests zur Verfiigung, mit denen spezifische Antigene im Blut nachgewie-
sen werden konnen. Ein Serologischer Antikérpernachweis hat bei der Primérdia-
gnostik nur untergeordnete Bedeutung, da bei Erstinfizierten die Serokonversion
frithestens nach etwa einer Woche eintritt. [Kayser et al. (2005), Meyer (2007)]

1.1.6 Therapie

Die folgenden Therapieempfehlungen wurden von der Deutschen Gesellschaft fiir
Tropenmedizin und Internationale Gesundheit erarbeitet [DTG Leitlinien]. Sie zielen
demnach auf die Malariabehandlung in entwickelten Landern, wo sowohl ein breites
Medikamentenspektrum als auch die Mdéglichkeit intensivmedizinischer Betreuung

zur Verfiigung stehen.

Therapie der Malaria tertiana und quartana Behandelt wird in der Regel
mit Chloroquin per os. Bei Malaria tertiana wird zudem iiber 14 Tage Primaquin
zur Abtotung von Hypnozoiten gegeben. Zuvor sollte hier ein Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase-Mangel ausgeschlossen werden, da bei diesen Patienten die Gefahr
einer hamolytischen Andmie unter Primaquin-Behandlung besteht. Die Behandlung

kann ambulant erfolgen.

Therapie der unkomplizierten Malaria tropica Patienten aus Gebieten oh-
ne Chloroquin-Resistenz kénnen ebenfalls mit Chloroquin per os behandelt werden;
dies stellt jedoch die Ausnahme dar. Bei allen anderen Patienten erfolgt die Thera-
pie per os mit Mefloquin, Atovaquon-Proguanil oder Artemether-Lumefantrin. Die

Behandlung sollte stationér durchgefiihrt werden.

Therapie der komplizierten Malaria tropica Die Behandlung kann mit Chi-

nin 7.v. oder mit Artesunat i.v. erfolgen, wobei letzteres in Deutschland noch nicht
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zugelassen ist. In jedem Fall sollte sie auf einer intensivmedizinischen Station statt-
finden. Bei Besserung des Zustandes kann auf orale Therapie umgestiegen werden.
Zusétzlich zur Chiningabe sollte iiber eine Woche Doxycyclin verabreicht werden,
um Rekrudeszenzen vorzubeugen.In jedem Fall sollten supportive Mafinahmen zur
Symptomkontrolle durchgefiihrt werden.

Bei der Behandlung von Kindern muss beachtet werden, dass Atovaquon-Pro-
guanil erst ab 11 kg, Artemether-Lumefantrin erst ab 35 kg Korpergewicht zugelas-
sen sind. Doxycyclin ist bei Kindern vor dem achten Lebensjahr kontraindiziert.
Bei schwangeren Patientinnen muss bedacht werden, dass Kontraindikationen fiir
Atovaquon-Proguanil, Artemether-Lumefantrin, Primaquin und Doxycyclin beste-

hen.

1.1.7 Bekidmpfungsstrategien

Nachdem die 1955 von der WHO ins Leben gerufene Malaria-Eradikationskampagne
vierzehn Jahre spéter fiir gescheitert erklart worden war, wurde 1998 ein erneuter
Versuch gestartet, die Malaria auf globaler Ebene zu bekdmpfen: In Zusammen-
arbeit der WHO, des UNICEF-Kinderhilfswerkes, der Weltbank und des Entwick-
lungsprogrammes der Vereinten Nationen entstand die Roll Back Malaria Partner-
ship. Ziel ist die Senkung der Malaria-assoziierten Mortalitidt bis 2010 um 50%, bis
2015 um 75% [Nabarro und Tayler (1998)]. Ein Hauptansatzpunkt sind praventi-
ve Mafinahmen. Hier sind die Vektorkontrolle, vor allem durch gezielten Einsatz
von Insektiziden innerhalb der Wohnh&user, sowie personliche Schutzmafinahmen
wie Insektizid-imprégnierte Bettnetze zu nennen [Harris (1993), Kleinschmidt et al.
(2009), Noor et al. (2009)]. Auch wurden Studien zum intermittent preventive treat-
ment durchgefiithrt. Diese Strategie zielt auf den Schutz der besonders gefihrde-
ten Bevolkerungsgruppen — Kleinkinder und Schwangere. Indem sie in regelméfligen
Absténden ein Antimalariamedikament (in der Regel Sulfadoxin-Pyrimethamin) er-
halten, sollen sie vor schweren Malariaepisoden geschiitzt werden [Rogerson et al.
(2000), Schellenberg et al. (2001)]. Ein weiterer Ansatz ist die effektive Chemo-
therapie im Erkrankungsfall. Gut wirksame Medikamente sollen insbesondere den
armeren Bevolkerungsschichten schnell, giinstig und in ausreichender Menge zur
Verfiigung stehen. Die WHO dréngt hier auf den Einsatz von Artemisinin-basierten
Kombinationstherapien (ACTs). Auch wird die Entwicklung neuer Antimalariame-
dikamente gefordert. Zu diesem Zwecke wurde die Medicines for Malaria Venture ge-

griindet, eine Kooperation aus staatlichen Einrichtungen, Stiftungen und der Phar-
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maindustrie. Weitere Bemiithungen bestehen in der Entwicklung eines Impfstoffes.
[RBM]

1.2 Chloroquin

1.2.1 Historische Aspekte

Nachdem 1908 die chemische Struktur von Chinin aufgeklart worden war, wurde in-
tensiv versucht, weitere effektivere antiplasmodiale Substanzen zu finden. Dies fiihr-
te in den 20er Jahren zur Entwicklung von Pamaquin. 1934 entdeckte der Deutsche
Hans Andersag Chloroquin, das zunichst unter dem Namen Resochin® produziert
wurde. Wahrend des Zweiten Weltkrieges wurde von der deutschen Wehrmacht je-
doch das strukturell verwandte Sontochin eingesetzt [O’Neill et al. (1998)]. Erst
gegen Kriegsende wurde von den Amerikanern der Wert von Chloroquin entdeckt,
welches von da an in grofiem Stil zum Einsatz kam. Die 1955 gestartete Malaria-
Eradikationskampagne der WHO setzte unter anderem auf die Wirksamkeit von
Chloroquin. Auch nachdem diese Kampagne 1969 aufgegeben worden war, wurde
Chloroquin in grofem Mafistab weiter verwendet: nach Schéatzungen der WHO wur-
den teilweise allein in Afrika mehr als 190 Tonnen Chloroquin pro Jahr verwendet
[Wellems und Plowe (2001)]. Erste Resistenzen in P. falciparum wurden 1960/61
in Kolumbien/Venezuela sowie an der Grenze zwischen Thailand und Kambodscha
bekannt, unbestitigte Meldungen weisen sogar bis auf das Jahr 1957 zuriick. Im
Laufe des néchsten Jahrzehntes breiteten sie sich innerhalb von Siidostasien und
Stidamerika aus. 1977 wurden die ersten resistenten Stamme aus Tansania und Ke-
nia gemeldet. Weitere zehn Jahre spéter fanden sich Resistenzen auf dem gesamten
afrikanischen Kontinent [Payne (1987)] (siche auch Abbildung 1.3).

Resistente P. vivaz-Stédmme traten erst 1989 in Papua-Neuguinea auf [Wellems
und Plowe (2001)]. Trotz der quasi weltweit gravierenden Resistenzlage wird Chloro-
quin vielerorts weiterhin verwendet. Dies ldsst sich unter anderem damit begriinden,
dass semiimmune Personen in einem Teil der Félle dazu in der Lage sind, auch re-
sistente Parasiten abzutoten [Wellems und Plowe (2001)]. Dennoch ist Chloroquin
zur Therapie von P. falciparum-Malaria — mit Ausnahme von Mittelamerika — mo-

mentan kein addquates Medikament [DTG Leitlinien).
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I Linder mit mind. 1 Studie, die >10% Th pi agen unter Chloroquin zeigt
[Jkeine aktuellen Daten verfiighar

Abbildung 1.3: Chloroquin-Resistenzlage weltweit.
Bildquelle: adaptiert nach WHO (2006).

1.2.2 Pharmakologie

Chloroquin gehort zu den 4-Aminoquinolinen und ist strukturell dem Chinin ver-
wandt. Der exakte Name lautet 7-Chlor-4-(4-diethylamino-1-methylbutylamino)-
chinolin (siehe Abbildung 1.4).

Abbildung 1.4: Strukturformel von Chloroquin.
Bildquelle: O’Neill et al. (1998).

Chemisch gesehen stellt es eine diprotonische schwache Base dar, weshalb es
in sauren Kompartimenten akkumuliert [O’Neill et al. (1998)]. Im Falle von Plas-
modium konnte gezeigt werden, dass es sich insbesondere in der Nahrungsvakuole
(pH 5,0) der Parasiten anreichert [Aikawa (1972)] — ein Prozess, der als essentiell
fiir die antiplasmodiale Wirkung von Chloroquin angesehen wird. Chloroquin wirkt
schizontozid auf die Blutformen aller bekannten Plasmodienspezies bei nur geringer
Toxizitdat fir den Wirt [O’Neill et al. (1998)]. Es kann sowohl zur Prophylaxe als
auch zur Therapie eingesetzt werden [Meyer (2007)]. Der antiplasmodiale Wirkme-
chanismus von Chloroquin und anderen Quinolinen wie Chinin und Mefloquin liegt

in der Interaktion mit dem Ham-Stoffwechsel des Parasiten [Sullivan et al. (1996)].
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Waéhrend der erythrozytiren Phase des Lebenszyklus erndhren sich Plasmodien vor
allem von Aminosduren, die sie durch proteolytischen Abbau von Hamoglobin ge-
winnen. Das dabei frei werdende Ham ist in geloster Form toxisch, weshalb es in
der Nahrungsvakuole des Parasiten zu unléslichem Hamozoin (sogenanntes Malaria-
pigment) polymerisiert wird [Goldberg und Slater (1992)]. Auf Grund des Fehlens
von Hémooxygenase konnen Plasmodien — im Gegensatz zum Menschen — Ham
nicht durch Sprengung des Porphyrinringes weiter abbauen [Slater et al. (1991)].
Chloroquin inhibiert die plasmodiale Detoxifikation von Ham, indem es mit einem
Hém-Molekiil einen Komplex bildet und sich so an das wachsende Ham-Polymer
anlagert, was zum Kettenabbruch fiihrt (siehe Abbildung 1.5). Dies resultiert in der
Vergiftung des Parasiten durch freies Him [Sullivan et al. (1996)].

Hb

v

.
o Y\
Amino-

sduren

/ \
i

Nahrungs-

Abbildung 1.5: Wirkmechanismus von Chloroquin.
Bildquelle: adaptiert nach Foley und Tilley (1998). (Abkiirzungen: Hb = Hémoglobin, Fe = Eisen,
e~ = Elektron, CQ = Chloroquin)

1.2.3 Chloroquin-Resistenz

1.2.3.1 Definition

Chloroquin-Resistenz kann als in vivo- oder in vitro-Resistenz definiert werden. Bei
ersterem wird bewertet, ob ein Patient nach Therapie frei von asexuellen Plasmodi-
enformen ist. Wie bereits erwiahnt, konnen allerdings im Falle von Semiimmunitét
auch resistente Parasiten unter Anwesenheit von Chloroquin so weit eliminiert wer-
den, dass zumindest die klinischen Symptome abklingen [Wellems und Plowe (2001)].

Eine exaktere Definition ermoglicht die in wvitro-Testung. Ein P. falciparum-

Stamm gilt als resistent, wenn er zum einen eine Chloroquin-Konzentration von
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100 nM in Kultur iiberlebt, zum anderen die Resistenz durch Zugabe von 1 M Ve-
rapamil wieder aufgehoben wird [Martin et al. (1987), Wellems und Plowe (2001)].
Diese Eigenschaft korreliert streng mit dem Vorhandensein der K76 T-Mutation im
pfert-Gen [Fidock et al. (2000)].

1.2.3.2 Genetische Ursache

Auf der Suche nach dem Genotyp zum Phénotyp wurde ein Kreuz zwischen dem re-
sistenten Stamm Dd2 und dem sensitiven Stamm HB3 durchgefiihrt [Wellems et al.
(1990)]. Die Analyse der Nachkommen konnte den Resistenzlokus auf ein 400kb
grofles Stiick auf Chromosom 7 festlegen [Wellems et al. (1991)]. Eine genauere Dar-
stellung dieses Stiickes mittels einer Karte von Mikrosatellitenmarkern engte den
entscheidenden Bereich auf etwa 36 kb ein [Su et al. (1997)], in dem schlieBlich ein
einzelnes Gen identifiziert werden konnte, das perfekt mit dem resistenten Phéno-
typ korrelierte: das Gen kodierend fiir den demnach benannten P. falciparum chloro-
quine resistance transporter (pfert) [Fidock et al. (2000)]. pfert stellt ein Protein von
424 Aminoséduren und etwa 48,6kDa dar, in dem weltweit bis zu 15 Aminoséure-
Polymorphismen gefunden wurden, die mit dem resistenten Phéanotyp assoziiert sind
[Cooper et al. (2005)]. Wéhrend sensitive Stamme in der Regel keine dieser Punkt-
mutationen aufweisen, zeigen resistente Stiamme stets eine bestimmte Auswahl die-
ser Mutationen, welche spezifisch fiir die Region bzw. der Zuordnung zu einer der
,Griindermutationen® (siche Abschnitt 1.2.3.4) ist. In siidostasiatisch-afrikanischen
Stammen sind es vorwiegend folgende acht: M74I, N75E, K76T, A220S, Q271E,
N326S, I356T und R3711. Die Mutation K76T ist in weltweit allen resistenten Feld-
isolaten zu finden, weshalb sie als ausschlaggebend fiir den resistenten Phéanotyp
angesehen wird [Fidock et al. (2000), Wootton et al. (2002)]. Das gemeinsame Auf-
treten mit weiteren Mutationen konnte notig sein, um die urspriingliche Funktion
des Proteins zu erhalten [Fidock et al. (2000)]. Die Bedeutung des pfert-Gens fir
die Chloroquin-Resistenz wurde von Sidhu et al. (2002) mittels eines Transfekti-
onsexperiments, in dem urspriinglich sensitive Stdmme durch Einbau des mutanten

pfert-Allels zum resistenten Phéanotyp wechselten, eindrucksvoll unterstrichen.

Mit Chloroquin-Resistenz in Verbindung gebracht wurden ebenfalls Punktmu-
tationen im P. falciparum multidrug-Gen pfmdrl auf Chromosom 5 [Foote et al.
(1990)]. Mittlerweile wird jedoch davon ausgegangen, dass diese héchstens den Aus-
pragungsgrad der Resistenz modulieren [Reed et al. (2000), Djimdé et al. (2001)].
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1.2.3.3 Rolle des Chloroquin-Resistenz-Transporters

Der P. falciparum chloroquine resistance transporter ist ein Transmembranprote-
in, das in der Membran der Nahrungsvakuole des Parasiten lokalisiert wurde und
sich demnach direkt am Wirkort von Chloroquin befindet [Fidock et al. (2000)]. Es
besitzt 10 Transmembrandoménen, wobei die entscheidende Position 76 in der ers-
ten Transmembrandoméne auf luminaler Seite zu liegen kommt [Martin und Kirk
(2004)]. Wihrend sich bei sensitiven Parasiten an Position 76 die positiv geladene
Aminoséure Lysin befindet, wird diese in resistenten Feldisolaten durch die ungela-
dene Aminosédure Threonin [Fidock et al. (2000)] ersetzt. Im Labor konnten zudem
resistente Stdmme mit Asparagin oder Isoleucin (ebenfalls ungeladen) an Position 76
erzeugt werden [Cooper et al. (2002)]. Als Grundlage der Chloroquin-Resistenz wird
postuliert, dass resistente Stamme weniger Chloroquin in ihrer Nahrungsvakuole ak-
kumulieren als der Wildtyp [Saliba et al. (1998)]. Uber den hierzu fithrenden Mecha-
nismus wurden verschiedene Hypothesen aufgestellt, u.a. auf Grund eines erhchten
pH-Wertes in der Nahrungsvakuole [Yayon (1985)] oder durch energieabhéingigen
Efflux [Krogstad et al. (1992)]. Die charged drug leak-Hypothese geht davon aus,
dass Chloroquin, welches in der sauren Nahrungsvakuole vor allem doppelt positiv
geladen vorliegt, im Falle der sensitiven pfert-Variante von der ebenfalls positiv ge-
ladenen Aminoséure Lysin abgestoBen und so am Efflux gehindert wird. In resisten-
ten Parasiten hingegen ist Lysin an Position 76 durch eine ungeladene Aminosaure
ersetzt, so dass Chloroquin dem Konzentrationsgradienten folgend die Nahrungsva-
kuole verlassen kann [Bray et al. (2005)]. Cooper et al. (2007) sehen Hinweise auf
eine direkte Interaktion zwischen Chloroquin und pfert.

Die natiirliche Funktion des pfert ist weitgehend unklar [Cooper et al. (2005)].

1.2.3.4 Selective Sweeps

Chloroquin-resistente P. falciparum-Stadmme entstanden weltweit nur an wenigen
einzelnen Orten [Wellems und Plowe (2001)]. Es wird heute von mindestens fiinf
,Griindermutationen® ausgegangen: Kolumbien, Peru, Siidostasien, Papua-Neugui-
nea und die Philippinen [Wootton et al. (2002), Chen et al. (2003)]. Von hier aus
verbreitete sich das resistente pfert-Allel weltweit, von Stidostasien gelangte es auch
nach Afrika (siche Abbildung 1.6).

Der immense Selektionsvorteil des resistenten pfert-Allels fithrte zu einer stark
reduzierten Variabilitdt der chromosomalen Region um das pfert-Gen in resistenten

Parasiten; dieses Phédnomen wird als selective sweep bezeichnet. Der konservierte
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Abbildung 1.6: Ausbreitung der Chloroquinresistenz.
Bildquelle: Hayton und Su (2008). Gezeigt werden Entstehungsort und -jahr der pfert K767T-
Griindermutationen sowie die Ausbreitungsrichtungen Chloroquin-resistenter Stédmme.

Bereich ist spezifisch fiir die jeweilige Griinderregion und wird charakterisiert durch
die Resistenz-assoziierten Mutationen des pfert-Gens sowie durch die Allele dortiger
Mikrosatelliten. Wootton et al. (2002) konnten zeigen, dass ein Chromosomenstiick
von etwa 200 kb in den meisten resistenten Stdmmen derselben Griinderregion iden-
tisch ist, wobei der Grad der Konservierung mit zunehmender Entfernung zum pf-
crt-Gen abnimmt. Konkret bedeutet dies, dass der Grofiteil der resistenten Isolate
in Afrika und Siidostasien um das pfert-Gen herum die gleiche DNA-Sequenz be-
sitzt. Dieses linkage disequilibrium (iiberzufillig haufige Assoziation von Allelen) in
Nachbarschaft des pfert-Gens ist ein Charakteristikum resistenter Parasiten; sensi-
tive Parasiten zeigen in diesem Chromosomenbereich eine dhnlich hohe Diversitét

wie in anderen unselektionierten Bereichen des Genoms.

1.2.3.5 Auswirkungen auf die Weltgesundheit

Verschiedene Studien haben versucht die Auswirkungen der sich ausbreitenden Chlo-
roquinresistenz auf die Weltgesundheit zu quantifizieren. Die Zahlen schwanken zwi-
schen einer zwei- bis elffachen Zunahme der Malaria-spezifischen Mortalitdt. Un-
beriicksichtigt sind dabei indirekte Auswirkungen von héufigeren und schwereren
Malariaepisoden, beispielsweise eine erhohte Empfianglichkeit fiir andere Erkran-
kungen infolge Malaria-bedingter Anémie oder ein erniedrigtes Geburtsgewicht auf
Grund einer Malariainfektion wéhrend der Schwangerschaft [Trape (2001), Bjork-
man und Bhattarai (2005)].
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1.2.3.6 Riickkehr von Chloroquin-Sensitivitét

Mit steigender Rate an Therapieversagen unter Chloroquinbehandlung #énderten
nach und nach viele Lander ihre Therapieleitlinien und ersetzten Chloroquin als Mit-
tel der ersten Wahl durch andere Medikamente [Laufer und Plowe (2004)]. In den
folgenden Jahren meldeten verschiedene Studien einen Riickgang der Chloroquin-
Resistenz in vitro, der mit dem gesunkenen Selektionsdruck in Zusammenhang ge-
bracht wurde [Schwenke et al. (2001), Thanh et al. (2001)]. Folgestudien, die die
Chloroquin-Resistenz in vitro, in vivo sowie die Frequenz des resistenten Geno-
typs K76 T untersuchten, zeigten jedoch stets ein unverdndert hohes Resistenzniveau
[Borrmann et al. (2002), Nguyen et al. (2003)].

Ein Riickgang des genetischen Resistenzmarkers K76T konnte erstmals 2003 aus
Malawi berichtet werden [Kublin et al. (2003), Mita et al. (2003)], das 1993 als ers-
tes Land auf dem afrikanischen Kontinent den offiziellen Einsatz von Chloroquin
gestoppt hatte [Bloland et al. (1993)]. Die Frequenz des resistenten Genotyps war
von 85% im Jahr 1992 auf 0% im Jahr 2001 gesunken [Kublin et al. (2003)]. Laufer
et al. (2006) veroffentlichten die erste klinische Studie nach dem Chloroquin-Stopp,
die eine 100%ige Wirksamkeit von Chloroquin zur Behandlung von unkomplizier-
ter Malaria tropica in Malawi zeigte. Es konnte somit nachgewiesen werden, dass
prinzipiell eine Riickkehr von Chloroquin-Sensitivitdt moglich ist, falls der durch
Chloroquin-Einsatz ausgeiibte Selektionsdruck drastisch reduziert wird. Dies legt
einen Fitnessnachteil resistenter Parasiten unter Abwesenheit von Chloroquin nahe
[Kublin et al. (2003)].

1.3 Situation in Lambaréné, Gabun

Lambaréné liegt im west-zentralafrikanischen Land Gabun in der Provinz Moyen-
Ogooué. Die Stadt zdhlt um die 20 000 Einwohner und beheimatet das 1913 von
Albert Schweitzer gegriindete Spital. Das Klima ist warm und feucht mit zwei Re-
genzeiten, einer kleinen von September bis Oktober und einer groflen von Februar bis
Mai [FISL]. Malaria ist dort hyperendemisch mit stabiler Transmission, die prédo-
minante Spezies ist P. falciparum [Wildling et al. (1995)].

Chloroquin-resistente P. falciparum-Stamme wurden erstmals 1983 in Gabun
in vitro nachgewiesen [Burchard et al. (1984)]. Trotz der stetigen Ausbreitung der
Chloroquinresistenz in folgenden Jahren, wurden erst 2003 die nationalen Therapie-

richtlinien von Chloroquin auf Artesunat plus Amodiaquin als Medikation der ersten



KAPITEL 1. EINLEITUNG 17

Wahl zur Behandlung der unkomplizierten Malaria tropica umgestellt. Zur Behand-
lung von schwerer Malaria tropica werden Quinin oder Artesunatderivate verwendet
[Dondorp et al. (2005)], [WHO (2008a)]. In Lambaréné wurde Chloroquin bereits
seit 1993 zunehmend aus der lokalen Therapiepraxis gestrichen, nachdem in meh-
reren Studien ein hohes Resistenzniveau nachgewiesen worden war [Kremsner et al.
(1993), Kremsner et al. (1994), Winkler et al. (1994)]. Zwischen den Jahren 1995 und
2002 wurde mehrfach die Parasitenpopulation in Lambaréné auf die Resistenzmuta-
tion pfert 76'T untersucht, wobei zu jedem Zeitpunkt eine Préavalenz des resistenten
Allels von 100% festgestellt wurde [Binder et al. (2002), Borrmann et al. (2002),
Mayengue et al. (2007)].

1.4 Fragestellung

Seit in Malawi nach jahrelangem Verzicht auf Chloroquin eine umfassende Riickkehr
Chloroquin-sensitiver P. falciparum-Stamme beobachtet werden konnte, herrscht ei-
ne wissenschaftliche Kontroverse dariiber, ob dieses Phéanomen weltweit replizierbar
sei. Die Klarung dieser Frage ist von zentraler Bedeutung fiir die potentielle the-
rapeutische Verwendung von Chloroquin in der Zukunft. In dieser Arbeit soll un-
tersucht werden, ob in Lambaréné, Gabun, wo Chloroquin im Jahre 2003 aus den
nationalen Therpieleitlinien entfernt wurde, wieder Chloroquin-sensitive Stdmme
unter der aktuellen lokalen Parasitenpopulation zu finden sind. Lambaréné stellt
hierfiir einen besonders interessanten Studienort dar, da zum einen die zuletzt ge-
messene Resistenzlage ausgesprochen hoch (100%) war, zum anderen aufgrund der
kontinuierlichen Arbeit am Albert-Schweitzer-Krankenhaus eine relativ konsequente
Umsetzung der Therapierichtlinien angenommen werden kann.

Des Weiteren ist der genetische Mechanismus der Riickkehr sensitiver Stamme
bislang vollig unbekannt. Dieser Fragestellung soll durch Aufkldrung des genetischen
Hintergrundes neuaufgetretener sensitiver Stdmme nachgegangen werden. Hierzu
soll die chromosomalen Nachbarschaft des pfert-Gens in den sensitiven Isolaten
sowie in einer lokalen resistenten Vergleichspopulation mittels Sequenzierung von
Mikrosatellitenmarkern nédher charakterisiert werden.

SchlieBlich soll die Untersuchung resistenter Isolate aus den Jahren 1995/96, 2002
und 2005 — 07 eine mogliche Verdnderung in der lokalen resistenten Population in

Zusammenhang mit der Anderung der nationalen Therapierichtlinien beleuchten.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Patientengut

Die verwendeten Patientenproben stammen alle aus Studien, die in den Jahren
1995 — 2007 von der Medical Research Unit am Albert-Schweitzer-Hospital in Lam-
baréné, Gabun durchgefiihrt wurden. Es handelt sich um mit P. falciparum infizierte
Patienten, die in und um Lambaréné (Umkreis ca. 60 km) wohnen. Fiir alle Studien
liegt ein positives Votum der Ethik-Kommission der Internationalen Stiftung des
Albert-Schweitzer-Hospitals vor; von den Studienteilnehmern wurde ein informier-
tes Einverstdndnis eingeholt, im Falle von minderjahrigen Patienten geschah dies
durch die gesetzlichen Betreuer. Die genauen Patientendaten finden sich im Anhang
in den Tabellen A.1—A.6.

1/95C-Fall-Kontroll-Studie Diese Studie wurde in den Jahren 1995/96 am Al-
bert-Schweitzer-Hospital in Lambaréné unter Leitung von Peter G. Kremsner durch-
gefithrt [Kun et al. (1998)]. Eingeschlossen wurden Kinder &lter als 6 Monate mit
unkomplizierter oder schwerer Malaria. Fiir diese Arbeit wurden 48 Proben aus dem
Zeitraum April 1995 bis November 1996 verwendet (sieche Tabelle A.1).

Fall-Kontroll-Studie 2002 Diese Studie wurde 2002 am Albert-Schweitzer-Hos-
pital in Lambaréné unter Leitung von Francine Ntoumi durchgefiihrt [Mayengue
et al. (2007)]. Eingeschlossen wurden Kinder &lter als 6 Monate mit unkomplizier-

ter oder schwerer Malaria. Fiir diese Arbeit wurden 48 Proben aus dem Zeitraum
November bis Dezember 2002 verwendet (siche Tabelle A.2).

18
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Ferroquin-Toleranz-Studie Diese Studie wurde in den Jahren 2005/06 in Lam-
baréné und Fougamou unter Leitung von Bertrand Lell durchgefiihrt. Eingeschlossen
wurden ménnliche Erwachsene mit asymptomatischen P. falciparum-Infektionen.
Wiéhrend des gesamten Beobachtungszeitraumes wurde regelmiflig Blut entnom-
men. Fir diese Arbeit wurde von allen 82 Patienten die erste Probe verwendet;
diese stammten aus der Zeit April 2005 bis September 2006 (siche Tabelle A.3).

Antigen-Diversitidts-Studie Hier wurden Proben aus der eigentlichen Antigen-
Diversitéts-Studie [Dal-Bianco et al. (2007)] sowie der Asymptomatischen Studie
zusammengefasst. Beide Studien wurden zwischen 2005 und 2007 in Lambaréné und
Umgebung unter Leitung von Christian Supan durchgefiihrt. Eingeschlossen wurden
méannliche Erwachsene mit asymptomatischen P. falciparum-Infektionen. Wihrend
des gesamten Beobachtungszeitraumes wurde regelméflig Blut entnommen. Fiir diese
Arbeit wurden 19 Proben aus dem Zeitraum Juli 2006 bis Mérz 2007 verwendet;
Proben des gleichen Patienten mit einem Abstand von mindestens 21 Tagen wurden

als unterschiedliche Infektionen gewertet (siehe Tabelle A.4).

Intermittent Preventive Treatment in Infants (IPTi)-Studie Diese Stu-
die wurde zwischen 2002 und 2007 am Albert-Schweitzer-Hospital in Lambaréné
unter Leitung von Martin Grobusch durchgefiihrt [Grobusch et al. (2007)]. Einge-
schlossen wurden gesunde Kinder, die zum Studienbeginn nicht &lter als 3 Monate
waren; die Beobachtungsphase erstreckte sich bis zum Ende des 30. Lebensmonats.
Bei jeder Krankenhausaufnahme auf Grund einer symptomatischen Malariaepiso-
de wurde Blut entnommen. Fiir diese Arbeit wurden 26 Proben aus dem Zeitraum
Januar 2006 bis Marz 2007 verwendet; Proben aus unterschiedlichen Krankenhaus-
aufnahmen (Abstand mindestens 21 Tage) des gleichen Patienten wurden als unter-
schiedliche Infektionen gewertet (siche Tabelle A.5).

Sulfadoxin-Pyrimethamin (SP)-Wirksamkeitsstudie Diese Studie wurde im
Jahre 2007 am Albert-Schweitzer-Hospital in Lambaréné unter Leitung von Sadou
Issifou durchgefiihrt. Eingeschlossen wurden Kinder zwischen 6 und 59 Monaten
mit unkomplizierter Malaria. Bei Studienbeginn, im Falle einer erneuten fieberhaften
Symptomatik und bei Studienende wurde Blut entnommen. Fiir diese Arbeit wurden
38 Proben aus dem Zeitraum Mérz bis Juli 2007 verwendet; Proben des gleichen
Patienten mit einem Abstand von mindestens 21 Tagen wurden als unterschiedliche
Infektionen gewertet (siehe Tabelle A.6).
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2.2 DNA-Extraktion

Die verwendete DNA lag entweder als Vollblutprobe oder getrocknete Blutprobe auf
Filterpapier vor. Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem QIAamp® DNA Mini Kit
bzw. Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, BRD) nach Herstellerprotokoll. Die Kon-
zentration der extrahierten DNA wurde photometrisch mit dem ND-1000 UV/Vis
Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, USA) bestimmt. AnschlieBend
wurde die extrahierte DNA bei -20°C konserviert.

2.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) [Mullis et al.
(1986), Saiki et al. (1988)], eine technisierte in wvitro Amplifikation kurzer DNA-
Sequenzen, war die grundlegende Methode dieser Arbeit. Sie wurde zum Nachweis
bestimmter Allele (merozoite surface protein 2 (msp2)) sowie als Ausgangsbasis fiir
Restriktionsverdau (msp2, pfert) und Sequenzierung (msp2, pfert, Mikrosatelliten)
eingesetzt. In den meisten Féllen wurde ein nested-Verfahren angewandt, bei dem
zunéchst ein etwas gréferes Fragment als die Zielsequenz amplifiziert wird, welches
dann als Ausgangsmaterial fiir die eigentliche PCR verwendet wird. Durch diese
zweischrittige PCR kann sowohl Effizienz als auch Spezifitdt verbessert werden.

Soweit nicht anders angegeben wurden fiir den PCR-Reaktionsansatz 0,2 mM
dNTPs, 2,5mM MgCl,, 0,5uM forward und 0,5uM reverse Primer, 1,5U Taq-
Polymerase und 5yl DNA in einem Gesamtvolumen von 50 ul verwendet. Im Falle
einer nested-PCR wurde im 2. Amplifikationsschritt anstelle von DNA 5 ul des PCR-
Produktes des 1. Amplifikationsschritts eingesetzt. Die PCR-Reagenzien wurden von
QIAGEN, die Primer von Operon (Kéln, BRD) bezogen. Samtliche PCR-Reaktionen
liefen in den Geréten Biometra Uno IT Thermal Cycler (Biometra, Géttingen, BRD)
oder MyCycler Thermal Cycler (Bio-Rad, Miinchen, BRD), Sequenzierungs-PCRs
wurden zudem im MJ Research PTC-200 (GMI, Ramsey, USA) durchgefiihrt.

Nach der PCR-Reaktion wurden die amplifizierten Fragmente mit dem inter-
kalierenden Farbstoff SYBR Green angefirbt und elektrophoretisch auf 1,5%igen
Agarosegelen aufgetrennt. Letztere wurden durch Losung von 1,5 g Agarose (Lonzy,
Rockland, USA) in 100 ml TBE-Puffer (89,2 mM TRIS, 90 mM Borséure und 2,6 mM
EDTA in 11 Aquages:.) hergestellt. Als Farbemischung wurden fiir 5 ul PCR-Produkt
1 ul SYBR Green (Biozym, Hess. Oldendorf, BRD) und 2,5 pul Ladepuffer (40% Gly-
cerol, 0,1% Farbstoff, 10 mM EDTA) verwendet.
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2.4 Sequenzierung

Zur Sequenzierung verwendeten wir die Kettenabbruchmethode nach Sanger [San-
ger et al. (1977)]. Hierbei kommt eine spezielle Sequenzierungs-PCR, zum Einsatz,
welche im Ansatz nur jeweils einen Primer (forward oder reverse), sowie zusétzlich
zu dNTPs auch fluoreszenzmarkierte ddNTPs enthélt. Der Einbau eines ddNTPs in
die Sequenz fiihrt zum Kettenabbruch — es entstehen gleichsinnige Fragmente, die
nach unterschiedlichen Léngen auf ein fluoreszenzmarkiertes ddN'TP enden. Nach
kapillarelektrophoretischer Auftrennung und Anregung durch Laser wird ein Se-
quenzchromatogramm erzeugt.

Im Folgenden wird der allgemeine Ablauf des Verfahrens beschrieben:

1. PCR: Amplifikation der betreffenden Sequenz mittels PCR.

2. Gelelektrophorese: Anfarbung der erhaltenen Fragmente mit SYBR Green und

gelelektrophoretische Auftrennung. Ausschneiden der spezifischen Banden.

3. Gelextraktion: Extraktion der DNA aus den ausgeschnittenen Gelstiicken mit
dem NucleoSpin Extract II Kit (Machery-Nagel, Diiren, BRD) nach Hersteller-
protokoll. Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung mit dem ND-1000
UV/Vis Spectrophotometer.

4. Sequenzierungs-PCR: fiir den Reaktionsansatz wurden 0,5 ul Primer (forward
oder reverse), 1ul BigDye® Terminator (enthilt Taqg-Polymerase, dNTPs,
fluoreszenzmarkierte ddNTPs), 2 ul BigDye® Buffer (beides Applied Biosys-
tems, Warrington, UK) und eine von der Sequenzlinge abhéngige Menge DNA
in einem Gesamtvolumen von 10 ul verwendet. Fiir jede Sequenz wurde die Re-
aktion einmal in Vorwiérts- (forward primer), einmal in Riickwérts-Richtung
(reverse primer) durchgefiihrt. Die Reaktion lief in 25 Zyklen ab, jeweils beste-
hend aus 10sek Denaturierung bei 94°C, 5sek Annealing bei 50°C und 4 min
Extension bei 60°C. Fiir die Sequenzierungs-PCR wurden die Gerdte Biome-
tra Uno II Thermal Cycler (Biometra), MyCycler Thermal Cycler (Bio-Rad)
sowie MJ Research PTC-200 (GMI) verwendet.

5. Aufreinigung: 2 g Sephadex G50 (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) wurden
in 30 ml LiChroSolv®-H,0 (Merck, Darmstadt, BRD) 30 min bei Raumtempe-
ratur zum Quellen gebracht. Anschlieflend wurde die Suspension auf eine 96-

well-Saulenplatte aufgetragen, pro Séule wurden 300 ul verwendet; die Platte
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wurde daraufhin 3 min bei 3000 rpm zentrifugiert, das abzentrifugierte Wasser
verworfen. Die erhaltenen Sephadex-Saulen wurden mit der Sequenzierungs-
PCR-Reaktion beladen und erneut 3min bei 3000 rpm zentrifugiert; die auf-

gefangene Reaktion wurde der eigentlichen Sequenzierung zugefiihrt.

6. Sequenzierung: Erstellung des spezifischen Sequenzchromatogramms durch den
Abi Prism 3000 Gene Analyzer (Applied Biosystems).

7. Sequenzanalyse: Die erhaltenen Sequenzdateien wurden mit Hilfe der BioEdit-
Software, Version 7.0.9 (Ibis Biosciences, Carlsbad, USA) dargestellt, per Hand

aligniert und analysiert.

2.5 Bestimmung der Chloroquin-Resistenz

2.5.1 Molekulargenetischer Nachweis der Resistenzmutati-
on K76T im pfecrt-Gen

Die Chloroquin-Resistenz der Parasitenstdmme wurde molekulargenetisch durch
Nachweis der fiir die Resistenz verantwortlichen Mutation K76T im P.falciparum
chloroquine resistance transporter (pfert)-Gen bestimmt. Hierzu wurde ein Kombi-
nationsverfahren aus PCR-Amplifikation des pfert-Lokus und anschlieendem allel-
spezifischen Restriktionsverdau nach Djimdé et al. (2001) gew&hlt. Zur Verifizierung
der Ergebnisse wurde die Resistenzmutation in einigen Proben zusétzlich durch Se-
quenzierung der erhaltenen PCR-Fragmente nachgewiesen. Hierdurch konnten zu-
dem die Resistenz-assoziierten Mutationen M74I und N75E bestimmt werden, wel-
che sich ebenfalls im sequenzierten Fragment befanden. Als Referenzen wurden die
Laborstdmme 3D7 (sensitiv) und Dd2 (resistent) verwendet.

Zunéchst wurde in einer nested-PCR ein 145 bp langes Fragment um Position
76 amplifiziert. Primer (siehe Tabelle 2.1) und Reaktionsbedingungen wurden iiber-

nommen von Djimdé et al. (2001).

Primer ‘ Sequenz ‘ Primer ‘ Sequenz
F1 CCGTTAATAATAAATACACGCAG | R1 CGGATGTTACAAAACTATAGTTACC
F2 TGTGCTCATGTGTTTAAACTT R2 CAAAACTATAGTTACCAATTTTG

Tabelle 2.1: Primer pfert-K76T-PCR.
Angabe der Primersequenzen in 5’-3’-Richtung. F1 und R1 bezeichnen forward bzw. reverse Primer
des 1., F2 und R2 die entsprechenden Primer des 2. Amplifikationsschrittes.
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Die Reaktionsbedingungen fiir den 1. Amplifikationsschritt bestanden aus 3 min
initialer Denaturierung bei 94°C; 45 Zyklen mit je 30sek Denaturierung bei 94°C,
30 sek Annealing bei 56°C und 1 min Extension bei 60°C; 3 min finale Extension bei
60°C. Der 2. Schritt lief unter 5 min initialer Denaturierung bei 95°C; 30 Zyklen mit
je 30sek Denaturierung bei 92°C, 30sek Annealing bei 48°C und 30sek Extension
bei 65°C; 3min finale Extension bei 65°C.

Das amplifizierte Fragment wurde mit der Restriktionsendonuklease Apol (Fer-
mentas, St. Leon-Rot, BRD) nach Herstellerprotokoll verdaut. Das 145bp lange
Fragment wurde im Falle des Wildtypallels 76K in zwei Fragmente von 111 bp und
34bp Lénge geschnitten, das mutante Allel 76T blieb ungeschnitten. Der Verdau
wurde mit SYBR Green angefarbt und auf 2%igem Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt, so dass sensitive von resistenten Allelen differenziert werden konnten.

Die unverdauten Fragmente der sensitiven sowie eines Teils der resistenten Stam-

me wurden sequenziert (Verfahren wie beschrieben unter 2.4).

2.5.2 Molekulargenetische Bestimmung Resistenz-assoziier-

ter Mutationen im pfecrt-Gen

Die Bestimmung der Resistenz-assoziierten Mutationen im pfert-Gen A220S, Q271E,
N3268S, I356T und R3711I erfolgte mittels eines dem K76 T-Nachweis (Abschnitt 2.5.1)
analogen Verfahrens. Primer (siehe Tabelle 2.2) und Reaktionsbedingungen wurden
tibernommen von Djimdé et al. (2001). Als Referenzstdmme dienten wie zuvor 3D7
(sensitiv) und Dd2 (resistent, pfert-Allel Typ Stidostasien/Afrika). Zur Verifizierung
der Ergebnisse wurde ein Teil der Proben zusétzlich sequenziert.

In einer nested-PCR wurden Fragmente um die jeweiligen Positionen amplifiziert.
Der erste Amplifikationsschritt war hierbei fiir die Mutationen 220, 271 sowie fiir
326, 356, 371 identisch; im zweiten Schritt wurden spezifische Primer verwendet
(siche Tabelle 2.2).

Die Reaktionsbedingungen des 1. Amplifikationsschrittes waren fiir beide PCRs
identisch: 5 min initiale Denaturierung bei 95°C; 45 Zyklen mit je 30 sek Denaturie-
rung bei 92°C, 1 min Annealing bei 46°C und 1,5min Extension bei 65°C; 15 min
finale Extension bei 65°C. Der 2. Amplifikationsschritt bestand fiir A220S, Q271E,
N326S und I356T aus 5min initialer Denaturierung bei 95°C; 20 Zyklen mit je
30 sek Denaturierung bei 92°C; 30 sek Annealing bei 46°C und 45 sek Extension bei
65°C; 5min finale Extension bei 65°C. Fiir R3711 wurde die Annealingtemperatur

auf 48°C erhoht, die Extensionszeit pro Zyklus auf 30sek verkiirzt bei ansonsten
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Primer | Sequenz

2xx F'1 CCCAAGAATAAACATGCGAAAC

2xx R1 ACAATTATCTCGGAGCAGTT

3xx F1 CCTTGGCATTGTTTTCCT

3xx R1 CCAAAGTTACGAAATCTAATAATCTTGG

220 F2 TATTTATTTATTTATATATTTTGTTTTCTTGCCATTAAGG
220 R2 ACAATTATCTCGGAGCAGTT

271 F2 GGCACATTCATTTATTTATTTTTTCTTTCCTAATTAATGAATACGTT
271 R2 GGCTATGGTATCCTTTTTCC

326 F2 CCTTTTTATTCTTACATAGCTGGTTATTGAATTATCAC
326 R2 TGGCATTGTTTTCCTTCT

356 F2 ATATATATGGCTAAGAATTTAAAGTAATAAGCAGTTGCT
356 R2 AATTATCGACAAATTTTCTACC

371 F2 TATTATTTTTACTTTTTAATTTTATAGGGTGATGTCTTAA
371 R2 AAGTTACGAAATCTAATAATCTTGGTTC

Tabelle 2.2: Primer pfert-PCR Resistenz-assoziierte Mutationen.
Angabe der Primersequenzen in 5’-3’-Richtung. F1 und R1 bezeichnen forward bzw. reverse Primer
des 1., F2 und R2 die entsprechenden Primer des 2. Amplifikationsschrittes.

gleichen Bedingungen.
Die amplifizierten Fragmente wurden mit Restriktionsendonukleasen (Fermen-
tas), welche spezifisch jeweils ein Allel schnitten, nach Herstellerprotokoll verdaut.

Folgende Enzyme wurden verwendet:

A220S: Verdau mit Bgll. Das 145 bp lange Fragment wurde im Falle der Wildtyp-

variante in zwei Fragmente von 105 bp und 40 bp Lange geschnitten.

Q271E: Verdau mit Xmnl. Das 111 bp lange Fragment wurde im Falle der mutanten

Variante in zwei Fragmente von 61 bp und 50 bp Linge geschnitten.

N326S: Verdau mit Msel. Das 68 bp lange Fragment wurde im Falle der Wildtyp-

variante in zwei Fragmente von 44 bp und 24 bp Lange geschnitten.

I356T: Verdau mit AlwNI. Das 100 bp lange Fragment wurde im Falle der mutanten

Variante in zwei Fragmente von 60 bp und 40 bp Lénge geschnitten.

R3711: Verdau mit AfiIl. Das 80bp lange Fragment wurde im Falle der Wildtyp-

variante in zwei Fragmente von je 40 bp Léange geschnitten.

Der Verdau wurde mit SYBR Green angefirbt und auf 2%igem Agarosegel elek-
trophoretisch aufgetrennt, so dass Wildtyp- von mutanten Allelen differenziert wer-

den konnten.
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Die unverdauten Fragmente der sensitiven sowie einiger ausgewéhlter resistenter

Stamme wurden sequenziert (Verfahren wie beschrieben unter 2.4).

2.5.3 Chloroquin-Resistenz-in vitro-Bestimmung

Um die Korrelation zwischen genotypischer und phénotypischer Chloroquin-Re-
sistenz zu zeigen wurde zusétzlich eine Chloroquin-Resistenz-in vitro-Bestimmung
durchgefiihrt. Getestet wurden die Laborstamme Dd2 (pfert 76T) und NF54 (76K)
sowie der Feldstamm aus der Antigen-Diversitéts-Studie MOA (76T). Hierzu wurden
die Stdmme {iber einen gewissen Zeitraum kultiviert (siche Abschnitt 2.8) und nach
einer Phase bestdndigen Wachstums mikroskopisch die Parasitdmie bestimmt. Jede
Kultur wurde nun in zwei Kulturen mit einer Parasitamie von jeweils 0,5% gesplit-
tet. Eine Kultur erhielt Standardmedium, die Zwillingskultur Medium mit einem
Chloroquin-Anteil von 100 uM (Chloroquindiphosphatsalz, Sigma-Aldrich, Stein-
heim, BRD); die Kulturen wurden bei 37°C und 5% COs- bei niedrigem Oo-Anteil
der Luft gehalten. An den Tagen 1, 2 und 3 wurde mikroskopisch die Parasitdmie
bestimmt. Hierzu wurden so viele Gesichtsfelder ausgezéhlt, bis mindestens 500 Ery-
throzyten gezéhlt wurden. Waren alle gezéhlten Zellen nicht infiziert, so wurde der
gesamte Ausstrich auf infizierte Zellen gescreent, um auch sehr geringe Parasitdmien

festzustellen. Primérer Endpunkt war die Parasitamie an Tag 3.

2.6 Darstellung des msp2-Lokus

Das merozoite surface protein 2 (msp2) ist ein hochpolymorphes Oberflichenantigen
der Merozoiten, das als Vakzinekandidat gehandelt wird. Bei diesem single-copy-Gen
lassen sich die zwei Hauptallelgruppen 3D7 und FC27 unterscheiden, die Differen-
zen in der Repeatzusammensetzung in der zentralen Region des Gens zeigen [Smythe
et al. (1991)]. Hier wurde eben diese zentrale Region amplifiziert, Primer (siche Ta-
belle 2.3) und Reaktionsbedingungen wurden iibernommen von Ntoumi et al. (2000).
Zur Alleldifferenzierung wurden im 1. Schritt beide Allele gemeinsam amplifiziert,
der 2. Schritt war allelspezifisch. Im Falle eines anschlieBenden Restriktionsverdaus
wurden im 2. Schritt Primer eingesetzt, die beide Allele amplifizierten.

Die Reaktionsbedingungen waren fiir simtliche Amplifikationsschritte: 5 min ini-
tiale Denaturierung bei 94°C; 40 Zyklen mit je 10 sek Denaturierung bei 94°C, 30 sek
Annealing bei 57°C und 30 sek Extension bei 72°C; 2 min finale Extension bei 72°C.
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Primer Sequenz

msp2 F1 ATGAAGGTAATTAAAACATTGTCTATTATA
msp2 R1 ATATGGCAAAAGATAAAACAAGTGTTGCTG
FC27 F2 GCAAATGAAGGTTCTAATACTAATAG

FC27 R2 GCTTTGGGTCCTTCTTCAGTTGATTC

3D7 F2 GCAGAAAGTAAGCCTTCTACTGGTGCT

3D7 R2 GATTTGTTTCGGCATTATTATGA
FC27+3D7 F2 | AACGAATTCATAAACAATGCTTATAATATGAGT
FC27+3D7 R2 | GATGAATTCTAGAACCATGCATATGTCCATGTT

Tabelle 2.3: Primer msp2-PCR.

Angabe der Primersequenzen in 5’-3’-Richtung. F1 und R1 bezeichnen forward bzw. reverse Primer
des 1., F2 und R2 die entsprechenden Primer des 2. Amplifikationsschrittes.

Restriktionsverdau Die Methode der msp2-Genotypisierung durch Restriktions-
verdau wurde adaptiert nach Felger et al. (1999). Als Ausgangsmaterial wurde die
zentrale Region des msp2-Gens in einer allelunspezifischen nested-PCR amplifiziert.
Die erhaltenen Fragmente wurden mit den Restriktionsendonukleasen Alul, Ddel,
Hinf1, Rsal (New England Biolabs, Frankfurt am Main, BRD) nach Herstellerpro-
tokoll einfach verdaut. Die verdauten Proben wurden mit SYBR Green angeféirbt
und auf 2%igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. So konnten spezifische

Schnittmuster erzeugt werden.

Sequenzierung Verfahren wie beschrieben unter Abschnitt 2.4.

2.7 Analyse der Haplotypen

Unter einem Haplotyp wird allgemein die genetische Zusammensetzung eines Chro-
mosoms, aber auch eine spezifische Kombination bestimmter Marker verstanden [Su
et al. (2007)]. Im Folgenden wird als Haplotyp die genetische Zusammensetzung der
chromosomalen Region um das Resistenzgen pfert auf Chromosom 7 (Lénge dieses
Chromosomenstiickes etwa 100 kb) bezeichnet, definiert durch die Allelabfolge dorti-
ger Mikrosatellitenmarker. Mikrostalliten sind kurze (100—300 bp) DNA-Sequenzen,
welche iiber mindestens eine Repeatregion verfiigen — meist bestehend aus Tandem-
oder Triplettrepeats —, weshalb sie auch als simple sequence repeats (SSRs) be-
zeichnet werden. Bei P. falciparum sind die haufigsten Repeats (7),, (T'A), und
(TAA), [Su und Wellems (1996)]. Die Anzahl dieser Repeats und damit die Linge
des Mikrosatelliten sind sehr variabel, so dass Mikrosatelliten hochpolymorphe Mar-

ker darstellen.
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In dieser Arbeit sollte die Bestimmung der Mikrosatellitenallele durch Amplifi-
kation des Markers und anschlieender Sequenzierung zur Ermittlung der Repea-
tanzahl erfolgen. In einer Vorversuchsreihe wurden folgende 26 Mikrosatelliten auf
mogliche Fignung gescreent: BM25, PE14D, PES7, B65M129, B5M97, B5M77, 1HG6,
3ET, 2E10, B6M47, 9B12, PE12A, ps590.7, 2H4, TA11, B5M32, PE14E, PE14F,
PE45B, B5M92, BTM43, BTMS2, ps90.30, pj1, C13M30, BM7. Diese Mikrosatelli-
ten verteilten sich auf ein ca. 400 kb langes Chromosomenstiick um das pfert-Gen;
ihre Zusammenstellung erfolgte angelehnt an Wootton et al. (2002) sowie unter
Zuhilfenahme des NCBI Map Viewer (www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview). Die ent-
sprechenden Primer wurden tibernommen von Su et al. (1999). Die in selbiger Arbeit
angegebenen Reaktionsbedingungen fithrten jedoch zu keiner effizienten Amplifika-
tion aus unseren Feldisolaten, so dass die Bedingungen adaptiert werden mussten.
Eine Effizienzsteigerung konnte durch Erhéhung der Zykluszahl, Spezifizierung der
Annealingtemperatur mittels einer Gradienten-PCR (hier 1duft die Annealingtem-
peratur {iber einen Temperaturgradienten) oder Implementierung einer nested-PCR
erreicht werden. In letzterem Fall wurden geeignete Primer unter Zuhilfenahme des
veroffentlichten Genoms des 3D7-Stammes [Gardner et al. (2002)], frei zugénglich
auf www.plasmodb.org [PlasmoDB|, sowie des NCBI Blast-Programmes (basic local
alignement search tool, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) erstellt.

Zur Definition der Haplotypen ausgewéhlt wurden schliefSlich folgende sechs Mi-
krosatelliten: PE14D (Entfernung zum pfert-Gen: -45kb), B5M77 (-18kb), 3E7
(-11kb), 9B12 (+2kb), 7A11 (+21kb), PE14F (4+57kb). Es wurde hierbei auf eine
moglichst gleichméBige Abdeckung der Region up- und downstream des pfert-Gens
(insgesamt 107 kb) sowie auf eine weitgehend symmetrische Anordnung der Marker
geachtet. Der Haplotyp eines Stammes wurde als die Kombination der Allele aller
Mikrosatellitenmarker sowie der Position 76 des pfert-Gens (76K oder 76T) definiert
(siche auch Abbildung 3.9). In Unterkohorten wurden zusétzlich der Mikrosatellit
B5M47 (-0kb) auf Grund seiner Lage im pfert-Lokus untersucht.

Nach Wootton et al. (2002) représentiert der resistente Stamm FCRS3 (Herkunft
Siidostasien) den typischen afrikanischen resistenten Haplotypen. FCR3 wurde da-
her als resistenter Referenzstamm gewéhlt wurde. Sensitive Stamme sind im Allge-
meinen sehr divers, weshalb hier kein sensitiver Referenzstamm bestimmt wurde.

Die ausgewdhlten Mikrosatelliten wurden in einer einfachen bzw. nested-PCR
amplifiziert. Wie bereits erwdhnt wurden die Primer der einfachen PCRs sowie des 2.
Amplifikationsschrittes im Falle von nested-PCRs tibernommen von Su et al. (1999);

die Primer des 1. Amplifikationsschrittes wurden selbst entwickelt (siehe Tabelle
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2.4). Soweit nicht anders angegeben wurden die PCR-Reaktionen unter folgenden
Bedingungen durchgefiihrt: 2min initiale Denaturierung bei 94°C; 45 Zyklen mit
je 20 sek Denaturierung bei 94°C, 20 sek Annealing bei 51°C und 30 sek Extension
bei 60°C; 2min finale Extension bei 60°C. Im Falle einer nested-PCR wurde die
Zykluszahl in beiden Schritten auf 30 reduziert.

Primer Sequenz Sequenz

PE14D F1 | GGATATTATGATTCAATAAATC R1 | GATCATTTGCATGACTAGC
PE14D F2 | TGTAATGAATGATTCTAATACCAC | R2 | TTGGACCATGCTTCACAG
B5M77 | F TAAAGTCTTTCAATACATATG R GAAATAATTTCATATACACAC
SET F1 | GATCGAAGTACAGATAGAAT R1 | GTGCAAGATATAATAAAAGTTG
3ET7 F2 | AAGAATGAAAGTATTTTTAGC R2 | CCCCTTCAAAAAGGAAATAACAC
B5M47 | F ATGACGAGCGTTATAGAGAA R ATACATATGGGTATACATATA
9B12 F ATATATTCCAGTATGTTCGC R AATGATACAATGGGATTTAC
7TA11 F1 | GTAACTGTAATGTGTACTTG R2 | CTCTTCTCTGAGTAAATATG
TA11 F2 | ATGTGTAAGGAGATAGTATA R2 | CAACTTTCTCTTTTTAAATATTAC
PE14F F1 | GCTGGAACTAATTGTTTGT R1 | AGTATGAACATTTTGTACAT
PE14F F2 | CTGTGGATAATGATATTC R2 | GTCCATTGAAAAGATAGG

Tabelle 2.4: Primer Mikrosatelliten-PCR.

Angabe der Primersequenzen in 5’-3’-Richtung. F1 und R1 bezeichnen forward bzw. reverse Primer
des 1., F2 und R2 die entsprechenden Primer des 2. Amplifikationsschrittes. Sind nur F und R
angegeben, so handelt es sich um eine einfache PCR, F und R bezeichnen hier forward bzw.
reverse Primer.

Die amplifizierten Fragmente wurden mit SYBR Green angefirbt, auf 1,5%igen
Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt und der Sequenzierung zugefiihrt. Das
Sequenzierverfahren erfolgte wie beschrieben auf Seite 21. Es folgen Details zu den

einzelnen Mikrosatelliten:

PE14D PFE14D wurde in einer nested-PCR amplifiziert. Die Annealingtempera-
tur wurde in beiden Amplifikationsschritten auf 58°C erhoht, ansonsten waren die

Reaktionsbedingungen wie oben genannt.

B5M77 BS5M77 wurde wie oben beschrieben amplifiziert.

3E7 3E7 lie sich beim Grofiteil der Proben wie oben beschrieben amplifizieren.
Zur Erhohung der Effizienz wurde fiir nicht erfolgreich sequenzierte Proben eine
nested-PCR eingefithrt. Aufgrund des sehr groflen Fragmentes, das im 1. Schritt

amplifiziert wurde, wurden die Reaktionsbedingungen wie folgt verdndert: der 1.
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Amplifikationsschritt lief unter 3 min initialer Denaturierung; 30 Zyklen mit je 30 sek
Denaturierung bei 94°C, 30 sek Annealing bei 56°C und 3 min Extension bei 60°C;
10 min finale Extension bei 60°C. Der 2. Amplifikationsschritt bestand aus 2 min
initialer Denaturierung bei 94°C; 30 Zyklen mit je 20sek Denaturierung bei 94°C,
20 sek Annealing bei 56°C und 30 sek Extension bei 60°C; 2 min finale Extension bei
60°C.

9B12 9B12 wurde wie oben beschrieben amplifiziert.

7A11 Bei einem Teil der Proben konnte 7A11 durch Erhohung der Annealing-
temperatur auf 56°C bei ansonsten gleichen Bedingungen amplifiziert werden. Fiir
die ausstehenden Proben wurde eine nested-PCR entwickelt. Im 1. Amplifikations-
schritt wurden die Bedingungen wie folgt adaptiert: 3 min initiale Denaturierung bei
94°C; 30 Zyklen mit je 30sek Denaturierung bei 94°C, 30sek Annealing bei 53°C
und 1 min Extension bei 60°C; 3 min finale Extension bei 60°C. Im 2. Schritt wurden
die gleichen Bedingungen wie fiir die einfache PCR verwendet, wobei die Zykluszahl

auf 30 reduziert wurde.

PE14F PFE14F wurde in einer nested-PCR amplifiziert. Die Annealingtempera-
tur wurde in beiden Amplifikationsschritten auf 58°C erhoéht, ansonsten waren die

Reaktionsbedingungen wie oben genannt.

B5M47 B5M/7 wurde in einer kombinierte PCR mit forward Primer der B&5M/7-
PCR und dem reverse Primer des 2. Amplifikationsschrittes der pfert-K76T-PCR
(siche Abschnitt 2.5.1) amplifiziert. Die Reaktionsbedingungen wurden wie folgt
verdndert: 3min initiale Denaturierung bei 94°C; 45 Zyklen mit je 30sek Denatu-
rierung bei 94°C, 30sek Annealing bei 48°C und 1min Extension bei 60°C; 3 min
Extension bei 60°C. Im Sequenzanhang wird die nach dieser Methode erhaltene
Sequenz als B5M47x bezeichnet.

2.8 Parasitenkultur

Parasiten wurden zum einen kultiviert, um ein besténdiges Reservoir an Referenz-
DNA zu haben, zum anderen zur Durchfithrung der Chloroquin-Resistenz-in vi-
tro-Bestimmung (siehe 2.5.3). Folgende Stdmme wurden in Kultur gehalten: die
Laborstdmme 3D7, Dd2, FCR3, NF54 sowie der Feldstamm MOA.
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2.8.1 Kontinuierliche Kultur

Die Parasiten wurden bei 37°C und 5% CO,-Anteil bei niedrigem Oy-Gehalt der
Luft kultiviert. Die Kulturbedingungen wurden adaptiert nach Trager und Jensen
(1976). Das Kulturmedium wurde auf Basis von RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) her-
gestellt, dem 1/10 10x AlbuMAX-II-Losung (GIBCO Invitrogen, Auckland, Neu-
seeland), 24 mM HEPES-Puffer (Sigma-Aldrich), 2 ul L-Glutamin (Sigma-Aldrich)
und 105 uM Gentamycin (Invitrogen, Paisley, UK) zugesetzt wurden. Das fertige
Kulturmedium wurde bei 4°C gelagert. In den Kulturflaschen wurde dem Medi-
um Erythrozytenkonzentrat mit einem Hamatokrit von 50% im Verhéltnis 1 : 10
zugesetzt, um einen endgiiltigen Hamatokrit von 5% zu erzielen.

Die Kulturen wurden im unsynchronisierten Zustand gehalten; fiir die Langzeit-
kultur wurden Parasitdmien zwischen 1 und 2% angestrebt. Alle zwei Tage wurde ein
Teil der Kultur auf einem Objekttriager ausgestrichen, mit Giemsa-Losung angeféarbt
und mikroskopisch die Parasitdmie bestimmt. Die Giemsa-Loésung wurde durch 1: 5
Verdiinnung von Giemsa-Stammlosung (Sigma-Aldrich) mit undestilliertem Wasser

hergestellt. Die Farbung wurde nach folgender Prozedur durchgefiihrt:

1. diinner Ausstrich eines Tropfens der sedimentierten Erythrozyten aus der Pa-

rasitenkultur auf einem Objekttriger; Lufttrocknen des Ausstriches.

2. Fixation des Ausstriches durch Inkubation in 99,9%igem Methanol fiir eine

Minute bei Raumtemperatur; Lufttrocknen des Ausstriches.

3. Farbung des Ausstriches in Giemsa-Losung fiir 10 Minuten bei Raumtempe-

ratur; anschliefend Abspiilen der Losung und Lufttrocknen des Ausstriches.

Bei 100facher Vergréferung in Olimmersion wurden jeweils 300 — 500 Erythro-
zyten ausgezihlt. Bei mehr als 2 Prozent infizierter Zellen wurden die Kulturen ge-
splittet und frisches Erythrozytenkonzentrat zugegeben. Bei geringeren Parasitami-
en wurde lediglich das Kulturmedium gewechselt sowie der CO,-Gasdruck erneut

auf 5% gesetzt.

2.8.2 DNA-Extraktion aus Parasitenkulturen

Um einen moglichst hohen DNA-Gehalt zu erzielen, wurden Kulturen im Tropho-
zoitenstadium (vorherrschend) bei Parasitamien von 5 — 8% verwendet. Zunéchst

wurde ein Teil der jeweiligen Kultur in ein Falcon Tube iiberfithrt und das Medium
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abzentrifugiert. Die DNA-Extraktion aus dem erhaltenen Erythrozytenkonzentrat

wurde durchgefiihrt wie beschrieben auf Seite 20.

2.9 Statistische Auswertung

Die Prévalenz des sensitiven pfcrt-Allels zwischen den Jahreskohorten wurde anhand
des exakten Tests nach Fisher (2-tailed) verglichen. 95%-Konfidenzintervalle wurden
mit exakten Grenzen nach Clopper-Pearson berechnet.

Der Konservierungsgrad eines Markers wurde als Quotient aus Anzahl Proben
mit dem dominanten Allel / Gesamtprobenzahl berechnet, damit entsprechend der
Pravalenz des dominanten Allels. Analog wurde der Konservierungsgrad des Haplo-
typen definiert. Zur Untersuchung der Entwicklung der Prévalenz des dominanten
Allels bzw. Haplotypens zwischen den Jahreskohorten wurde eine logistische Regres-
sion durchgefithrt und mittels x2-Test auf Signifikanz gepriift.

Zur Erfassung der Diversitiat an einem Lokus wurde die erwartete Heterozygotie
(H.) ermittelt, welche die Wahrscheinlichkeit angibt, dass man bei blindem Zie-
hen von zwei Proben aus der untersuchten Population ein Paar verschiedener Allele
erhélt. Diese Art der Diversitatsbestimmung berticksichtigt die relative Haufigkeit
jedes einzelnen Allels und liefert auch bei unterschiedlichen Gesamtprobenzahlen
vergleichbare Ergebnisse. Es gilt H, = [n/(n — 1)][1 — >_ p?], wobei n die Gesamt-
probenanzahl und p; die Frequenz des iten Allels darstellt [Nash et al. (2005)].
Hohe H.-Werte zeigen also ein hohes Mafl an Diversitdt am entsprechenden Lo-
kus an, wobei stets 0 < H., < 1. Die Varianz o? von H, wurde berechnet als
0% =2(n—1)/n*{2(n —2) [} p:® — (3 pi*)*]}. 95%-Konfidenzintervalle wurden ap-
proximativ ermittelt. Die erwartete Heterozygotie jedes Markers wurde auf einen
signifikanten Unterschied gegeniiber einem H.-Wert von 0,8 — entsprechend dem H-
Wert unselektionierter Marker in afrikanischen P. falciparum-Parasiten [Anderson
et al. (2000)] — gepriift; hierzu wurde ein Z-Test inklusive Bonferroni-Adjustierung
angewandt. Eine mogliche Entwicklung von H, eines Mikrosatelliten zwischen den
Jahreskohorten wurde durch lineare Regression dargestellt und mittels F-Test auf
Signifikanz untersucht.

Im Falle der sensitiven Probe SP15 wurde fiir beide Hypothesen — Nullhypothese,
dass der Haplotyp von SP15 einen vollsténdig sensitiven bzw. Alternativhypothese
teilweise resistenten Hintergrund hat, die Odds inklusive 95%-Konfidenzintervalle
mit exakten Grenzen nach Clopper-Pearson berechnet.

Bei allen Testverfahren wurden p -Werte < 0,05 als signifikant gewertet.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Bestimmung der Chloroquin-Resistenzlage

3.1.1 Molekulargenetischer Nachweis

Screening Zur Bestimmung der aktuellen Resistenzlage gegeniiber Chloroquin
wurde die Population der Jahre 2005 — 07 betrachtet. Diese Population wurde mit-
tels folgender Studien untersucht: Ferroquin-Toleranz-Studie (2005/06), IPTi-Studie
(2006), Antigen-Diversitats-Studie (2006/07) und SP-Wirksamkeitsstudie (2007).
Insgesamt wurden 159 Proben mittels PCR-Amplifikation des pfert-Lokus und an-
schlieBendem allelspezifischen Restriktionsverdau auf das Vorliegen der Resistenz-
mutation pfert K76T gescreent.

Fiir einen Teil der hier verwendeten Proben der 1/95C-Studie (1995/96) und
der Fall-Kontroll-Studie 2002 sowie fiir 119 weitere Proben aus diesen beiden Stu-
dien war bereits von Pembe Mayengue das Vorliegen von 100% pfert 76T gezeigt
worden; es war hierfiir das gleiche Verfahren angewandt worden. Bei 33 Proben aus
der 1/95C-Studie stand dieser Datenpunkt noch aus, dies wurde in dieser Arbeit
nachgeholt.

Von den insgesamt 159 untersuchten Proben aus den Jahren 2005 — 07 waren
144 PCR-positiv fiir den pfert-Lokus. Hierunter fanden sich vier sensitive Isolate:
eines aus der Ferroquin-Toleranz-Studie (Patienten-ID TDU28) und drei aus der SP-
Wirksamkeitsstudie (Patienten-ID SP15, SP21, SP26), wobei eine Probe (SP26) eine
Mischinfektion sensitiv/resistent enthielt. Um eine klare statistische Auswertung zu
gewahrleisten, wurde letztgenannte Probe als zwei getrennte Proben gewertet. Da
einwandfrei der Nachweis erbracht worden war, dass in dieser Probe mindestens zwei

unterschiedliche Isolate enthalten waren, erschien dieses Vorgehen angemessen. Die

32
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Gesamtprobenzahl erhohte sich hierdurch auf 160, die Zahl PCR-positiver Proben
auf 145. Abbildung 3.1 zeigt exemplarisch den Restriktionsverdau der sensitiven

Isolate sowie eines resistenten Stammes.

Abbildung 3.1: Screening der Feldisolate auf die Resistenzmutation pfert K76T.
Gezeigt werden die Gele, auf denen die sensitiven Isolate durch Verdau nachgewiesen wurden; von
links nach rechts TDU28 (sensitiv), SP15 (sensitiv), SP21 (sensitiv), SP23 (resistent), SP26 (sen-
sitiv/resistent), 3D7 (Positivkontrolle sensitiv), Dd2 (Positivkontrolle resistent), Negativkontrolle.
Die DNA-Leitern auf beiden Seiten zeigen Marker im Abstand von 100 bp, die unterste Marke hat
die GroBe 100 bp. Deutlich ist der Grofienunterschied zwischen den sensitiven (geschnitten) und
den resistenten (ungeschnitten) PCR-Fragmenten.

Aufgetrennt nach Jahren ergibt dies ein sensitives Isolat in 49 PCR-positiven
Proben im Jahre 2005 (entsprechend einer Privalenz sensitiver Parasiten von 2%),
kein sensitives Isolat in 41 Proben 2006 (0%) sowie drei sensitive Isolate in 55 Proben
2007 (5%) (siehe Tabelle 3.1). Von den 33 zusétzlich untersuchten Proben der 1/95C-
Studie waren 32 PCR-positiv, diese waren alle resistent. Insgesamt fanden sich also
keine sensitiven Parasiten in 215 untersuchten Proben der Jahre 1995 — 2002 (0%).

Jahreskohorte | 2005 | 2006 | 2007 | 2005 — 07
Probenanzahl | 52 53 55 159
PCR-positiv 49 41 55 144
CQ-resistent | 48 (98%) | 41 (100%) | 52 (95%) | 141 (97%)
CQ-sensitiv 1 2%)| 0 0%) | 3 (5%) 4 (3%)

Tabelle 3.1: Chloroquin-resistente Proben der Jahre 2005 — 07.
Angegeben ist die Anzahl untersuchter, PCR-positiver, Chloroquin (CQ)-resistenter sowie
Chloroquin-sensitiver Proben in der jeweiligen Jahreskohorte.

Verifikation Zur Bestétigung der durch das Screeningverfahren erhaltenen Ergeb-

nisse wurden die unverdauten Fragmente aller sensitiven sowie zuféllig ausgewéhlter
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resistenter Isolate sequenziert. In allen Féllen konnte das Vorliegen des zu erwar-
tenden Allels gezeigt werden. Bei der resistent /sensitiven Mischinfektion konnte im
Chromatogramm an der entsprechenden Stelle eine Uberlagerung der resistenten mit
der sensitiven Basensequenz beobachtet werden, wobei die Peaks beider Allele klar

abgrenzbar waren (siehe Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Chromatogramm: SP26 Abbildung 3.3: Chromatogramm: SP26
pfert-Allel; Positionen 74, 75, 76 pfert-Allel, Position 220

Statistische Auswertung FEine signifikante Zunahme sensitiver Parasiten konnte
sowohl fiir den Vergleich der Jahre 1995 — 2002 und 2005 — 07 (p = 0,026) als auch
fiir den Vergleich 1995 — 2002 und 2007 (p = 0,008) gezeigt werden.

3.1.2 in vitro-Testung

Bei einem ausgewihlten, molekulargenetisch resistenten Feldisolat (Patienten-ID
MOA) wurde die Chloroquin-Resistenz zuséitzlich in vitro getestet. Dieser Versuch
konnte leider bei keinem der sensitiven Isolate durchgefiihrt werden, da hier keine Pa-
rasitenkulturen eingefroren worden waren. Als Kontrollen wurden die Laborstdmme
NF54 (sensitiv) und Dd2 (resistent) verwendet.

Zu Versuchsbeginn am Tag 0 betrug die Parasitamie aller sechs Kulturen 0,5%
infizierte Erythrozyten. Am priméren Endpunkt Tag 3 waren die Parasitdmien bei
Dd2 auf 3,0% und bei Dd2 + 100nM CQ auf 2,1% angestiegen; bei NF54 auf 0,9%
angestiegen und bei NF5/ + 100nM CQ auf 0% gefallen; bei MOA auf 0,8% und
bei MOA + 100nM CQ auf 1,2% gestiegen.

Das Feldisolat MOA ist demnach sowohl molekulargenetisch als auch dem Ver-

halten in vitro nach Chloroquin-resistent.
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3.2 Charakterisierung des pfcrt-Gens

Zur ndheren Beleuchtung des genetischen Hintergrundes der neu aufgetretenen sen-
sitiven Stdmme wurde genutzt, dass im pfert-Gen weitere Punktmutationen auftre-
ten konnen, die mit dem resistenten Genotyp assoziiert sind (siehe auch Abschnitt
1.2.3.2). Im Falle, dass die sensitiven Isolate aus ehemals resistenten Stammen durch
einfache Riickmutation an Position 76 zur Wildtypvariante entstanden seien, wiirde
man erwarten, die Resistenz-assoziierten Mutationen noch aufzufinden. Verfiigten
die sensitiven Isolate jedoch iiber das urspriingliche pfert-Allel, so miissten die
Resistenz-assoziierten Mutationen fehlen. Das Vorliegen der Resistenz-assoziierten
Mutationen A220S, Q271E, N326S, I356T und R3711 wurde in allen sensitiven sowie
zuféllig ausgewéhlten resistenten Isolaten aus den Jahren 2005 — 07 mittels einem
dem Nachweis der K76T-Mutation analogen Verfahren untersucht. Zur Verifikation
durchgefiihrte stichprobenartige Sequenzierungen bestétigten die erhaltenen Ergeb-
nisse. Zusétzlich wurden die Mutationen M741 und N75E direkt per Sequenzierung

nachgewiesen.

Resistente Isolate Die Mutationen M741 und N75E wurden — auf Grund der
Néhe zur entscheidenden Mutation K76T — bei 48 Proben untersucht; alle 48 verfiig-
ten iiber das resistente Allel. Bei 18 Proben wurden zudem die iibrigen fiinf Resistenz-
assoziierten Mutationen bestimmt. An den Positionen 220, 271 sowie 371 lag bei allen
Proben das resistente Allel vor, wihrend an Position 326 bei allen das Wildtypallel
zu finden war. An Position 356 besaflen alle Proben das resistente Allel, zwei Proben
zeigten jedoch zusétzlich den Wildtyp.

Das dominante pfcrt-Allel der aktuellen resistenten Population in Lambaréné
war demnach: 74 E75T 765920 F256 N326 1556371 Anzumerken ist allerdings die mit 18

vollstdndig untersuchten Proben relativ geringe Probenanzahl.

Sensitive Isolate Die sensitiven Monoinfektionen SP15, SP21 und TDU28 zeig-
ten keine der Resistenz-assoziierten Mutationen, das sensitive pfert-Allel stellte
sich demnach folgendermaBen dar: M7y N75K 75A220Q256 V326356 R371. Bei der sen-
sitiv /resistenten Mischinfektion SP26 fanden sich an allen Positionen auer 326
sowohl das mutante als auch das Wildtypallel. Dies war im Verdau wie auch im
Sequenzchromatogramm feststellbar, wo an entsprechender Stelle die Peaks beider
Varianten klar abgrenzbar waren (sieche Abbildungen 3.2 und 3.3). An Position 326
lag nur das Wildtypallel vor. Eine Ubersicht der pfert-Allele der sensitiven Proben
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bietet Tabelle 3.2.

74 | 75 | 76 | 220 | 271 | 326 | 356 | 371
Dd2 (CQR) | I | E | T | S | B | S| T/I1
Wildtyp (CQS) | M | N | K | A | Q | N | I | R
TDU28 M| N | K | A | Q| N| IR
SP15 M| N|K|A| Q| N]|]TI]|R
SP21 M| N|K|A| Q| N|]TI]|R
SP26 M/I | N/E | K/T | A/S|Q/E| N |I/T | R/I

Tabelle 3.2: Resistenz-assoziierte Mutationen in den sensitiven Proben.

Angegeben sind die vorliegenden Aminoséduren an den polymorphen Positionen (74 — 371) innerhalb
des pfert-Gens fiir die sensitiven Isolate; zudem wird als Vergleich die entsprechende Aminoséure-
sequenz des Chloroquin-sensitiven (CQS) Wildtyps sowie des Chloroquin-resistenten (CQR) Stam-
mes Dd2 aufgefiihrt.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die neuaufgetretenen sensitiven Monoin-
fektionen alle das vollstandige Wildtypallel des pfcrt-Gens besalen. Fiir den sensiti-
ven Stamm in der Mischinfektion SP26 lag dieser Schluss ebenfalls nahe. Abbildung

3.4 zeigt einen Ausschnitt der alignierten pfert-Allele aller sensitiven Isolate.

QCR [ Dd2 TAATTGAAACAATTTTTGCT
TDU28 TAATGAATAAAATTTTTGCT
SP15 TAATGAATAAAATTTTTGCT
SP21 TAATGAATAAAATTTTTGCT

SP26 TAATGAATAAAATTTTTGCT
74 75 76

CQs

Abbildung 3.4: Alignment der pfert-Loci der sensitiven Isolate.

Gezeigt wird ein 20 bp Ausschnitt der pfert-Sequenz des Chloroquin-resistenten (CQR) Referenz-
stammes Dd2 sowie der Chloroquin-sensitiven (CQS) Isolate TDU28, SP15, SP21, SP26; deutlich
sind die Unterschiede an den vier Punktmutationen entsprechend den Aminosédurepositionen 74,
75 und 76.

Vergleich sensitive und resistente Isolate Bei ausschliefllicher Betrachtung
der Monoinfektionen (in Bezug auf das pfert-Allel) zeigte sich, dass sich resistente
und sensitive Stimme an allen untersuchten polymorphen Positionen innerhalb des
pfert-Gens unterschieden mit Ausnahme von Position 326, an der in sensitiven wie
resistenten Proben die Wildtypform vorlag. Tabelle 3.3 zeigt das pfcrt-Allel resis-

tenter und sensitiver Stdmme im Vergleich.
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| 74 | 75 | 76 | 220 | 271 | 326 | 356 | 371
CQS(n=3 |M|N|[K| A | Q| N|TI]|R
CQR(n=16)| I |E|T| S | E | N | T | I

Tabelle 3.3: Vergleich des pfert-Allels in sensitiven und resistenten Stadmmen.
Angegeben sind die vorliegenden Aminoséduren an den Positionen der Resistenz-assozierten Mu-
tationen (74 — 371) sowie an Position 76 in Chloroquin-sensitiven (CQS) und -resistenten (CQR)
Stdmmen. Gesicherte Mischinfektionen wurden ausgeschlossen, n gibt die Probenanzahl an.

3.3 Charakterisierung des msp2-Lokus

Zur weiteren Aufklarung des genetischen Hintergrundes der neu aufgetretenen sen-
sitiven Parasiten wurden der hochpolymorphe Marker merozoite surface protein 2
(msp2) (zentrale Region) sowohl in den sensitiven Isolaten als auch in der aktuellen
resistenten Population in Lambaréné untersucht.

156 Proben aus den Jahren 2005 — 07 wurden auf das vorliegende Allel (3D7
oder FC27) untersucht; bei Unterkohorten wurde der Lokus zudem durch Restrik-

tionsverdau oder Sequenzierung weitergehend analysiert.

3.3.1 Darstellung des 3D7- und FC27-Allels

Alle Proben der Ferroquin-Toleranz-Studie, der IPTi-Studie sowie 30 Proben des SP-
Wirksamkeitsstudie wurden per PCR auf das vorliegende Allel (3D7 oder FC27) des
msp2-Lokus untersucht; fiir 18 Proben der Antigen-Diversitits-Studie lagen diese
Daten bereits vor.

Von den insgesamt 156 untersuchten Proben waren 106 (68%) PCR-positiv.
Hiervon zeigten 43 (41%) das 3D7-, 88 (83%) das FC27-Allel, wobei in 25 (24%)
Proben beide Allele vorlagen. Aufgetrennt nach Jahren betrug das Allelverhéltnis
FC27/3D7 im Jahre 2005 15,5, 2006 1,9 und 2007 1,1. Es kam demnach {iber die
Jahre zu einer relativen Zunahme des 3D7-Allels, wobei absolut stets das FC27-Allel
eine hohere Privalenz hatte.

Unter den sensitiven Isolaten zeigte SP21 das 3D7-Allel, SP15 und TDU 28 das
FC27-Allel; die sensitiv/resistente Mischinfektion SP26 verfiigte iiber beide Allele.

3.3.2 Restriktionsverdau

Zur genaueren Darstellung der vorliegenden Allele wurde ein Restriktionsverdau von
43 FC27-positiven Proben aus Ferroquin-Toleranz- und Antigen-Diversitéits-Studie
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass in jedem Verdau (Alul, Ddel, Hinfl, Rsal) ein
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bestimmtes Schnittmuster vorherrschend war, einzelne Proben unterschieden sich
demnach vor allem durch die genauen Léngen der Fragmente. Da diese auf Grund
von Laufgeschwindigkeitsunregelméfigkeiten bei SYBR Green-Férbung nicht exakt

zu erfassen waren, verlielen wir diese Methode zu Gunsten der Sequenzierung.

3.3.3 Sequenzanalyse

Aufgrund der vergleichsweise ungenauen Auflésung eines Restriktionsverdaus wur-
den die msp2-Loci des Weiteren per Sequenzierung dargestellt. Sequenziert wurden
alle msp2-PCR-positiven Proben der IPTi- und der SP-Wirksamkeitsstudie, sowie
neun Proben (inklusive des sensitiven Isolats TDU28) aus der Ferroquin-Toleranz-
Studie. Von zwei Proben der Antigen-Diversitéits-Studie lagen bereits msp2-Sequen-
zen vor, welche in die Auswertung eingeschlossen wurden.

Gewertet wurde stets nur die im Chromatogramm dominante Sequenz. In einem
Fall konnten bereits auf dem Gel zwei Banden abgegrenzt werden; hier wurden beide
Banden getrennt sequenziert und in die Auswertung aufgenommen. Die Analyse
erfolgte — im Gegensatz zu den anderen in dieser Arbeit dargestellten Sequenzen — in
der Aminosiuresequenz, dem fiir den msp2-Lokus in der Literatur vorherrschenden
Modus, was den anschliefenden Vergleich mit anderen Arbeiten erleichterte.

Bei der Beurteilung zweier Sequenzen als allelgleich bzw. -ungleich wurde eine
nicht lesbare Base (dieses Problem tritt bei der Sequenzierung gelegentlich auf und
ist in der Nukleinsduresequenz als N bzw. in der Aminosiauresequenz als X gekenn-
zeichnet) nicht als Unterschied gewertet. Da dies hauptséchlich die diversere Gruppe
der 3D7-Allele betraf, handelt es sich hierbei um einen konservativen Ansatz. Fiir die
Gegentiberstellung der in beiden Allelgruppen gefundenen Fragmentléingen wurden

ausschliellich Allele mit vollstdndig erhaltenen Primersequenzen eingeschlossen.

Erfolg der Sequenzierung Alle 40 FC27-positiven Proben konnten sicher und
mit qualitativ iiberzeugendem Ergebnis sequenziert werden. Hingegen mussten von
den 34 3D7-positiven Proben 4 (12%) ausgeschlossen werden, da sich in diesen Pro-
ben zwei oder mehr Sequenzen so stark iiberlagerten, dass eine sichere Auswertung

der dominanten Sequenz nicht moglich war.

Charakterisierung der FC27-Allele Die Alignierung der FC27-Sequenzen zeig-
te einen einheitlichen, streng modularen Sequenzaufbau bestehend aus fiinf verschie-
denen Modulen (siehe Tabelle 3.4). Allele unterschieden sich in der Anzahl Wieder-
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holungen eines Moduls sowie in Aminosdurepolymorphismen.

Modul | Linge [AS] | Anzahl (x) | Sequenz
1 16 1 ANEGSNTN*V*A*APx
2 32 1 oder 3 AxTxA*xx*x(*xSTNSASTSTTNNGESQTT*P*A
3 7 1 ADTPTAT
4 12 0-5 *SNS*S*kPITTT
5 34 1 ESSSSGNAPNKTDGKGEESEKONELNESTEEGPK

Tabelle 3.4: Modulaufbau der FC27-Allele.

Angegeben ist die Lénge des jeweiligen Moduls in Aminosiduren (AS), die mogliche Anzahl Wie-
derholungen des Moduls in den untersuchten Proben sowie die Sequenz des Moduls; * zeigt einen
Aminosdurepolymorphismus an dieser Position an; die Nummerierung 1 — 5 der Module bezieht
sich auf ihre Abfolge in 5-’3’-Richtung.

Die Reihenfolge 1 — 5 der Module blieb stets erhalten. Module lagen jeweils
vollsténdig vor mit Ausnahme einer Sequenz (SP26), die eine Deletion von 4 Ami-
noséuren Lénge in Modul 2 (Position 27 — 30) aufwies. Bei ausschliefllicher Betrach-
tung der Sequenzliange (entsprechend der Anzahl Wiederholungen von Modul 2 und
4 sowie der moglichen Deletion in Modul 1) fielen die 40 FC27-Sequenzen in insge-
samt sieben verschiedene Gruppen (siehe Tabelle 3.5 sowie Abbildung 3.5). Die mit
28 Proben (70%) grofte Gruppe zeigte eine Linge von 137 Aminoséuren.

Gruppe | Modul 2 | Modul 4 | Liange [AS] | Isolate | Allele
1 1 2 113 2 1
2 1 3 125 2 2
3 1ger 4 133 1 1
4 1 4 137 28 15
5 1 5 149 4 1
6 3 0 153 1 1
7 3 1 165 2 1

Tabelle 3.5: Gruppen der FC27-Allele.

Angegeben sind die sieben verschiedenen Gruppen der FC27-Allele mit der jeweiligen Anzahl
Wiederholungen von Modul 2 und 4, der Linge in Aminoséduren (AS), der Anzahl Isolate sowie
der Anzahl sequenzverschiedener Allele pro Gruppe. 4 zeigt eine Deletion in diesem Modul an.

Zusétzlich zu den Unterschieden in der Anzahl Wiederholungen der Module 2 und
4 fanden sich in den verschiedenen Allelen Polymorphismen einzelner Aminosauren.
Diese traten nur an wenigen bestimmten Positionen auf (Tabelle 3.6).

Bei Alleldifferenzierung nach Aminoséuresequenz fanden sich 22 distinkte Allele
in 40 untersuchten Proben, entsprechend einer Diversitdt von H, = 0,96. Wurden

Allele nur nach Fragmentldnge unterschieden, halbierte sich die Diversitat auf 0,43.
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1 [ H2Hs Ha H4

n[ 1 H 2 HsHaHa

m[ 1 H 2 BH3Ha4Ha

v [ 1 H2HsHaHa4

v i1+ H T2 HsHaHa

vi [ HEH T - HE
vi[ 1 HE2H T HI T s H e HilE

Abbildung 3.5: Modularer Aufbau der FC27-Allele.

Gezeigt werden die sieben verschiedenen Gruppen der FC27-Allele. Romische Ziffern geben die
Gruppen-, arabische Ziffern die Modulnummer an; der schwarze Balken in Modul 2, Gruppe III
symbolisiert eine Deletion.

Anzahl
Modul | Linge [AS] | Polymorphismen | Positionen
1 16 4 9,11, 13, 16
2 32 8 2,4,6,7,8, 10, 29, 31
3 7 0 —
4 12 3 1,4,6
59 34 0 —

Tabelle 3.6: Aminosaure-Polymorphismen in den FC27-Allelen.
Angegeben sind Linge in Aminosduren, Anzahl sowie Positionen der Polymorphismen in den Mo-
dulen 1 — 5.

Charakterisierung der 3D7-Allele Im Gegensatz zu den FC27-Allelen waren
die 3D7-Allele nur unter Inkaufnahme zahlreicher mismatches zu alignieren. Es fand
sich kein einheitlicher modularer Aufbau, lediglich die Regionen der Primeransatz-
stellen waren relativ konserviert. Diversitit wurde vor allem in einer Repeatregion
generiert, in der sich verschiedene Motive von wenigen Basenpaaren Lénge wieder-
holten. Diese Motive waren von Allel zu Allel unterschiedlich, auffiel ihr Reichtum
an den Aminosduren Glycin, Serin und Alanin.

Die Population der 3D7-Allele erwies sich als sehr divers. Unter den 30 sequen-
zierten Proben traten 26 verschiedene Allele auf, entsprechend einer Diversitdt von
0,98. Bei Alleldefinition iiber die Fragmentlange blieb die Diversitét bei 0,98.

Vergleich beider Allelklassen Bereits beschrieben wurde der unterschiedliche
Sequenzaufbau beider Allelklassen. Ein direkter Vergleich der jeweiligen Diversitét
erfolgte iiber die Allelauswertung nach Aminosduresequenz sowie iiber die Frag-
mentlédngenvarianz (siche Tabelle 3.7 sowie Abbildungen 3.6 und 3.7).

Bei Alleldefintion nach Sequenz zeigten beide Allelklassen eine dhnlich hohe Di-
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Diversitat nach Sequenz | Diversitit nach Linge

Proben ‘ Allele ‘ H, Proben ‘ Allele ‘ H,
3D7 30 26 0,98 18 15 0,98
FC27 40 22 0,96 33 6 0,43

Tabelle 3.7: Vergleich der Diversitiat der 3D7- und FC27-Allele.

Angegeben sind fiir den Diversititsvergleich bei Alleldefinition nach Aminosiuresequenz sowie nach
Fragmentlénge jeweils die Anzahl Proben, die Anzahl Allele sowie die iiber den H.-Wert berechnete
Diversitét innerhalb von 8D7- und FC27-Klasse. Die Probenanzahl beim Diversitéisvergleich nach
Lénge ist etwas geringer, da hier nur Proben mit vollstéindig vorliegender forward und reverse
Primersequenz gewertet wurden.

versitdt mit H.-Werten von 0,98 (3D7) bzw. 0,96 (FC27). Jedoch fiel auf, dass in
der 8D7-Gruppe 80% der Proben ein einmalig vorkommendes Allel hatten, wihrend
dies in der FC27-Gruppe nur fiir 33% der Proben der Fall war.

Im Vergleich der Fragmentlingen war die 3D7-Klasse (H, = 0,98) mehr als dop-
pelt so divers wie die FC27-Klasse (H, = 0,43) (FC27). Abbildung 3.6 und 3.7
machen deutlich, dass in der Gruppe der 3D7-Allele viele Fragmentléangen in niedri-
ger Frequenz vorlagen, wiahrend sich die FC27-Allele auf wenige Léangen verteilten,

wobei der GroBteil der Allele die gleiche Lange von 137 Aminoséuren aufwief.

30%
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Abbildung 3.6: Verteilung der Fragmentliangen der 3D7-Allele.

Gezeigt werden die Prévalenzen der verschiedenen Allele (definiert iiber die Léinge in Aminoséuren)
innerhalb der 3D7-Allelklasse. Die Prozentangaben differieren etwas von vorigem Abschnitt, da hier
nur Proben mit vollstdndig vorliegender forward und reverse Primersequenz gewertet wurden.

Analyse und Einordnung der sensitiven Isolate Die Sequenzierung der msp2-
Loci der sensitiven Isolate sollte in erster Linie dazu dienen, diese mit den lokal vor-

herrschenden Allelen in der resistenten Population zu vergleichen. Es sollte geklart
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Abbildung 3.7: Verteilung der Fragmentlangen der FC27-Allele

Gezeigt werden die Prévalenzen der verschiedenen Allele (definiert iiber die Lénge in Aminoséuren)
innerhalb der FC27-Allelklasse. Die Prozentangaben differieren etwas von vorigem Abschnitt, da
hier nur Proben mit vollstindig vorliegender forward und reverse Primersequenz gewertet wur-
den; aus diesem Grunde ist auch das Allel der Lénge 153 Aminoséduren in dieser Abbildung nicht
vertreten.

werden, ob sich identische Sequenzen in der resistenten Population fanden, sowie ob
die sensitiven Allele zu einer lokal dominanten Gruppe gehorten. Im Folgenden wird

einzeln auf die msp2-Sequenz(en) jedes sensitiven Isolates eingegangen.

SP15 zeigte ein FC27-Allel, das identisch zu drei Sequenzen der aktuellen resis-
tenten Population.Zudem gehorte es zu der lokal dominanten Gruppe (siehe
Tabelle 3.5, Gruppe 4), welche 70% aller FC27-Sequenzen umfasste.

SP21 zeigte ein 3D7-Allel, das sich in keiner anderen Probe fand. Allerdings ist

anzumerken, dass allgemein der Grofiteil der 3D7-Allele als Unikate vorlag.

SP26 zeigte sowohl ein FC27- als auch ein 3D7-Allel, welche beide einmalig waren.
Das FC27-Allel zeigte als einzige Sequenz eine Deletion von 4 Aminoséduren in
Modul 2 und war damit alleiniges Mitglied seiner Gruppe (siehe Tabelle 3.5,
Gruppe 3).

TDU28 zeigte ein FC27-Allel, welches identisch zu einer weiteren Sequenz war.
Diese beiden Sequenzen bildeten eine eigene Gruppe (siehe Tabelle 3.5, Gruppe
1), die mit 114 Aminoséduren das kleinste aller Allele darstellte.

Korrelation Restriktionsverdau und Sequenzierung Nach der Sequenzie-

rung wurden fiir alle FC27-Proben Schnittkarten mit den zuvor im Restriktionsver-
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dau verwendeten Endonukleasen erstellt. Es zeigte sich, dass die Schnittstellen der
Enzyme Alul, Hinfl und Rsal alle an hochkonservierten Positionen in Modul 2, Mo-
dul 5 sowie downstream von Modul 5 (fiir den Restriktionsverdau wurde ein etwas
groferes Fragment amplifiziert) lagen. Ddel schnitt lediglich eine der sequenzierten
Proben, die Schnittstelle lag upstream von Modul 1 (siehe Abbildung 3.8).

Dde1 Alu1 Rsal Hinf1 Hinf1 Alu1 Rsa1

PR | e il

Abbildung 3.8: Schnittmuster der FC27-Allele.

Gezeigt ist das allgemeine Schnittmuster der FC27-Allele in Bezug auf die einzelnen Module.
Arabische Ziffern geben die Modulnummern an, die Schnittstellen in den einzelnen Modulen sind
mit jeweiliger Restriktionsendonuklease aufgefiihrt.

Da die Schnittstellen in den untersuchten Proben identisch waren (mit Ausnah-
me des Ddel-Verdaus), konnte eine Alleldifferenzierung mittels Restriktionsverdau
nur erfolgen, wenn sich die Allele in der Anzahl Wiederholungen von Modulen unter-
schieden. Da hier jedoch 70% der FC27-Proben die gleiche Modulzusammensetzung
zeigten, scheint zumindest in dieser Population ein Restriktionsverdau keine adaqua-

te Allelerfassung zu erméglichen.

Der msp2-Lokus als Marker fiir Diversitidt Die Alleldarstellung einer grofie-
ren Anzahl Proben erméglicht es;, den msp2-Lokus als Marker fiir Diversitét inner-
halb der untersuchten Population zu verwenden. In insgesamt 70 erhaltenen Sequen-
zen konnten wir 48 verschiedene Allele (3D7 und FC27) differenzieren, wobei inter-
essanterweise die Allelzahl fiir die Analyse der Aminosédure- und der Nukleinsédure-
sequenz identisch war. Der H.-Wert betrug 0,98 mit einem 95%-Konfidenzintervall
von [0,976; 0,992] und war signifikant hoher (p < 0,0001) als der H.-Wert neutraler
Marker afrikanischer P. falciparum-Stamme (0,8). Bei Allelunterscheidung nur un-
ter Bewertung der Fragmentlange erhielten wir 21 verschiedene Allele in 51 Proben
(die geringere Probenanzahl beruht darauf, dass hier nur Proben mit vollsténdiger
forward und reverse Primersequenz gewertet wurden) entsprechend einem H,.-Wert
von 0,76.

3.4 Analyse der Haplotypen

Wie beschrieben unter Abschnitt 2.7 wird in dieser Arbeit der Ausdruck ,,Haplotyp“

fiir die genetische Zusammensetzung des Chromosomenstiickes um das pfert-Gen
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verwendet. Aufgrund des in Abschnitt 1.2.3.4 erlauterten selective sweeps wird da-
von ausgegangen, dass alle resistenten Isolate aus Afrika und Siidostasien weitgehend
den gleichen Haplotypen haben. Als Referenz fiir die untersuchten resistenten Para-
siten aus Lambaréné wurde daher der resistente siidostasiatische Laborstamm FCRS3
verwendet. Im Gegensatz hierzu zeigen sensitive Stamme sehr diverse Haplotypen.

Durch die Analyse der Haplotypen sollten vor allem drei Punkte gekléart werden:
Erstens, der Ahnlichkeitsgrad zwischen den sensitiven Haplotypen und denen der
resistenten Population zwecks moglicher Riickschliisse auf die Herkunft der sensiti-
ven Isolate; zweitens, der Grad der Diversitdat bzw. Konservierung in der momenta-
nen resistenten Population und die Frage nach der Existenz eines lokal dominanten
Haplotypen; drittens die Entwicklung von Diversitiat bzw. Konservierung innerhalb
der resistenten Population iiber die Jahre, insbesondere vor und nach der Anderung
der nationalen Therapieleitlinien 2003.

Wir definierten den Haplotypen (Grofle 107 kb) iber die Kombination der sechs
Mikrosatelliten PE14D (Entfernung zum pfert-Gen: -45kb), B5M77 (-18kb), 3E7
(-11kb), 9B12 (4+2kb), 7A11 (+21kb), PE14F (+57kb) sowie der Position 76 des
pfert-Gens (76K oder 76T) (siehe Abbildung 3.9).

kb -45 -18 -11 0 +2 +21 +57

Telomer PE14D B5M77 3E7 pfert | 9B12 T7A1ll PE14F Zentromer

CQR | FCR3 8/10 | 11 [ 12/7/12 | 76T 13 [ 8 [ 11

cos o7 T —————

Abbildung 3.9: Haplotypen der Stamme FCR3 und 3D7.

Gezeigt sind die sechs den Haplotyp definierenden Mikrosatelliten PE1/D, B5M77, 3E7, 9B12,
7A11 und PE1F sowie die Resistenzmutation pfert K76T. Unterhalb der Abbildung des Chro-
mosoms ist die entsprechende Sequenz in den Laborstdammen FCRS3 (resistent) und 3D7 (sensitiv)
symbolisiert inkl. Angabe der Repeatzahl an den jeweiligen Mikrosatelliten.

Die Haplotyp-definierenden Mikrosatelliten wurden in 47 bzw. 48 Proben aus
den Jahren 1995/96 (1/95C-Studie) und 2002 (Fall-Kontroll-Studie 2002) unter-
sucht. Zur Darstellung der aktuellen resistenten Population wurden 76 Proben aus
den Jahren 2005 — 07 verwendet, die sich wie folgt aus den verschiedenen Studien
rekrutierten: 12 Proben aus der Ferroquin-Toleranz-Studie, 22 aus der IPTi-Studie,
15 aus der Antigen-Diversitiats-Studie und 27 aus der SP-Wirksamkeitsstudie. Die
grofle Zahl an aktuellen Proben war nétig, da auf Grund der geringeren Konzentra-
tion an Plasmodien-DNA von einem Teil der Proben keine vollstandigen Haplotypen

bestimmt werden konnten. In die Analyse der einzelnen Mikrosatelliten wurden je-
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weils alle fiir diesen Mikrosatelliten positiven Proben einbezogen, wahrend fiir die
Haplotypenanalyse nur Proben, die auf allen Mikrosatelliten positiv waren, ver-
wendet wurden. Des Weiteren wurden die Haplotypen aller vier sensitiven Isolate
dargestellt. Bei einem Grofiteil der aktuellen Proben sowie allen sensitiven Isolaten
wurde zudem der Mikrosatellit B5M/7 (-0kb) untersucht, um den Grad an Konser-
vierung in unmittelbarer Nachbarschaft der Resistenzmutation K76T zu ermitteln.
Dieser Marker wurde jedoch nicht zur Definition des Haplotypen verwendet.

Die Mikrosatellitenallele wurden durch PCR-Amplifikation des Markers und an-
schlieBende Sequenzierung ermittelt. Ein Allel wurde hierbei iiber die Repeatlinge
des Mikrosatelliten definiert (sieche Abbildung 3.10).

QCR [ FCR3 GGATATATATATATATATATATATATA-——————- TTTT
TDU28 GGATATATATATATATATATATA-———————-——~ TTTT
CQS [ SP15 GGATATATATATATATATATATA-—----——--—- TTTT
SP21 GGATATATATATATATATATATATATATATATA--TTTT
CQR [ SP20 GGATATATATATATATATATATATATA-——————- TTTT
SP23 GGATATATATATATATATATATATATA-——————- TTTT

Abbildung 3.10: Beispiel fiir Mikrosatellitenanalyse.

Gezeigt wird ein Alignment des ersten Repeats des Mikrosatelliten 3E7, von oben nach unten:
Allele von FCRS3 (resistent (CQR)), drei sensitiven (CQS) Isolaten, zwei resistenten Isolaten. Die
Allele sind durch unterschiedliche Repeatlingen charakterisiert.

3.4.1 Rohdaten

Im Folgenden wird eine Ubersicht iiber die untersuchten Proben gegeben. Als Refe-
renz ist jeweils der resistente Laborstamm FCRS3 aufgefithrt. Angegeben werden die
Repeatmotive der Mikrosatelliten, darunter die Repeatanzahl in den untersuchten

Proben. — bedeutet unerfolgreiche Sequenzierung bzw. unsaubere Sequenz.
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PE14D B5M77 SE7 9B12 | 7A11 | PE14F
Repeat | (TAC),(TAA), | (TA), | (TA);(T)m(TA), | (TA), | (TTATA), | (TAA),
FCR3 8/ 10 11 12/7/12 13 8 11
M1 8/ 10 11 12/7/12 13 8 15
M2 8/ 10 11 12/7/12 13 8 15
M4 8/ 10 14 — 14 5 11
M8 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 —
M30 9/ 15 11 12/7/12 13 8 9
M36 8/ 10 11 12/7/12 13 8 11
M37 7/15 14 — 14 8 11
M43 8/ 10 — 12 /7/12 13 8 —
M48 8/ 14 14 — 14 5 10
M56 — 11 12 /7/12 13 4 11
M59 8/ 10 11 12/7/12 13 8 15
M64 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 11
M65 11 /11 11 12 /7/12 13 8 11
M67 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 11
M72 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 15
M77 8/ 10 11 12/7/12 13 8 11
MS80 10 / 10 11 12 /7/12 13 8 10
M83 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 15
M94 — 11 12 /7/12 13 8 15
M96 7/ 16 11 12 /7/12 13 8 11
S21 9/ 14 14 12/7/12 13 8 11
S23 8/ 10 11 12/7/12 15 4 10
S25 8/ 10 11 12 /7/12 13 2% 9
S28 8/ 10 11 14 /9 /10 13 8 15
S35 8/ 10 10 19 /5 /10 14 5 11
S37 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 12
S44 8/ 10 11 12/7/12 13 8 11
S45 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 15
S50 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 15
S52 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 15
S54 10 / 10 11 12 /7/12 13 5 11
S55 11/ 11 11 12 /7/12 13 8 15
S59 8/ 10 11 12/7/12 13 8 11
S60 8/ 10 11 12/7/12 13 8 11
S62 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 15
S65 9/ 15 11 12 /7/12 13 8 15
S67 8/ 10 11 12/7/12 15 8 15
S71 8/ 10 11 12/7/12 13 8 11
S75 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 15
S78 8/ 10 11 12 /7/12 13 7 11
S79 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 15
S80 9/11 11 12 /7/12 13 8 15
S84 — 11 12/7/12 13 8 15
S86 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 15
S90 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 15
S95 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 15
S96 — 11 12 /7/12 13 8 11

Tabelle 3.8: Mikrosatellitendaten der resistenten Isolate aus der 1/95C-Studie.

* Austausch eines Nukleotids in einem Repeatmotiv.
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PE14D B5M77 3E7 9B12 7A11 PE14F
Repeat | (TAC),(TAA), (TA), (TA);(T)m(TA), | (TA), | (TTATA), | (TAA),
FCR3 8 /10 11 12/7/12 13 8 11
N1 12 /14 11 12/7/12 13 8 15
N2 8/ 10 11 12/7/12 13 8 9
N3 8 /10 11 12/7/12 13 7 11
N4 8/ 10 11 12/7/12 13 8 15
N5 8 /12 11 12/7/12 13 8 15
N7 9/15 11 12/7/12 13 2% 15
N8 10 / 11 11 12/7/12 13 8 15
N10 8 /10 11 12/7/12 13 8 15
N12 8/ 10 11 12/7/12 13 8 11
N13 8/ 10 11 12/7/12 14 5 11
N14 8/ 10 11 12/7/12 13 8 15
N15 4 /15 11 12/7/12 13 8 15
N17 8 /10 11 12/7/12 13 8 15
N18 8 /10 11 12/7/12 13 8 15
N19 8/ 10 11 12/7/12 14 5 11
N20 9/15 11 12/7/12 13 4 10
N21 8/ 10 11 12/7/12 13 8 14
N22 — 11 12/7/12 13 9 15
N23 10 / 12 11 12/7/12 13 8 7
N24 8/ 10 11 12/7/12 13 8 15
N25 8/10 11 12/7/12 13 8 11
N26 8/13 13 12/7/12 13 8 11
N27 8 /10 11 12/7/12 13 8 8
N28 10 /15 11 12/7/12 13 8 15
N29 8/ 10 11 12/7/12 13 9 11
N30 10 /13 11 12/7/12 13 8 11
N33 — 11 12/7/12 13 5 11
N34 8/ 10 11 12/7/12 13 8 10
N35 8 /10 11 12/7/12 — 5 11
N36 8 /10 11 12/7/12 13 8 14
N37 8/ 10 11 12/7/12 13 8 15
N39 8/9 11 12/7/12 13 8 15
N40 8/ 10 11 12/7/12 13 8 15
N43 8 /10 11 12/7/12 13 8 11
N44 8 /17 11 12/7/12 14 7 11
N48 6/ 14 11 12/7/12 13 8 15
N49 8/10 11 12/7/12 13 4 10
N50 8/ 10 11 12/7/12 13 8 9
N51 8 /10 11 12/7/12 13 8 15
N52 8 /10 11 12/7/12 14 8 15
N53 9 /15 8 17 /5 / 10% 13 8 10
N54 8/ 10 11 12/7/12 14 5 11
N55 8/10 11 12/7/12 13 4 11
N56 12 /12 17 12/7/12 13 8 11
N59 8 /10 11 12/7/12 13 8 11
N60 8 /10 11 12/7/12 15 4 11
N61 8/ 10 11 12/7/12 15 4 11
N63 8/ 10 11 12/7/12 13 8 15

Tabelle 3.9: Mikrosatellitendaten der resistenten Isolate aus der 2002-Studie.

* Austausch eines Nukleotids in einem Repeatmotiv.
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PE14D B5M77 3E7 9B12 7A11 PE1,F
Repeat (TAC)m(TAA), | (TA), (TA) (T)m(TA)n | (TA)n | (TTATA), | (TAA),
FCR3 8 /10 11 12/7/12 13 8 11
FED4 8 /10 11 12/7/12 14 5 11
FED11 9/11 11 12/7/12 13 8 15
FED12 8 /10 11 12/7/12 13 9 15
FED15 9 /12 — 12/7/12 13 8 10
TDR20 8 /10 11 12/7/12 13 7 9
TDR24 8 /10 11 12/7/12 13 9 15
TDU2 — 11 12/7/12 13 9 15
TDU4 11 /12 11 — 13* 8 —
TDUS 10 /13 11 12/7/12 13 8 15
TDU22 11/ 12 10 13 /5 /10 13 4 9
TDU25 — 11 12/7/12 13 8 11
TDU37 8 /10 11 12/7/12 13 8 8

Tabelle 3.10: Mikrosatellitendaten der resistenten Isolate aus der Ferroquin-

Toleranz-Studie.
* Austausch eines Nukleotids in einem Repeatmotiv.

PE14D B5M77 SE7 9B12 TA11 PE14F
Repeat | (TAC),(TAA), | (TA), | (TA)(T)m(TA), | (TA), | (TTATA), | (TAA),
FCR3 8/ 10 11 12/7/12 13 8 11
EBA 1 8/ 10 11 12/7/12 — 8 —
EBA 2 8/ 10 11 12 /7/12 — 5 14
EOF 8/ 10 11 12 /7 /12 — — —
EJN 8/ 10 11 12 /7/12 14 8 11
MAF 11/ 12 11 12 /7/12 — — 8
MLP 1 — 11 12 /7/12 13 8 6
MLP 2 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 11
MMP 8/ 10 11 12 /712 13 8 15
MMY 8/ 10 — — — — 10
MOA 10 / 13 14% 9/5/13 13 8 13
MOL 8/ 10 11 9/7/9 13 8 15
NGA 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 11
NGD 8/ 10 11 127/ 12 — 8 15
NYA 8/ 10 11 — — 8 11
PGA — 11 12 /7/12 — 4 10

Tabelle 3.11: Mikrosatellitendaten der resistenten Isolate aus der Antigen-

Diversitéts-Studie.
* Austausch eines Nukleotids in einem Repeatmotiv.
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PE14D B5M77 3E7 9B12 7A11 PE14F

Repeat (TAC),,(TAA), (TA)n (TA)(T)m(TA), | (TA), | (TTATA), | (TAA),
FCR3 8 /10 11 12/7/12 13 8 11
L1547 a2d0 8/10 11 12/7/12 14 — 11
L1568 ald2 8 /10 — — — 8 15
L1725 ald0 7/ 14 11 12/7/12 13 8 15
L1882 ald0 8/10 11 12/7/12 13 8 7
L1884 aldo 8 /10 11 12/7/12 — 8 11
L1928 aldo 8 /10 11 12/7/12 14 5 15
L2010 a4do 8 /10 11 12/7/12 13 9 11
L2021 a2d0 8 /10 11 12/7/12 13 8 11
L2168 ald0 8 /11 11 12 /712 13 8 11
L2200 a2d0 8 /10 11 12/7/12 13 8 15
L2302 aldo 10 / 12 11 12/7/12 13 8 15
L2302 a2d2 8 /10 16 16 /5 /15 13 9 7
L2332 a2d0 9/9 11 12/7/12 13 8 10
L2332 a3do 8 /10 11 12 /712 14 5 11
L2332 a4d0 9/17 11 12 /712 13 8 11
L2334 a2d0 8 /10 11 12/7/12 13 8 11
L2368 ald2 8 /10 11 — — 9 9
L2374 aldo0 8 /10 — — — 8 —
L2382 a2d2 8 /10 — — — — —
L2382 a3d0 9/11 11 12/7/12 — 8 10
L2382 a4d0 — 11 12/7/12 13 8 15
L2202 a4d0 — 11 12/7/12 13 5 10

Tabelle 3.12: Mikrosatellitendaten der resistenten Isolate aus der IPTi-Studie.
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PE1/D B5M77 SE7 9B12 | 7A11 | PE1jF

Repeat | (TAC),(TAA), | (TA), | (TA)(T)m(TA), | (TA), | (TTATA), | (TAA),
FCR3 8/ 10 11 12/7/12 13 8 11
SP1 8 /10 11 12/7/12 — 5 9
SP2 10 / 15 11 12 /7/12 13 7 15
SP3 8 / 10 11 12 / 7 / 12 13 5 11
SP4 8/ 10 11 12/7/12 13 8 11
SP5 6/ 12 11 14 /5 /12 13 5 10
SP6 10 /15 11 12 /7/12 13 7 10
SP7 8/ 10 11 12 /7 /12 13 8 8
SP8 8 / 10 11 12 / 7 / 12 13 5 11
SP9 8 / 10 11 12 / 7 / 12 13 8 15
SP10 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 15
SP11 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 11
SP12 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 15
SP13 — 11 — 13 5 15
SP14 8/ 10 11 9/7/9 13 8 15
SP16 8/ 10 11 12/7/12 13 8 15
SP17 6/ 12 11 12 /7/12 13 8 7
SP18 8/ 10 11 12 /7/12 14 5 11
SP19 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 15
SP20 8/ 10 11 12 /7 /12 13 8 15
SP22 8 /10 11 — 13 9 11
SP23 12 /12 11 12 /7/12 13 8 10
SP24 12 /12 11 12 /7/12 13 8 —
SP25 8/ 10 11 12 /7/12 13 8 11
SP27 8 / 10 11 — 13 8 —
SP28 8 / 10 11 12 / 7 / 12 13 9 11
SP29 12 /13 11 12/7/12 13 6 10
SP15T 8 /10 11 12/7/12 13 8 15

Tabelle 3.13: Mikrosatellitendaten  der  resistenten  Isolate der  SP-

Wirksamkeitsstudie.

PE14D B5M77 3E7 9B12 7A11 PE14F

Repeat | (TAC),(TAA), | (TA), | (TA)(T)m(TA), | (TA), | (TTATA), | (TAA),
FCR3 8/ 10 11 12/7/12 13 8 11
SP15 8/ 10 11 17 /5 /10 18 5 10
SP21 6/ 10 19 6/7/15 — 5 12
SP26 8 / 10 11 12 / 7 / 12 13 5 11
TDU28 8 / 16* 10 12 /5 /10 8 6 13

Tabelle 3.14: Mikrosatellitendaten der sensitiven Isolate.
* Austausch eines Nukleotids in einem Repeatmotiv.
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3.4.2 Analyse der aktuellen resistenten Population

Um einen Vergleichspunkt fiir die sensitiven Haplotypen zu haben, wurde zunéchst
die aktuelle lokale resistente Population an Hand von 76 Proben aus den Jahren
2005 — 07 dargestellt (siehe Tabellen 3.10—3.13). Das Allel bzw. der Haplotyp mit

der jeweils hochsten Pravalenz wird als ,,dominant® bezeichnet.

3.4.2.1 Auswertung der Mikrosatelliten

An den Mikrosatelliten PE14D, B5M77, 3E7, 9B12 und 7A11 lag das FCR3-Allel
dominant vor mit Pravalenzen zwischen 65 und 96%. Bei PE1/F dominierte ein
anderes Allel mit einer Privalenz von 35%, wobei das FCRS3-Allel mit 32% das
zweithdufigste Allel darstellte; in diesem Falle wurden beide Allele als konserviert
betrachtet. Die Diversitéit stieg mit zunehmendem Abstand zum pfert-Gen up- wie
downstream, die Konservierung, entsprechend der Préavalenz des dominanten Allels,
verhielt sich gegenteilig (Ausnahme B5M77). Des Weiteren war der Grad an Kon-
servierung upstream deutlich héher als in der Region downstream des pfert-Gens, die
Diversitéit war analog upstream geringer als downstream. Eine Synopsis von Diver-

sitdt und Konservierung der Haplotyp-definierenden Mikrosatelliten in den Jahren

2005 — 07 bietet Tabelle 3.15.

PFE1/D | B5M77 | S3E7 || 9B12 | 7TA11 | PE1/F
Abstand pfert [kb] -45 -18 -11 +2 +21 +57
Probenanzahl 69 71 66 61 71 69
Proben mit kons. Allel 49 68 60 55 46 46
Konservierung 1% 96% 91% 90% 65% 67%
Allelanzahl 14 4 6 2 6 9
Diversitit (H.) 0,49 0,08 0,17 0,18 0,55 0,76

Tabelle 3.15: Konservierung und Diversitédt in den Jahren 2005 — 07.

Angegeben sind Anzahl untersuchter Proben, Proben mit dem konservierten Allel, Anzahl verschie-
dener Allele sowie die daraus berechnete Konservierung und Diversitéit (als erwartete Heterozygotie
H,.) an den Haplotyp-definierenden Mikrosatelliten.

Statistische Auswertung Siehe Abschnitt 3.4.4.1, Seite 57.

Auswertung des erginzenden Mikrosatelliten B5M /7 Zur weiteren Erfas-
sung des Grades an Konservierung in unmittelbarer Umgebung des pfert-Lokus

wurde bei 54 Proben der aktuellen resistenten Population B5M/7, welcher nur etwa
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100 bp upstream der Resistenzmutation K76T liegt, sequenziert. Dieser Mikrosatellit

verfiigt iiber einen (T'A),-Repeat, bei FCRS liegen hier 16 Wiederholungen vor.
Von den untersuchten 54 resistenten Proben besaflen 51 das FCRS3-Allel. Zwei

Proben hatten ein Allel mit 12 Repeats, eine Probe zeigte ein Allel mit 17 Repeats.

Insgesamt ergab dies eine Konservierung von 94% und eine Diversitit von 0,11.

3.4.2.2 Auswertung der Haplotypen

Der Fokus lag auf der Frage nach der Existenz eines lokal dominanten Haplotypen
in der aktuellen resistenten Population. Wenn dem so sei, sollten mogliche Unter-
schiede zum FCRS3-Haplotyp aufgezeigt sowie die Privalenz dieses Haplotypen in
der Population ermittelt werden.

Es zeigte sich, dass ein Haplotyp dominant vorlag, der sich vom FCRS&-Haplo-
typen am Mikrosatelliten PE14F unterschied. An diesem Marker lag anstelle des
FCR3-Allels (11 Repeats) das lokal dominante Allel (15 Repeats) vor. Insgesamt
fand sich der lokal dominante Haplotyp in 9 von 49 Proben (18%). Der FCRS3-
Haplotyp lag in 7 Proben (14%) vor und stellte so den zweithdufigsten Haplotypen
dar. Beide wurden als konserviert betrachtet, der Konservierungsgrad betrug dem-
nach 33%. Eine abstrahierte Darstellung des lokal dominanten Haplotypen zeigt
Abbildung 3.11.

kb -45 -18 -11 0 +2 +21 +57

Telomer PE14D B5MT77 3E7 pfert | 9B12 7A11 PE14F  Zentromer

CQR | FCR3 8/10 [ 11 | 12/7/12 | 76T | 13 | 8 | 11

CQR | lokal 8/10 | 11 [ 12/7/12 | 76T 3 ] 8 [ 15

Abbildung 3.11: Lokal dominanter resistenter Haplotyp.
Gezeigt sind der Haplotyp des resistenten (CQR) Referenzstammes FCRS3 (resistent) und der lokal
dominante resistente Haplotyp inkl. Angabe der Repeatzahl an den jeweiligen Mikrosatelliten.

3.4.3 Analyse der sensitiven Isolate

In den sensitiven Isolaten wurden alle sechs haplotypdefinierenden Mikrosatelliten
(siche Tabelle 3.14) sowie B5M47 untersucht. Der Vergleich der sensitiven Mikro-
satellitenallele mit denen der resistenten Population zeigte, dass SP21 und TDU28
einen von der resistenten Population komplett verschiedenen Haplotypen besaflen.

Auch unterschieden sie sich untereinander an jedem einzelnen Mikrosatelliten. SP15
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besall an den zwei am weitesten upstream gelegenen Mikrosatelliten PE14D und
B5M77 das FCR3-Allel und war demnach auf diesem Chromosomenstiick identisch
zum lokal dominanten resistenten Haplotyp. An den direkt das pfert-Gen flankie-
renden Mikrosatelliten 3E7 und 9B12 sowie an den weiter downstream gelegenden
Markern 7A11 und PE14F zeigte er jedoch andere Allele (sieche Abbildung 3.12).
Die sensitiv-resistente Mischinfektion SP26 besafl mit Ausnahme des Markers 7411
den FCR3-Haplotyp, was darauf hindeutet, dass der Haplotyp des in der Probe

enthaltenen resistenten Stammes sequenziert wurde.

kb -45 -18 -11 0 +2 +21 +57

Telomer PE14D B5M77 3E7 pfert | 9B12 T7A11 PE14F  Zentromer

CQR | lokal 8/10 | 11 [ 12/7/12 [ 76T 13 8 15

CcQs | sPi1s g/lo | 11

cQs | spP21

CQs | TDU28

Abbildung 3.12: Haplotypen der sensitiven Monoinfektionen.

Gezeigt sind die Haplotypen der sensitiven (CQS) Monoinfektionen SP15, SP21 und TDU28 im
Vergleich zum lokal dominanten resistenten (CQR) Haplotyp inkl. Angabe der Repeatzahl an
den jeweiligen Mikrosatelliten. Die Sequenzierung des Markers 9B12 im Isolat SP21 war nicht
erfolgreich, das entsprechende Feld ist daher grau hinterlegt. Auf eine Darstellung des Haplotypen
von SP26 wurde verzichtet, da hier der sensitive Haplotyp auf Grund der Mischinfektion nicht
abgrenzbar war.

Statistische Auswertung Auf Grund der Tatsache, dass der Haplotyp des sensi-
tiven Isolats SP15 an den am weitesten upstream gelegenen Mikrosatelliten PE1/D
und BS5M77 identisch zum lokal dominanten resistenten Haplotypen war, sich an
den weiter downstream gelegenen Mikrosatelliten jedoch von diesem unterschied,
stellte sich die Frage, mit welcher Wahrscheinlichkeit der Stamm SP15 das durch
PE14D und B5M77 reprisentierte Chromosomenstiick durch Kreuzung von einem
resistenten Stamm erhalten hat bzw. mit welcher Wahrscheinlichkeit es per Zufall
in der sensitiven Population entstanden ist. Als Ausgangsdatenlage wurde hierbei
fiir die resistente Population die in dieser Arbeit untersuchten resistenten Proben
aus Lambaréné der Jahre 1995/96, 2002 und 2005 — 07 (sieche auch Abschnitt 3.4.4),
fiir die sensitive Population — mangels einer ausreichend groffen Anzahl sensitiver
Stdmme in Lambaréné — die sensitiven afrikanischen Stdmme aus der Publikation

von Wootton et al. (2002) genommen, wobei nur Proben mit vollsténdigem Haplotyp



54 KAPITEL 3. ERGEBNISSE

(PE14D + B5M77) beachtet wurden.

Die Odds, dass SP15 das PE14D-B5M77-Chromosomenstiick von einem resis-
tenten Stamm erhalten hat, betragt 107 mit einem 95%-Konfidenzintervall von
[19:4265]. Es ist demnach 107 mal wahrscheinlicher, dass dieses Chromosomenstiick

einen resistenten Ursprung hat.

Auswertung des erginzenden Mikrosatelliten B5M/47 Am direkt im pfert-
Gen liegenden Mikrosatelliten B5M47 zeigten SP15 und TDU28 ein Allel mit 13
Repeats. SP21 besaf interessanterweise das FCR3-Allel, ebenso SP26. Bei letzterem
ist dieses Ergebnis jedoch wahrscheinlich auf das in dieser Mischinfektion enthaltene

resistente Isolat zuriickzufiithren.

3.4.4 Analyse der resistenten Haplotypen iiber die Jahre

Zur Darstellung der Entwickung der einzelnen Mikrosatellitenallele sowie der Haplo-
typen iiber die Jahre wurden die sechs den Haplotypen definierenden Mikrosatelliten
in Kohorten aus den Jahren 1995/96 und 2002 sequenziert (siche Tabellen 3.9 und
3.8). Es sollten vor allem die Priavalenzen der dominanten Allele bzw. des dominanten
Haplotypen in der aktuellen resistenten Population mit denen in fritheren Populatio-
nen verglichen werden, um so eine mogliche Zu- oder Abnahme der Konservierung
aufzuzeigen. Des Weiteren sollte die Diversitdtsentwicklung beurteilt werden. Im
Folgenden werden daher die Daten der Populationen der Jahre 1995/96 und 2002
direkt denen der aktuellen resistenten Popualtion (2005 — 07) gegeniiber gestellt.

3.4.4.1 Auswertung der Mikrosatelliten

Sowohl in den Jahren 1995/96 als auch 2002 fanden sich die gleichen dominanten
Allele wie in der aktuellen resistenten Population. Dies war mit Ausnahme von
PE14F das FCR3-Allel. Am Marker PE1/F lag zu allen Zeitpunkten ein Allel mit
15 Repeats dominant vor, jedoch war das FCRS3-Allel stets das zweithaufigste Allel
mit nur geringfiigig kleineren Pravalenzen. Es scheint daher die Situation am besten
wiederzugeben, wenn beide Allele als konserviert betrachtet werden.
Konservierungsgrad der einzelnen Mikrosatelliten entwickelte sich iiber die Jahre
unterschiedlich. An den am weitesten downstream gelegenen Markern 7A11 und
PE14F fand sich iiber die Jahre eine deutliche Abnahme der Konservierung (bei
PE14F nahm die Prévalenz sowohl des dominanten wie des FCR3-Allels ab). An den

iibrigen Mikrosatelliten dnderte sich der Grad an Konservierung kaum bzw. nahm im
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Abbildung 3.13: Entwicklung des Konservierungsgrades der Mikrosatelliten

Gezeigt sind graphische Darstellungen der Konservierungsentwicklung in den Mikrosatelliten
(a)PE14D, (b)B5M77, (c)3E7, (d)9B12, (e€)7A11 und (f)PE14F. Die x-Achse gibt die Zeit in
Jahren, die y-Achse den relativen Anteil der nicht-konservierten Allele an der Gesamtpopulation
an. In griin ist der relative Anteil des konservierten Allels (k), in rot der der Gesamtheit aller
nicht-konservierten Allele (nk) dargestellt. Die Gerade wurde aus der logistischen Regression der
Konservierungsentwicklung berechnet, wobei hier eine positive Steigung eine Abnahme der Kon-
servierung anzeigt.

Fall von B5M77 (upstream gelegen) sogar etwas zu. Insgesamt ldsst sich also sagen,
dass die chromosomale Region upstream sowie direkt an das pfcrt-Gen angrenzend
iiber die Jahre konserviert blieb, wihrend die Region downstream Verdinderungen in
Richtung schwicherer Konservierung durchlief.

Die Diversitét verhielt sich dhnlich — sie nahm an den Markern 7411 und PE14F
itber die Jahre deutlich zu, sank fiir BSM77 etwas ab und zeigte ansonsten nur
kleinere Verdnderungen.

Eine Ubersicht iiber die Mikrosatellitendaten der Jahre 1995/96, 2002 und 2005—
07 bietet Tabelle 3.16, die Entwicklung des Konservierungsgrades der Mikrosatelliten
ist in Abbildung 3.13 dargestellt.

Verlauf der erwarteten Heterozygotie (H.) Zur Darstellung des Diversitéits-
verlaufes iiber den gesamten Haplotypen wurde fiir jeden einzelnen Marker die er-
wartete Heterozygotie (H,) zu allen Untersuchungszeitpunkten berechnet. Es wird
zum einen deutlich, dass die Diversitdt mit zunehmendem Abstand zum pfert-Gen
zunimmt, zum anderen, dass generell die Diversitdt im Bereich downstream des pf-
crt-Gens hoher ist als upstream. Letzteres trifft insbesondere fiir die Population von

2005 — 07 zu. Des Weiteren muss angemerkt werden, dass die Unterschiede zwischen
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Marker | Population 1995/96 | 2002 | 2005 — 07
PFE1/D | Probenanzahl 43 46 69
Allelanzahl 9 14 14
Diversitit (H.) 0,45 0,55 0,50
Proben mit dom. Allel 32 31 49
Konservierung 4% 67% 1%
B5M77 | Probenanzahl 46 48 71
Allelanzahl 3 4 4
Diversitét (H.) 0,20 0,12 0,08
Proben mit dom. Allel 41 45 68
Konservierung 89% 94% 96%
SE7 Probenanzahl 44 48 66
Allelanzahl 3 2 6
Diversitit (H.) 0,09 0,04 0,17
Proben mit dom. Allel 42 47 60
Konservierung 95% 98% 91%
9B12 Probenanzahl 47 47 61
Allelanzahl 3 3 2
Diversitit (H.) 0,24 0,27 0,18
Proben mit dom. Allel 41 40 55
Konservierung 87% 85% 90%
TA11 Probenanzahl 47 48 71
Allelanzahl 5 6 6
Diversitit (H.) 0,31 0,51 0,55
Proben mit dom. Allel 39 33 46
Konservierung 83% 69% 65%
PE1/F | Probenanzahl 45 48 69
Allelanzahl 5 7 9
Diversitit (H.) 0,63 0,69 0,76
Proben mit dom. Allel 21 20 24
Privalenz dom. Allel 47% 42% 35%
Proben mit FCR3-Allel 18 18 22
Priavalenz FCR3-Allel 40% 38% 32%
Konservierung 87% 79% 67%

Tabelle 3.16: Mikrosatellitendaten der Jahre 1995/96, 2002 und 2005 — 07.

Angegeben sind fiir jeden Mikrosatellitenmarker die Anzahl untersuchter Proben, verschiedener
Allele und Proben mit dem dominanten Allel sowie die daraus berechnete Diversitit (als erwartete
Heterozygotie H.)und Konservierung in den Jahren 1995/96, 2002 und 2005 — 07. Im Falle, dass
das FCR3-Allel nicht das dominante Allel darstellt, ist zusétzlich die Anzahl Proben mit dem
FCR3-Allel sowie dessen Pravalenz aufgefiihrt.
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den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten nicht sehr umfangreich waren (siehe
Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Verlauf der erwarteten Heterozygotie (H.) iiber den Haplotypen.
Gezeigt sind die H.-Werte der Populationen von 1995/96, 2002 und 2005 — 07 in Relation zum
Abstand vom pfert-Lokus. Jeder Punkt entspricht der Position eines Mikrosatelliten, - deutet
downstream-, + upstream-Richtung vom pfert-Gen (Position 0kb) an.

Statistische Auswertung Fiir den Marker 7411 lag eine signifikante Reduktion
des Konservierungsgrades von 1995/96 nach 2005 — 07 vor (p = 0,035), ebenso
fir den Marker PEI4F (p = 0,018). Fiir alle anderen Mikrosatelliten fand keine
signifikante Entwicklung iiber die Jahre statt.

Die Betrachtung des H.-Wertes ergab, dass mit Ausnahme von PE14F in der
Jahrekohorte 2005 — 07 alle Mikrosatelliten zu allen Zeitpunkten einen signifikant
kleineren H.-Wert (p < 0,05) als 0,8 (H.-Wert unselektionierter Marker in afrikani-
schen P. falciparum) besaflen. Diese Marker zeigten also eine signifikant reduzierte
Variabilitit, was bedeutet, dass die von ihnen abgedeckte chromosomale Region noch
im Bereich des selective sweeps liegt. Eine signifikante Entwicklung von H, iiber die
Jahre konnte nur fiir B5M77 nachgewiesen werden, hier nahmen die H.-Werte von
1995/96 nach 2005 — 07 allerdings signifikant ab (p = 0,037).

3.4.4.2 Auswertung der Haplotypen

Bei der Auswertung der Haplotypen in den Jahren 1995/96 und 2002 zeigte sich

der gleiche dominante Haplotyp wie in der aktuellen resistenten Population. Die
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Pravalenz des FCR3-Haplotypen war zu allen Zeitpunkten nur geringfiigig kleiner.
Die Konservierung des Haplotypen nahm von 1995/96 nach 2005 — 07 stetig

ab. Die stirkste Entwicklung fand hierbei zwischen 1995/96 und 2002 statt. Eine

Ubersicht der Haplotypenanalyse der Jahre 1995 — 2007 bietet Tabelle 3.17.

Population 1995/96 | 2002 | 2005 — 07
Probenanzahl 38 45 49
Proben mit dom. Haplotyp 14 10 9
Privalenz dom. Haplotyp 37% 22% 18%
Proben mit FCR3-Haplotyp 8 4 7
Privalenz FCR3-Haplotyp 21% 9% 14%
Konservierung 61% 33% 33%

Tabelle 3.17: Haplotypdaten der Jahre 1995/96, 2002 und 2005 — 07.

Angegeben sind die Anzahl Proben mit vollstindigem Haplotyp, die Anzahl Proben mit dem
dominanten Haplotyp sowie die daraus berechnete Konservierung in den Jahren 1995/96, 2002
und 2005 — 07. Zusétzlich ist die Anzahl Proben mit dem FCR3-Haplotyp sowie dessen Pravalenz

aufgefiihrt.

Statistische Auswertung Es zeigte sich eine signifikante Abnahme des Konser-

vierungsgrades des Haplotypens (p = 0,015).
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Diskussion

4.1 Riickkehr der Chloroquin-Sensitivitit im welt-

weiten Vergleich

Riickkehr der Chloroquin-Sensitivitit im weltweiten Vergleich Wir konn-
ten in dieser Arbeit — erstmals seit der Anderung der nationalen Therapierichtlininen
im Jahre 2003 — wieder P. falciparum-Stamme mit dem Wildtypallel des pfert-Gens
in Lambaréné, Gabun, nachweisen. Chloroquin-sensitive Parasiten fanden sich in
3% der untersuchten Proben aus dem Zeitraum 2005 — 07 bzw. 5% der Proben im
Jahre 2007. Aus diesen Daten geht jedoch nicht hervor, ob es sich bei der gefunde-
nen Riickkehr sensitiver Parasiten um einen andauernden Trend handelt, ob sich die
Resistenzlage auf weiterhin hohem Niveau einpendeln, oder ob der geringe Anteil
sensitiver Parasiten wieder vollkommen zuriickgehen wird.

Weltweit finden sich bisher nur wenige molekulargenetisch bestétigte Berichte ei-
nes Riickgangs des Chloroquin-Resistenzniveaus nach offiziellem Stopp des Chloro-
quin-Gebrauchs. Die Idee, Chloroquin kénne durch Absinken des Selektionsdruckes
wieder wirksam werden, wurde erstmals von Jacquier et al. (1985) aufgrund ih-
rer in vivo-Beobachtungen in Vietnam geduflert. Diese Beobachtungen konnten je-
doch nicht bestétigt werden. Auch spétere in vitro-Studien aus Lambaréné, Gabun
[Schwenke et al. (2001)] und Vietnam [Huong et al. (2001), Thanh et al. (2001)],
die von einem Riickgang des Chloroquin-Resistenzniveaus berichteten, wurden in
Nachfolgearbeiten wiederlegt [Borrmann et al. (2002), Nguyen et al. (2003)]. Im
Falle der gabunesischen Studie von Schwenke et al. (2001) war die falsch-niedrig
ermittelte Resistenz der Proben auf eine mangelnde Qualitit der vorgefertigten

WHO-Kulturplatten zuriickzufiihren. Borrmann et al. (2002) zeigten auf ordnungs-

29
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geméaf dosierten Kulturplatten eine 100%ige Resistenz in vitro von Proben aus dem
gleichen Studiengebiet. Zudem konnten sie sowohl in vivo als auch mittels moleku-
largenetischer Bestimmung der pfert 76 T-Mutation ein Resistenzniveau von 100%

nachweisen.

Schliellich konnte in Malawi, wo 1993 die Therapieempfehlungen von Chloro-
quin auf Sulfadoxin-Pyrimethamin umgestellt worden waren, der erste molekular-
genetisch bestétigte Riickgang Chloroquin-resistenter Parasiten verzeichnet werden.
Wihrend 1992 noch 85% der Isolate das resistente pfert-Allel 76T zeigten, sank die-
ser Anteil bis zum Jahr 2000 auf 13% [Kublin et al. (2003)] bzw. 2% [Mita et al.
(2003)]. Laufer et al. (2006) fiihrten 2006 eine erste klinische Studie mit Chloroquin
zur Behandlung von unkomplizierter P. falciparum-Malaria in Malawi durch, die

eine Wirksamkeit von 99% zeigte.

Ein &hnlicher Trend wie in Malawi, wenn auch in weit geringerem Ausmaf,
zeichnete sich in Hainan, China, ab. Nach dem Chloroquin-Stopp 1979 sank dort
die Pravalenz des 76T-Allels von 90% im Zeitraum 1978 — 81 auf 54% im Jah-
re 2001 [Wang et al. (2005)]. Ganz aktuell wird ein Riickgang der 76T-Prévalenz
auch aus Tansania (Chloroquin-Stopp 2001; Préavalenz 76T 2003 94%, 2007 70%
[Alifrangis et al. (2009)]) und Sambia (Chloroquin-Stopp 2002; Prévalenz 76T 2002
~90%, 2006/07 54% [Chaponda et al. (2008) unpublished]) berichtet. Aus Tansania
liegt zudem eine Studie an sezierten Mosquitos vor, die ebenfalls einen Riickgang
Chloroquin-resistenter Parasiten nach dem Chloroquin-Stopp feststellen konnte [Te-
mu et al. (2006)]. Mwai et al. (2009) verfolgten die Privalenz der Resistenzmutation
in Kenia vor und nach dem Chloroquin-Stopp im Jahre 1999 und konnten einen
Riickgang des 76T-Allels von 94% 1993 auf 63% 2006 verzeichnen. Interessanterwei-
se sank hier das Resistenzniveau bereits vor Anderung der Therapierichtlinien ab, so
dass die Autoren vermuteten, dass Chloroquin auf Grund mangelnder Wirksamkeit
schon vor dem offiziellen Stopp an Popularitéat verloren hatte. Dasselbe Phdnomen
— der Riickgang des resistenten Allels in Abwesenheit von Medikamentendruck —
konnte in kleinerem Mafistab in einer Studie aus dem Sudan gezeigt werden, die den
Verlauf der Préivalenz der 76 T-Mutation wihrend Trocken- und Regenzeit verfolgte.
Die Prévalenz des resistenten Allels nahm im Laufe der Regenzeit zu, um dann iiber
die Trockenzeit — die Phase niedriger Malariatransmission und damit niedrigem Me-
dikamenteneinsatz — wieder abzufallen [Abdel-Muhsin et al. (2004)]. Eine analoge
Studie aus Gambia kam zum gleichen Ergebnis [Ord et al. (2007)]. Ein weiterer
Aspekt dieser beiden Arbeiten ist jedoch die rasche Zunahme des resistenten Allels

— im Laufe einer Regenzeit, d.h. innerhalb von Monaten — unter Selektionsdruck



KAPITEL 4. DISKUSSION 61

durch den Einsatz von Chloroquin. Dieses sehr dynamische Verhalten sollte im Hin-
terkopf behalten werden, wenn die Wiedereinfithrung von Chloroquin in Gebieten
mit riicklaufiger Resistenzlage diskutiert wird.

Daneben gibt es auch Beispiele, die eine Fixation von Resistenzgenen innerhalb
einer Population berichten, obwohl das entsprechende Medikament bereits seit Jah-
ren nicht mehr eingesetzt wurde. So zeigte in Thailand rund 30 Jahre nach der
Verbannung von Chloroquin aus den nationalen Therapierichtlinien das resistente
pfert-Allel 76T immer noch eine Privalenz von 100% [Anderson et al. (2005), Nash
et al. (2005)]. Ebenfalls eine 100%ige Fixierung des 76T-Allels lag in Peru zwolf
Jahre, in Osttimor fiinf Jahre nach offiziellem Chloroquin-Stopp vor [Bacon et al.
(2009), de Almeida et al. (2009)]. Mogliche Erkldrungen hierfiir bieten der fortgefiihr-
te Einsatz von Chloroquin in Nachbarldndern sowie gegen P. vivaz-Malaria. Zudem
kann die niedrigere Transmission, welche hiufigere Selbstfertilization (,,inbreeding*)
und damit eine niedrigere Rekombinationsrate zur Folge hat [Conway et al. (1999)],
angefithrt werden. Die Resistenzgene gegen Sulfadoxin-Pyrimethamin dihydrofola-
te reductase (dhfr) und dihydropteroate synthetase (dhps) waren in Venezuela acht
Jahre nach Anderung der Leitlinien weiterhin fixiert [McCollum et al. (2007)].

Mbogliche Erklidrungen fiir die in Gabun beobachtete Entwicklung Ver-
gleicht man die Resistenzentwicklung in Lambaréné nun mit den anderen Berichten
zunehmender Chloroquin-Sensitivitit, so springt ins Auge, dass das Ausmafl der
Entwicklung deutlich geringer war. Wahrend in Malawi die Préavalenz des sensitiven
pfert-Allels in vergleichbarem Zeitraum von 15% auf 74% zunahm [Kublin et al.
(2003)], stieg sie in Lambaréné lediglich von 0% auf 5%. Fiir diesen Umstand gibt
es einige mogliche Erklarungen.

Zunichst war die Ausgangsmenge sensitiver Parasiten zum Zeitpunkt des offi-
ziellen Chloroquin-Stopps in Lambaréné deutlich geringer. In wiederholten Studien
wurde eine Privalenz der 76T-Mutation von 100% gemessen [Binder et al. (2002),
Mayengue et al. (2007)]. Auch im Nachbarstaat Republik Kongo lag das Resistenz-
niveau bei 100% [Mayengue et al. (2005)], was die Wahrscheinlichkeit der Einwande-
rung sensitiver Parasiten aus dem Umland verringert. Im Gegensatz dazu starteten
Malawi, Kenia, Tansania und Sambia, die zudem benachbart liegen, mit einem Re-
sistenzniveau zwischen 85% und 94%. Auch in Hainan lag die Priavalenz resistenter
Parasiten mit 90% in dieser Groflenordnung; hier war aulerdem die Zeitspanne seit
dem Chloroquin-Stopp deutlich grofler. Zwar heifit ein gemessenes Resistenzniveau

von 100% nicht, dass iiberhaupt keine sensitiven Parasiten in der Population zu
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finden sind, sondern lediglich, dass ihre Pravalenz unterhalb der Messgenauigkeit
liegt. Ubertriigt man jedoch das von Wootton et al. (2002) aufgestellte Modell, wel-
ches die Ausbreitungsgeschwindigkeit eines selektionierten Resistenzallels abhéngig
von der Ausgangsmenge dieses Allels innerhalb der Population berechnet, auf die
momentane Situation — die negative Selektion des Resistenzallels bzw. die positi-
ve Selektion des sensitiven Allels unter fehlendem Medikamentendruck —, so kann
man folgenden Schluss ziehen: Geht der Anteil der sensitiven Parasiten an der Ge-
samtpopulation zum Startzeitpunkt gegen Null, so steigt die Anzahl Generationen,
die no6tig sind, um eine bestimmte Prévalenz sensitiver Stdmme zu erreichen, bei
konstantem Selektionskoeffizienten gegen Unendlich.

Ein weiterer Unterschied zwischen Gabun und den ostafrikanischen Staaten Ma-
lawi, Kenia, Tansania und Sambia liegt in der Wahl der Medikamente, die Chlo-
roquin in den nationalen Therapierichtlinien ersetzten. Wiahrend in den vier letzt-
genannten Staaten Sulfadoxin-Pyrimethamin bzw. spéiter Artemether-Lumefantrin
empfohlen wurde, wurde in Gabun die Kombination Artesunat plus Amodiaquin
Medikation der ersten Wahl [WHO (2008a)]. Amodiaquin ist dem Chloroquin struk-
turell verwandt, beide gehtren zur Gruppe der 4-Aminoquinoline. Mehrere Studien
konnten inzwischen zeigen, dass Amodiaquin fiir das Chloroquin-resistente Allel pf-
crt 76T selektioniert [Holmgren et al. (2006), Djimdé et al. (2008), Mwai et al.
(2009)]. Weder fiur Lumefantrin noch fiir Artemisininderivate liegen dhnliche Be-
richte vor. Der Einsatz von Amodiaquin in Gabun kénnte daher den postulierten
Selektionsvorteil Chloroquin-sensitiver Parasiten in Abwesenheit von Chloroquin
verringern und so deren Ausbreitung entgegenstehen. Diese Vermutung wird von
Beobachtungen aus Kamerun gestiitzt, wo Chloroquin ebenfalls durch Amodiaquin
bzw. spiater Amodiaquin plus Artesunat als Medikament der ersten Wahl abgeltst
wurde. Nach Anderung der Therapierichtlinien wurde hier sogar eine leichte Zunah-
me der Resistenz gegeniiber Chloroquin verzeichnet [Basco und Ringwald (2007)].

Ein Faktor, der ebenfalls die Ausbreitung sensitiver Stamme beeinflussen sollte,
ist die Rigorositédt der Umsetzung der neuen Therapieleitlinien. Aus Malawi wurde
ein sehr konsequenter Stopp des Chloroquin-Einsatzes berichtet [Laufer und Plowe
(2004)]. In Gabun liegen dazu bisher kaum Daten vor. Dies wire eine interessante

Fragestellung fiir zukiinftige Arbeiten.

Konsequenzen der wiedererlangten Chloroquin-Sensitivitit Aufgrund der
weiterhin sehr niedrigen Prévalenz sensitiver Stimme in Lambaréné, Gabun, steht

es hier auler Frage, Chloroquin in naher Zukunft wieder in irgendeiner Form in die
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Therapie der Malaria tropica einzuschlieffen. In Landern mit einer drastischen Riick-
kehr der Chloroquin-Sensitivitédt — zum jetzigen Zeitpunkt trifft dies nur auf Malawi
zu — konnte der Einsatz von Chloroquin in Form einer Kombinationstherapie jedoch
eine denkbare Option darstellen, da Chloroquin ein giinstiges, gut vertrigliches und
gegen sensitive Parasiten duflerst effektives Medikament darstellt [Laufer und Plowe
(2004)].

In Malawi durchgefiihrte in vivo-Studien mit Chloroquin als Mono- [Laufer et al.
(2006)] bzw. Kombinationstherapie [Bell et al. (2008)] konnten zum einen die Effizi-
enz von Chloroquin, besonders aber auch die fehlende Selektion resistenter Parasi-
ten nach Therapie zeigen. Trotz solch optimistisch stimmender Ergebnisse ist jedoch
Vorsicht geboten. Nkhoma et al. (2007) ermittelten in Feldproben aus Malawi, die
nicht in Blantyre gewonnen worden waren, eine Préavalenz der 76T-Mutation von 2 —
4%. Juliano et al. (2007) untersuchten Feldisolate aus Malawi, die in der PCR ledig-
lich fiir das sensitive pfert-Allel 76K positiv waren, mit einem sensitiveren Verfahren
zur Detektion von Subpopulationen und konnten in 25% der Proben zusétzlich die
Mutante 76T nachweisen. Sollte dies ein in Malawi verbreitetes Phdnomen darstel-
len, wire es verwunderlich, dass Laufer et al. (2006) und Bell et al. (2008) keine
Selektion resistenter Parasiten unter Chloroquintherapie feststellen konnten. Beach-
tenswert ist eine Langzeitstudie an einem senegalesischen Dorf, welches einer Reihe
von Therapiewechseln unterlaufen war: von Chloroquin wurde zunéchst auf Qui-
nin, nach einigen Jahren wieder auf Chloroquin und Sulfadoxin-Pyrimethamin als
Erst- bzw. Zweittherapeutikum umgestellt. Trotz streng leitliniengetreuer Behand-
lung hatten sich bereits nach einem Zeitraum von einem Jahr nach Wiedereinfithrung
von Chloroquin die resistenten Allele pfert 76T sowie die dhfr-Dreifachmutante im
Dorf ausgebreitet. Die Autoren warnten daher vor einer leichtfertigen Wiederauf-

nahme der Chloroquintherapie in Malawi [Noranate et al. (2007)].

4.2 Genetischer Mechanismus der Riickkehr Chlo-

roquin-sensitiver Parasiten nach Lambaréné

Als mogliche genetische Mechanismen einer Riickkehr sensitiver Parasiten in eine
vormals resistente Population bieten sich in erster Linie zwei Alternativen. Die ers-
te Moglichkeit wire eine Riickmutation urspriinglich resistenter Stamme aus der
lokalen Population an Position 76 des pfcrt-Gens zum sensitiven Allel pfert 76K.

Es wurde gezeigt, dass die Aminosédure an Position 76 allein ausschlaggebend fiir
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den resistenten Phénotyp ist. Auch wurde mit dem sudanesische Isolat 106/1 ein
phénotypisch sensitiver Stamm gefunden, der mit Ausnahme von Position 76 al-
le Resistenz-assoziierten Mutationen des pfert-Gens aufwies [Fidock et al. (2000)].
Dieser stellt wahrscheinlich ein Beispiel fiir einen ehemals resistenten Stamm, der
durch Punktmutation an Position 76 wieder sensitiv wurde, dar.

Die zweite Moglichkeit fiir die Riickkehr sensitiver Parasiten wére ein Einwandern
sensitiver Stamme von auflen. In diesem Falle beséflen die neuen sensitiven Parasiten
ein pfert-Allel ohne jegliche Resistenz-assoziierten Mutationen; die das pfert-Gen
flankierenden chromosomalen Regionen wiirden eine hohe Diversitit aufweisen — im
Gegensatz zu der hohen Konservierung, die resistente Stamme hier typischerweise
zeigen. Eventuell wiirden weitere Marker, wie beispielsweise der msp2-Lokus, auf

eine Herkunft auflerhalb von Lambaréné hindeuten.

Ausschluss der Riickmutation resistenter Parasiten zum sensitiven Wild-
typ Durch Sequenzierung des pfert-Gens zeigte sich, dass alle in Lambaréné neu
aufgetretenen sensitiven Isolate das komplette Wildtypallel M7y N7s K - Ao20Q256 N326
I356R371 besaflen. Im Gegensatz dazu wies das pfert-Allel der lokalen resistenten
Stamme die typischen Mutationen an Position 74, 75, 76, 220, 256 und 371 auf.
An Position 326 lag lediglich die Wildtypvariante vor, an Position 356 fand sich
mehrheitlich die Mutante. Insgesamt stellte sich das lokale resistente Allel demnach
wie folgt dar: I74F751 65200 Fase Naoe T/ I356 1371 (siehe auch Abschnitt 4.3). Hieraus
ldsst sich schlieBen, dass die gefundenen sensitiven Parasiten nicht durch eine Riick-
mutation an Position 76 aus ehemals resistenten Stdammen entstanden sind. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit den Beobachtungen aus Malawi, die ebenfalls aus-
schlieBlich vollstdndig sensitive pfert-Allele gefunden hatten [Kublin et al. (2003),
Mita et al. (2004)].

Riickkehr der Sensitivitit durch Einwandern und Einkreuzen sensitiver
Parasiten Die starke Konservierung des resistenten Haplotypen aufgrund des se-
lective sweeps zu Zeiten des weitverbreiteten Chloroquin-Einsatzes [Wootton et al.
(2002)] ermoglicht die Differenzierung des genetischen Hintergrundes resistenter und
sensitiver Parasiten mittels Sequenzierung von Mikrosatelliten. Die Untersuchung
der aktuellen lokalen resistenten Population ergab die Dominanz eines Haplotypen,
der lediglich ab etwa 20kb downstream des pfert-Gens vom FCR3-Haplotypen dif-
ferierte. FCR3 war von Wootton et al. (2002) als Prototyp des afrikanischen resis-

tenten Haplotypen identifiziert worden und wurde daher in dieser Arbeit als Refe-
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renzstamm gewéhlt (siche auch Abschnitt 4.3).

In dieser Arbeit wurden nun erstmals neben dem pfert-Lokus auch die den
Lokus flankierenden chromosomalen Regionen von neu aufgetretenen Chloroquin-
sensitiven Parasiten untersucht, was es ermoglichte, einen genaueren Blick auf ihre
Herkunft zu werfen. Mittels Analyse von Mikrosatellitenmarkern wurden ihre Haplo-
typen dargestellt. Zwei der drei sensitiven Monoinfektionen zeigten Haplotypen, die
sich vollkommen von den in der resistenten Population gefundenen unterschieden.
Dies legt nahe, dass es sich hier um von auflen immigrierte Parasiten handelte,
die noch kaum mit der lokalen Population rekombiniert hatten. Unterstiitzt wird
diese Interpretation durch die Ergebnisse der Untersuchung der msp2-Allele. Hier
verfiigten beide iiber Allele, die sich ansonsten in keiner bzw. nur einer Probe der
resistenten Population fanden. In letztgenanntem Fall lag das Allel (ein FC27-Allel)
zwar ebenfalls in einem resistenten Isolat vor, jedoch unterschied es sich grundlegend
von den iibrigen Allelen der FC27-Klasse, so dass angenommen werden kann, dass
es kein typisches lokales Allel darstellte.

Ein bemerkenswerter Haplotyp fand sich im sensitiven Isolat SP15. Dieser war bis
etwa 20 kb upstream des pfert-Lokus (Mikrosatelliten PE14D und B5M77) identisch
zum lokal dominanten resistenten Haplotypen, danach divergierten die Sequenzen.
Wir vermuten, dass dies das Ergebnis eines crossing overs zwischen einem sen-
sitiven Parasiten und einem Stamm der lokalen resistenten Population darstellte.
Interessanterweise war diese upstream-Region in den untersuchten resistenten Pa-
rasiten deutlich stéarker konserviert als die Region downstream; der Mikrosatellit
B5M77 zeigte mit einer Privalenz des FOCRS3-Allels von 96% innerhalb der aktuel-
len resistenten Population den hochsten Konservierungsgrad aller Mikrosatelliten.
Die hohe Préavalenz der upstream-Region des lokal dominanten Haplotypen in der
resistenten Population erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass der dazu identische Teil
des SP15-Haplotypen wirklich von einem lokalen resistenten Parasiten abstammte.
Eine statistische Auswertung dieser Fragestellung zeigte, dass die Hypothese, dass
die Mikrosatelliten PE1/D und B5M77 im SP15-Haplotypen von einem resistenten
Parasiten abstammen, {iber hundertfach wahrscheinlicher ist, als dass diese Kombi-
nation durch Rekombination innerhalb sensitiver Stdmme entstanden ist.

Das msp2-Allel von SP15, ein FC27-Allel, gehorte zu einer Gruppe von FC27-
Allelen mit gleicher Repeatstruktur, die 70% aller FC27- und 40% aller msp2-Allele
umfasste und damit die lokal dominante msp2-Variante darstellte (siehe auch Ab-
schnitt 4.4). Zudem war es sequenzidentisch zu den FC27-Allelen einiger Parasiten

aus der aktuellen resistenten Population. Das Vorliegen zu SP15 sequenzidentischer
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msp2-Allele in der lokalen resistenten Population erhilt gerade durch die hohe Di-
versitit des msp2-Lokus besonderes Gewicht. Interessanterweise zeigte eine msp2-
Untersuchung an Parasiten aus Lambaréné der Jahre 2000/01 ebenfalls die Domi-
nanz derselben msp2-Variante, zudem besafien drei der sequenzierten FC27-Allele
die gleiche Sequenz wie SP15 [Mayengue et al. (2004)], was den Verdacht erhértet,
dass SP15 wirklich iiber ein Lambaréné-msp2-Allel verfiigte (siehe auch Abschnitt
4.4). Das Vorliegen des lokal dominanten msp2-Allels und des upstream-Teils des lo-
kal dominanten resistenten Haplotypen zusammen mit einem sensitiven pfert-Allel
sowie einem typisch sensitiven Haplotypen downstream des Lokus unterstiitzt die
Hypothese, dass es sich bei SP15 um den Tochterstamm eines immigrierten sensiti-
ven Parasiten und eines lokalen resistenten Parasiten handelte.

Insgesamt ist also folgendes Szenario denkbar: Durch Absinken des Chloroquin-
Selektionsdruckes konnten sensitive Stdimme nach Lambaréné einwandern. Anschlie-
Bend etablierten sich diese durch Einkreuzen in die lokale resistente Population.
Letztgenannter Punkt ist insbesondere zu beachten bei der Einschitzung einer mogli-
chen Expansion des sensitiven Allels. Das Auftreten sensitiver eingekreuzter Stamme
bedeutet, dass sich nach Kreuzung eines sensitiven mit einem lokalen resisteten
Stamm sensitive Nachkommen durchsetzen konnten. Dies legt eine gewisse Stabi-
litdt des sensitiven Allels in der momentanen Population nahe, so dass zumindest
ein Erhalt des Status quo, moglicherweise auch eine weitere Zunahme der Privalenz

sensitiver Parasiten erwartet werden kann.

4.3 Einfluss des Chloroquin-Selektionsdruckes auf

die lokale resistente Population

Bringt ein bestimmtes Genallel einen hohen Selektionsvorteil mit sich, so kann es
sich in einer Population stark ausbreiten und zu reduzierter Variabilitdt eigent-
lich neutraler Regionen in seiner Umgebung fiithren. Solche selective sweeps wurden
im Falle von P. falciparum fiir das Resistenzgen gegen Chloroquin pfert [Wootton
et al. (2002), Nash et al. (2005)], Pyrimethamin dhfr [Nair et al. (2003), Roper et al.
(2004)] und Sulfadoxin dhps [Roper et al. (2003), McCollum et al. (2007), Pearce
et al. (2009)] gezeigt. Der Variabilitatsreduktion wirkt sexuelle Rekombination ent-
gegen, welche wiederum grofler ist im Falle hoherer Malariatransmission [Conway
et al. (1999)]. In dieser Arbeit wurde das Ausma$ der Konservierung um das pfert-

Gen in der resistenten Population von Lambaréné, Gabun, zu drei verschiedenen
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Zeitpunkten — 1995/96, 2002 und 2005 — 07 — untersucht. Besondere Aufmerksam-
keit verdient hier die Fragestellung, ob und wie sich der reduzierte Selektionsdruck

durch den nationalen Chloroquin-Stopp auswirkte.

Ausbildung eines lokal dominanten resistenten Haplotypen Nach Woot-
ton et al. (2002) brachte ein asiatischer Stamm — vom Typ des Stammes FCRS3 —
den resistenten pfcrt-Haplotypen nach Afrika, wo er sich iiber den ganzen Konti-
nent ausbreitete. FCR3 unterscheidet sich vom héufig zitierten resistenten Stamm
Dd2 (ebenfalls asiatischer Herkunft) an den von uns untersuchten Mikrosatelliten
lediglich fiir 7A11 sowie an Position 356 des pfert-Gens. Da der GroBiteil der asiati-
schen Stadmme iiber das Dd2-pfert-Allel verfiigt, wihrend die meisten afrikanischen
Stdmme das FCRS3-pfert-Allel zeigen, postulierten Wootton et al. (2002), dass der
asiatische Stamm, der das resistente pfert-Allel nach Afrika brachte, zuvor einer
Mutation an Position 356 unterlegen war.

Interessanterweise zeigte sich, dass in der von uns untersuchten Population nicht
der FCR3-Haplotyp vorherrschte, sondern ein Haplotyp — im Folgenden Lambaréné-
Haplotyp genannt, welcher sich am Mikrosatelliten PE1/F, dem am weitesten down-
stream gelegenen Marker, vom FCRS3-Haplotypen unterschied. Allerdings war die
Pravalenz des FCRS3-Haplotypen an allen drei Untersuchungszeitpunkten nur wenig
geringer. Da der Lambaréné-Haplotyp bereits 1995/96 dominant vorlag, ist davon
auszugehen, dass es sich um eine relativ frithe Mutante des eingewanderten FCR3-
artigen Stammes handelte. Es wére also denkbar, dass Lambaréné von zwei verwand-
ten resistenten Haplotypen bevolkert wurde bzw., dass sich kurz nach Einwandern
des resistenten FCR3-Haplotypen diese zweite Variante abzweigte, die sich etwas
erfolgreicher als der Mutterstamm vermehrte und so zu hoherer Prévalenz innerhalb
der Population gelangte.

In diesem Zusammenhang verdient auch die Analyse der genauen pfert-Allelse-
quenzen in den verschiedenen Stdmmen bzw. Populationen besondere Beachtung
(Anmerkung: nur Position 76 des pfcrt-Gens, nicht jedoch die Resistenz-assoziierten
Mutationen waren in die Definition des Haplotypen mit aufgenommen worden). Es
zeigte sich, dass die in Lambaréné gefundenen pfcrt-Allele nicht mit dem FCR3-Allel
iibereinstimmten. Die Unterschiede lagen hierbei in den Positionen 326 und 356.
Wahrend FCRS3 Sso6l356 zeigt, besaflen alle untersuchten resistenten Proben aus
Lambaréné Ns3o6T356. Zwel Proben enthielten zuséatzlich die Kombination Nszgglsse.
Die Zahl untersuchter Proben war allerdings relativ klein, zudem stammten alle aus

den Jahren 2005 — 07; eine Verallgemeinerung dieser Daten auf die gesamte Lam-
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baréné-Population muss daher unter gewissem Vorbehalt stattfinden. Aufféllig ist
des Weiteren, dass das dominante Lambaréné-pfcrt-Allel in keinem der von Woot-
ton et al. (2002) untersuchten resistenten Stamme weltweit auftrat. Djimdé et al.
(2001) und Kublin et al. (2003) konnten jedoch in resistenten Parasiten aus Mali
bzw. Malawi an den Positionen 326 und 356 sowohl das Wildtypallel als auch die
afrikanische Resistenz-assoziierte Mutation nachweisen. Insgesamt deutet dies also
auf eine gewisse Variabilitéit innerhalb des pfert-Lokus hin — auch nach weitgehender

Fixation des Haplotypen (siche auch Seite 69).

Ausmaf} des selective sweeps in Lambaréné Auf Grund des ehemals durch
Chloroquin ausgeiibten Selektionsdruckes ist zu erwarten, dass resistente Parasiten
in chromosomaler Nachbarschaft des pfert-Gens weitgehend konserviert sind. Wir
konnten feststellen, dass in der untersuchten Population die Variabilitit iiber den
Verlauf des gesamten Haplotypens deutlich reduziert war. An den dufleren Mikro-
satelliten zeigte sich hierbei eine hohere Diversitit als an den innen gelegenen, was
dadurch erklédrt werden kann, dass das linkage disequilibrium mit zunehmender Ent-
fernung zum selektionierten Lokus abnimmt [Wootton et al. (2002)]. Die erwartete
Heterozygotie H. als Mafl fiir Diversitat [Nash et al. (2005)] war in den Jahren
1995 — 2002 fiir alle Mikrosatelliten, 2005 — 07 fiir alle aufler PE14F signifikant
kleiner als der Referenzwert fiir unselektionierte Mikrosatelliten afrikanischer P. fal-
ciparum-Populationen (Anderson et al. (2000)). Die GroBe des selective sweeps in
Lambaréné betrug demnach konservativ betrachtet zu den Zeitpunkten 1995/96 und
2002 mindestens 102 kb, 2005 — 07 mindestens 66 kb.

Nash et al. (2005) hatten das Ausmaf des selective sweeps in zwei Léndern mit
hoher (Thailand) bzw. niedriger (Laos) Selektion verglichen. Wiahrend in Thailand
195 — 268 kb um den pfert-Lokus signifikant reduzierte Variablitdt zeigten, waren es
in Laos nur 34 — 69kb. Der selective sweep in Lambaréné scheint sich hier zwischen
diesen Léndern einzuordnen.

Bemerkenswert ist des Weiteren, dass keiner der untersuchten Mikrosatelliten
monoallelisch vorlag, unabhéngig davon, ob die genaue Sequenz oder lediglich die
Lange des Mikrosatelliten gewertet wurde. Zu moglichen Differenzen bei Alleldefini-
tion iiber die Sequenz versus die Lénge lédsst sich sagen, dass Unterschiede generell
nur bei Mikrosatelliten mit mehreren Repeatregionen, in unserem Fall 3E7 und
PE14D, zu erwarten wéren. Jedoch waren auch fiir solche Marker die H.-Werte bei
Sequenz- und Léngenauswertung nicht signifikant verschieden. Im Gegensatz zur

hier untersuchten Population zeigten bei Wootton et al. (2002) drei Mikrosatelliten



KAPITEL 4. DISKUSSION 69

nur ein Allel unter resistenten afrikanisch/asiatischen Parasiten. Nash et al. (2005)
stellten fest, dass in direkter Umgebung des pfcrt-Lokus in Thailand mehrere Mi-

krosatelliten monoallelisch vorlagen, nicht jedoch in Laos.

Ein interessanter Aspekt ist zudem, dass der in Intron 1 des pfcri-Gens gelegene
Mikrosatellit B5M47, der von uns in einer Subkohorte der Population 2005 — 07
untersucht worden war, drei verschiedene Allele und einen H.-Wert von 0,11 aufwies.
Dies legt nahe, dass Mikrosatelliten innerhalb des pfcrt-Gens weiterhin eine gewisse
Variabilitit zeigen und noch evolvieren kénnen, wenn die flankierenden Regionen
bereits fixiert sind. Zu diesem Schluss waren auch Vinayak et al. (2006) und DaRe
et al. (2007) gekommen, die Mikrosatelliten innerhalb von Intron 2 und 3 des pfert-

Gens analysiert hatten.

Entwicklung von Diversitidt und Konservierungsgrad iiber die Jahre Bei
Betrachtung der Verdnderung von Konservierung und Diversitét innerhalb der re-
sistenten Population von Lambaréné im Laufe der Jahre, fillt vor allen Dingen auf,
dass sich keine drastischen Anderungen vollzogen. Besonders interessant in Hinblick
auf die Entwicklung riickkehrender Chloroquin-Sensitivitdt wére hier der Vergleich
der Populationen 2002 und 2005 — 07, einerseits da 2003 Chloroquin aus den natio-
nalen Therapierichtlinien gestrichen wurde, andererseits da in den Jahren 2005 — 07
erstmals seit langem wieder sensitive Parasiten in Lambaréné auftraten. Jedoch er-
wiesen sich diese beiden Populationen als sehr #hnlich, Anderungen fanden sich
vor allem im Vergleich zur Population von 1995/96. Generell lagen zu allen Unter-
suchungszeitpunkten die gleichen dominanten Mikrosatellitenallele sowie der gleiche
lokal dominante resistente Haplotyp vor. Breite und Tiefe des selective sweeps waren

1995/96 tendenziell etwas ausgepragter, ansonsten unter den Populationen #hnlich.

Bei Untersuchung der einzelnen Mikrosatelliten zeigten sich jedoch einige Ent-
wicklungen in Richtung schwécherer Konservierung, die sich alle am downstream-
Ende des selective sweeps abspielten. Sowohl fiir 7A11 als auch fiir PE14F nahm
die Konservierung von 1995 nach 2007 signifikant ab (p < 0,05), zudem zeigte sich
ein deutlicher Trend in Richtung hoéherer Diversitdt. Die Mikrosatelliten upstream
sowie in direkter Nachbarschaft des pfert-Lokus wiesen nur unsignifikante Schwan-
kungen auf; eine Ausnahme bildete hier der upstream gelegene Mikrosatellit BS5M77,
dessen Diversitét iiber die Jahre signifikant zuriickging. Des Weiteren fand sich eine

signifikante (p < 0,05) Konservierungsreduktion des dominanten Haplotypens.
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Asymmetrie des selective sweeps Ein weiteres Charakteristikum des selective
sweeps in Lambaréné ist die auffallende Asymmetrie, die an allen Untersuchungszeit-
punkten, besonders akzentuiert jedoch in der aktuellen resistenten Population, vor-
lag. So zeigte die Region downstream des pfcrt-Lokus stets eine deutlich grofiere Va-
riabilitédt als die upstream-Region. Dies traf fiir den internen Vergleich jedes Paares
etwa gleich weit vom pfert-Gen entfernter Mikrosatelliten zu, wobei die Unterschiede
in den weiter auflen gelegenen Paaren B5M77_5/7A11 5, und PE14D_,5/PEI4F 4,
grofler waren.

Interessanterweise konnten Nair et al. (2003), Nash et al. (2005) und Pearce
et al. (2005) ebenfalls feststellen, dass die Variabilidt upstream des selektionierten
Lokus stéarker reduziert war als downstream — sowohl bei Betrachtung des pfert-
als auch des dhfr-Gens. Hierfiir wurden verschiedene Erklarungsmoglichkeiten in
Betracht gezogen. Modellsimulierungen von selective sweeps deuteten darauf hin,
dass das Ausmaf} der Variabilitéitsreduktion rein stochastisch hdufig eine asymme-
trische Form annimmt [Kim und Stephan (2002)]. Nash et al. (2005) zeigten in
einem Folgeexperiment, dass in unmittelbarer Umgebung (6 kb) des dhfr-Lokus die
Rekombinationsraten upstream geringer waren als downstream. Pearce et al. (2005)
zogen eine hohere Rekombinationsrate in Abhéngigkeit von Néhe zu Telomer oder
Zentromer in Erwédgung, was jedoch zumindest fiir dhfr verworfen werden musste,
da es sich in der Mitte zwischen Telomer und Zentromer befindet; zudem hatten
Su et al. (1999) eine relativ gleichméfige Verteilung von meiotischen crossing overs
iiber die Chromosomen nachgewiesen. Eine weitere Idee war ein moglicher ebenfalls
selektionierter Lokus im upstream-Bereich; dies wurde jedoch mangels einer zweiten
Stelle reduzierter Variabilitdt als unwahrscheinlich eingestuft [Pearce et al. (2005)].

Unsere Hypothese zur Erklarung diese Phénomens stellt quasi das Gegenteil
des letztgenannten Vorschlags dar: Kein auf Konservierung selektionierter Lokus
upstream sondern ein auf Diversitiat selektionierter Lokus downstream konnte die
asymmetrische Form des selective sweeps um das resistente pfert-Allel verursacht
haben. Tatséchlich befindet sich 105kb downstream des pfert-Gens ein Cluster von
var-Genen [PlasmoDB].

var-Gene stellen eine multicopy Genfamilie dar, die fiir eines der Hauptantigene
von P. falciparum, das P. falciparum erythrozyte membrane protein 1 (PfEMP1),
kodieren [Su et al. (1995)]. Sie sind ausgesprochen divers [Kyes et al. (1997)] und
stehen unter starkem Druck von Seiten des menschlichen Immunsystems [Bull et al.
(1998)]. Um dem Immunsystem zu entkommen, switchen Parasiten von einem var-
Gen zum anderen [Roberts et al. (1992), Smith et al. (1995)], zudem untergehen die
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var-Gene einer extrem hohen Rekombination [Taylor et al. (2000)].

Hill und Robertson (1966) hatten allgemein formuliert, dass die reduzierte Va-
riabilitdt um ein selektioniertes Resistenzgen auch benachbarte Antigene betreffen
konne und somit die Fitness des Parasiten gegeniiber dem Immunsystem verringern
wiirde. Fowler et al. (2006) hatten dies auf die Beziehung zwischen dem pfert-Gen
und den angrenzenden wvar-Genen bezogen und versucht zu zeigen, dass die Grup-
pe dieser var-Gene in resistenten Parasiten stérker konserviert sei als in sensitiven
Parasiten.

Zusammenfassend wire also denkbar, dass unter Selektionsdruck von Chloroquin
sowie von Seiten des Immunsystems diejenigen Parasiten die grofite Fitness zeigen,
die am pfert-Lokus konserviert, am benachbarten var-Gencluster jedoch méoglichst
divers sind; dies wiirde zu der beobachteten Asymmetrie des selective sweeps mit
einer hoheren Variabilitdt down- als upstream des pfert-Gens fithren. Mit Abnah-
me des Chloroquindruckes wére zu erwarten, dass nunmehr der Druck, der vom
Immunsystem auf die var-Gene ausgeiibt wird, ausschlaggebend sei und daher ei-
ne Zunahme der Variabilitéit {iberproportional in der downstream-Region auftreten
wiirde — genau diese Entwicklung konnte in Lambaréné festgestellt werden. Ab-
schliefend anzumerken ist, dass sich diese Hypothese spezifisch auf den pfert-Lokus
bezieht; die Asymmetrie des selective sweeps um den dhfr-Lokus ldsst sich hiermit
nicht erkliren, da dieses Gen aufgrund seiner mittigen Lage zwischen Zentromer und

Telomer in dhnlicher Entfernung up- wie downstream var-Gencluster aufweist.

Moglicher fitness cost resistenter Parasiten Kublin et al. (2003) hatten auf
Grund ihrer Beobachtungen in Malawi einen fitness cost Chloroquin-resistenter Pa-
rasiten bei Abwesenheit von Chloroquin postuliert. Worauf dieser fitness cost be-
ruhen soll, ist bis heute jedoch Gegenstand von Spekulation. Bennett et al. (2004)
konnten zeigen, dass Parasiten mit dem resistenten pfert-Allel einen im Vergleich
zu sensitiven Parasiten erniedrigten pH-Wert in ihrer Nahrungsvakuole aufwiesen,
wobei nicht geklart wurde, ob sich dies in irgendeiner Weise auf die Fitness der
Parasiten auswirkte. Fowler et al. (2006) hatten vermutet, dass im Rahmen des
selective sweeps konservierte var-Gene die Fitness resistenter Parasiten reduzieren
konnten. Durch die in unserer Arbeit aufgezeigte Asymmetrie des selective sweeps
sowie insbesondere die Zunahme der Asymmetrie unter Abnahme des Chloroquin-
Selektionsdruckes erhélt diese Hypothese weitere Unterstiitzung. Die Untersuchung
der var-Genkonservierung in Korrelation zur Ausdehnung des selective sweeps wire

ein interessanter Ansatz fiir zukiinftige Arbeiten.
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Schlussfolgerungen aus der Analyse der resistenten Population Insgesamt
lassen sich vor allem drei Dinge festhalten.

Erstens fiel auf, dass die Konservierung um das resistente pfert-Allel in Lam-
baréné ausgesprochen hoch war — auch noch in den Proben der Jahre 2005 — 07.
Anhand der Haplotypenanalyse konnte eine Abnahme der Konservierung iiber die
Jahre nachgewiesen werden, wobei das Ausmaf} dieser Entwicklung relativ gering
war. Es ist unklar, ob zwischen der beobachteten Abnahme an Konservierung in
resistenten Parasiten und dem Auftreten sensitiver Stamme in den Jahren 2005 —07
ein Zusammenhang besteht. Mehlotra et al. (2005) und Pearce et al. (2005) hatten
ebenfalls von einem Riickgang an Konservierung in resistenten Parasiten berichtet
(in ersterem Fall iibrigens ebenfalls in der Region downstream des pfert-Gens), inter-
essanterweise in einer Epoche, als das jeweils untersuchte Resistenzgen (pfert bzw.
dhfr) noch in der Ausbreitung begriffen war. In keiner der beiden Situationen war
die Diversifizierung des Haplotypen demnach mit einer Riickkehr sensitiver Parasiten
verbunden. Pearce et al. (2005) vermutete, dass es vielmehr zu einem Gleichgewicht
zwischen Selektion und Rekombination gekommen sei. Dies wire auch eine mégliche
Erklarung fiir die in Lambaréné beobachtete Entwicklung.

Insbesondere, da — zweitens — das Gros der Verdnderungen zwischen 1995/96
und 2002 stattfand, wihrend zwischen 2002 und 2005 — 07 nur Weniges an Diver-
sifizierung hinzukam. Dies mag einerseits auf den etwas kiirzeren Zeitraum zuriick-
zufithren sein, zeigt aber andererseits, dass die Anderung der nationalen Therapie-
richtlinien im Jahre 2003 die Konservierung des resistenten Haplotypen innerhalb
der Population kaum beeinflusste. Es wére denkbar, dass das lokale Einstellen der
Chloroquin-Therapie in Lambaréné Anfang der Neunziger Jahre Ausloser einer seit
1995/96 andauernden Entwicklung in Richtung zunehmender Diversifizierung war,
jedoch bleibt dies Gegenstand von Spekulation.

Der dritte Punkt ist die auffillige Asymmetrie des selective sweeps in Lam-
baréné, besonders aber der auftretenden Verédnderungen. Ein signifikanter Riick-
gang des Konservierungsgrades fand sich ausschliellich im downstream-Bereich des
pfert-Gens, auch der Riickgang der Haplotypkonservierung ist vor allem auf gestei-
gerte Diversitét der downstream-Mikrosatelliten 7A11 und PE14F zuriickzufiihren.
Dies steht im Einklang mit der Hypothese eines moglichen auf Diversitét selektio-
nierten Lokus in dieser Richtung — moglicherweise das dortige var-Gencluster. Die
Aufklarung der gegenseitigen Beeinflussung von hochselektionierten Resistenzgenen
und variablen Antigenen in P. falciparum wére, nicht zuletzt im Angesicht zukiinftig

sich entwickelnder Resistenzen, ein wichtiges Forschungsprojekt.
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4.4 Diversitit des msp2-Lokus in Lambaréné

Lokaler msp2-Genpool im Verlauf der Jahre Die Analyse von 73 Proben
aus den Jahren 2005 — 07 zeigte, dass das FC27-Allel mit 83% deutlich haufiger
vorlag als das 3D7-Allel (41%). Diese Ergebnisse sind konsistent mit vorigen Stu-
dien in Lambaréné, die ebenfalls eine Dominanz des FC27-Allels festgestellt hatten
[Mayengue et al. (2004), Missinou et al. (2004)]. Interessanterweise hatten Kun et al.
(1998) in Proben aus den Jahren 1995/96 mehr 3D7- als FC27-Allele gefunden (72%
bzw. 54%), was moglicherweise auf eine stetige Zunahme der FC27-Allele seit die-
sem Zeitpunkt hindeutet. Anzumerken wire hierbei, dass wir bei Aufschliisselung
der aktuellen Population nach einzelnen Jahren eine Zunahme der 3D7-Pravalenz
von 2005 nach 2007 verzeichnen konnten.

Ein Fragmentldngenvergleich zeigte die Dominanz eines FC27-Allels der Linge
137 Aminosiuren; seine Priavalenz lag bei 70% der FC27-positiven und 40% aller
Proben. Mayengue et al. (2004) hatten ebenfalls die Dominanz dieses Allels festge-
stellt, hier lag die Pravalenz bei 35% aller Proben. Trotz der ausgesprochen hohen
Diversitét des msp2-Lokus (siehe auch Seite 75) lidsst sich demnach — zumindest fir
die FC27-Allelgruppe — das dominante Vorliegen einer bestimmten Fragmentlinge
(137 Aminosiuren) in Lambaréné feststellen. In diesem Kontext ist auch die Beob-
achtung interessant, dass einige der FC27-Allele der Jahre 2005 — 07 sequenzgleich
waren zu Allelen, die von Mayengue et al. (2004) in Lambaréné-Proben der Jahre
2000/01 beschrieben worden waren. Dies deutet auf eine gewisse Konstanz bestimm-
ter Allele iiber die Jahre hin.

Diversititsvergleich der 3D7- und FC27-Allelgruppe Die Diversitéit des
msp2-Lokus wurde nur bei Allelunterscheidung auf Grund der exakten Aminosaure-
sequenz korrekt erfasst. Hierbei zeigten beide Allelgruppen eine dhnliche hohe Di-
versitat mit H.-Werten von 0,98 fiir die 3D7- bzw. 0,96 fiir die FC27-Gruppe.
Allerdings wies die 8D7-Gruppe einige Merkmale hoherer Diversitiat auf, wie bei-
spielsweise eine groflere Anzahl Proben, die einmalige Allele besaflen. Zudem waren
die einzelnen Allele innerhalb der 3D7-Gruppe meist sehr weit voneinander entfernt,
wihrend die FC27-Allele sich oft nur an einzelnen Aminosduren unterschieden.
Bei Diversitatsermittlung ausschliefilich nach der Lange der Fragmente wurde
die Diversitat der FC27-Gruppe unterschétzt. Die H.-Werte lagen hier fiir D7 bei
0,98, fiir FC27 nur bei 0,43. Dieser Unterschied lasst sich darauf zuriickfiithren, dass
der Grof3teil der 3D7-Allele als Unikate vorlag, sich die FC27-Allele hingegen auf
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einige wenige Léngen verteilten und etwa 3/4 der Proben die gleiche Lénge auf-
wiesen. Ein dhnliches Bild hatte sich ebenso bei Mayengue et al. (2004) gezeigt.
Der Grund fiir diese unterschiedliche Verteilung der Fragmentléingen ist in der an-
dersartige Allelstruktur beider Gruppen zu sehen: Wihrend die FC27-Allele einem
streng modularen Aufbau folgten, war der Aufbau der 3D7-Allele weit freier und
weniger geordnet gestaltet. Léngendifferenzen der FC27-Allele wurden durch ei-
ne unterschiedliche Anzahl Wiederholungen zweier Module der Langen 32 bzw. 12
Aminosduren generiert (in dieser Arbeit als Modul 2 bzw. 4 gekennzeichnet). Die
Bedeutung dieser zwei Module war bereits zuvor beschrieben worden [Smythe et al.
(1991), Felger et al. (1994), Felger et al. (1997)] und scheint weltweit konserviert zu
sein [Ferreira und Hartl (2007)].

Um die Diversitdt der Lambaréné- FC27-Allele in einen weltweiten Rahmen zu
setzen, verglichen wir die Anzahl verschiedener Modulrepeats. In 40 Lambaréné-
FC27-Allelen lag Modul 2 ein- oder dreimal, Modul 4 null- bis fiinfmal vor. Die
von Ferreira und Hartl (2007) in 195 weltweit gesammelten FC27-Proben (davon
65 aus Afrika) erfassten Moglichkeiten betrugen fiir ersteres Modul ein- bis viermal,
fiir letzteres ebenfalls null- bis fiinfmal. Dies zeigt die Lamabaréné-Population als
im weltweiten Vergleich sehr divers.

Interessanterweise befand sich die iiberwiegende Mehrheit der SNPs bzw. der
Aminosaurepolymorphismen, die fiir die weitere Alleldifferenzierug verantworlich
zeichneten, in eben beschriebenen repetitiven Modulen. Ferreira und Hartl (2007)
konnten durch Sequenzanalyse verschiedene Haplotypen abgrenzen: 15 unterschied-
liche Haplotypen fiir Modul 2, 13 fiir Modul 4. Im Vergleich dazu fanden sich in
Lambaréné 11 Haplotypen fiir Modul 2, wobei 5 hiervon nicht in der Arbeit von
Ferreira und Hartl (2007) auftraten. Modul 4 zeigte sich in Lambaréné weniger di-
vers mit lediglich 5 Haplotypen. Abschliefend ist anzumerken, dass auch Ferreira
und Hartl (2007) das auflerordentlich Potenzial zur Sequenzvariation innerhalb der

3D7-Gruppe hervorhuben.

Vergleich verschiedener Methoden zur Allelerfassung Aufgrund seiner ho-
hen Diversitiat wird der msp2-Lokus gerne zur Genotypisierung von Feldisolaten
verwendet [Prescott et al. (1994)]. Hier stehen als Methoden — neben der bloBen
Unterschiedung in 3D7- oder FC27-Allel durch eine spezifische PCR — Grofienbe-
stimmung der PCR-Fragmente mittels Gelelektrophorese, Restriktionsverdau sowie
Sequenzierung zur Verfiigung. Auf Grundlage dieser Arbeit soll im Folgenden kurz

auf die Schwierigkeiten der jeweiligen Methode eingegangen werden.
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Die Unterscheidung nach Fragmentlangen scheint zur Differenzierung von 3D7-
Allelen ein recht adidquates Mittel zu sein, zumindest in der von uns untersuchten
Population konnten wir kaum 3D7-Allele unterschiedlicher Sequenz aber gleicher
Lange feststellen. Jedoch fanden wir unter den FC27-Allelen nur sieben verschiede-
ne Fragmentlangen. 70% der FC27-Allele zeigten hier die gleiche Lénge, beinhalteten
nach Sequenzauswertung jedoch 15 distinkte Allele. Insgesamt scheint also diese Me-
thode — insbesondere in Populationen, in denen eine Fragmentldnge stark dominant
vorliegt — keine ausreichende Alleldifferenzierung zu ermaoglichen.

Wir konnten mit dem Restriktionsverdau durch die Endonukleasen Alul, Ddel,
Hinfl und Rsal keine zufriedenstellenden Ergebnisse erzielen. Hier stellte sich das
grundséatzliche Problem, dass die verwendeten Enzyme an keinem der Aminoséure-
polymorphismen der von uns untersuchten FC27-Allele eine Schnittstelle besaflen.
So konnte auch mittels Restriktionsverdau nicht zwischen FC27-Allelen gleicher Mo-
dulzusammensetzung (damit gleicher Lénge) jedoch unterschiedlicher Aminoséure-
polymorphismen differenziert werden.

Die Sequenzierung von Allelen stellt sicherlich das genaueste Verfahren zur Al-
lelunterscheidung dar. Insbesondere im Falle der FC27-Allelgruppe scheint sie als
einzige Methode eine adédquate Erfassung der Diversitédt zu bieten. Auf Grund des
hohen technischen sowie finanziellen Aufwands ist diese Methode unter Feldbedin-

gungen jedoch in der Regel nicht durchfiihrbar.

Der msp2-Lokus als unabhingiger Diversitdtsmarker Neben der Charakte-
risierung einzelner Isolate lésst sich der msp2-Lokus auch als Diversitdtsmarker einer
Population verwenden. Es muss hier jedoch kurz auf die Unterschiede zu Mikrosa-
telliten, welche ebenfalls gerne als Diversitdtsmarker eingesetzt werden, hingewiesen
werden. Zum einen ist der Modus der Diversitatsgenerierung grundsétzlich verschie-
den. Mikrosatelliten stellen kurze Repeats weniger Basenpaare dar, im Falle von P.
falciparum meist (T'),, oder (T'A),, [Su und Wellems (1996)]. Der msp2-Lokus teilt
sich in zwei dimorphe Gruppen [Smythe et al. (1991)], Allele innerhalb einer Grup-
pe unterscheiden sich in Modulaufbau und SNPs. Zum anderen handelt es sich bei
Mikrosatelliten in der Regel um neutrale Marker [Su und Wootton (2004)], wahrend
das msp2-Gen ein vom Immunsystem auf Diversitéit selektioniertes Antigen darstellt
[Hughes und Hughes (1995), Escalante et al. (1998)].

In der von uns untersuchten Population in Lambaréné konnten wir fiir den msp2-
Lokus (auf Basis der Nukleinsduresequenz) eine erwartete Heterozygotie (H,) von

0,98 ermitteln, entsprechend einer auflerordentlich hohen Diversitédt. Im Vergleich
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dazu lag der H.-Wert am innerhalb des pfcrt-Gens befindlichen Mikrosatelliten
B5M47 bei 0,11 in anndhernd derselben Population. Unselektionierte Mikrosatel-
liten zeigten H.-Werte von 0,76 — 0,80 in afrikanischen Parasiten [Anderson et al.
(2000)], diese Werte lagen signifikant unterhalb des H.-Wertes fiir den msp2-Lokus
(p < 0,0001). Diese Daten stehen in Einklang mit einer starken Selektion des msp2-

Lokus in Lambaréné in Richtung héherer Diversitét.

4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Wir konnten zeigen, dass 2—4 Jahre nach Entfernen von Chloroquin aus den nationa-
len Therapierichtlinien wieder Chloroquin-sensitive Parasiten nach Lambaréné, Ga-
bun zuriickgekehrt sind. Jedoch stellen resistente Parasiten weiterhin die iiberwélti-
gende Mehrheit der Population dar. Die Sensitivitdtsentwicklung in Lambaréné ist
demnach deutlich weniger stark ausgeprigt, als es in Malawi beobachtet wurde.
Griinde hierfiir mogen in der geringeren Ausgangsmenge sensitiver Parasiten in
Lambaréné und einer eventuell weniger rigorosen Minimierung der Chloroquinver-
wendung liegen. In jedem Fall ist der Wiedereinsatz von Chloroquin zur Malariabe-
handlung keine Option fiir die ndhere Zukunft. Dennoch wéare regelméfliges Screenen
der lokalen Parasitenpopulation sinnvoll zur weiteren Verfolgung der Entwicklung.
Auch wire es interessant zu ermitteln, in welchem Umfang Chloroquin weiterhin
erhéltlich ist und konsumiert wird, um die Umsetzung der neuen Therapierichtlini-
nen gegebenenfalls zu optimieren.

Durch Sequenzierung des pfert-Allels der neu aufgetretenen sensitiven Isolate
konnten wir nachweisen, dass diese iiber das vollstandige Wildtypallel verfiigten, wo-
mit eine Riickmutation vormals resistenter Parasiten als Entstehungsmechanismus
ausgeschlossen wurde. Analyse der sensitiven Haplotypen erbrachte zwei verschiede-
ne Varianten: Erstere unterschied sich vollkommen von der resistenten Population,
so dass davon ausgegangen werden kann, dass diese von auflerhalb eingewanderte
sensitive Parasiten darstellte. Die zweite Variante zeigte einen Haplotyp, der bis
20kb upstream des pfert-Gens identisch zum lokal dominanten resistenten Haplo-
typen war, anschlieBend divergierten die Sequenzen. Hier liegt die Hypothese nahe,
dass es sich um einen bereits in die lokale resistente Population eingekreuzten Para-
siten handelte.

Die Haplotypenanalyse der resistenten Population erbrachte das Vorliegen ei-
nes dominanten Lambaréné-Haplotypen, welcher sich lediglich am 57 kb downstream

des pfert-Gens gelegenen Mikrosatelliten PE14F vom afrikanischen Haupthaploty-
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pen unterschied. Die Konservierung des dominanten Haplotypen war allgemein sehr
hoch, insbesondere war jedoch die upstream des pfcrt-Lokus gelegene Region stark
konserviert. Dies stiitzt die oben formulierte Hypothese, dass der sensitive Parasit,
der in der upstream-Region seines Haplotypens identisch zum lokalen resistenten
Haplotypen ist, diesen Teil durch Einkreuzen in die lokale resistente Population
erhalten hat. Eine statistische Auswertung dieser Fragestellung zeigte, dass die Hy-
pothese des Einkreuzens fiir diesen Stamm iiber hundertfach wahrscheinlicher ist,
als dass per Zufall ein sensitiver Stamm iiber einen teilweise resistenten Haplotypen
verfiigt.

Auch die Untersuchung des msp2-Lokus spricht fiir diese Hypothese. Wahrend
die eingewanderten Parasiten hier keine typischen Lambaréné-Allele zeigten, war
das Allel des eingekreuzten Isolates sequenzgleich zu den Allelen einiger Parasiten
der aktuellen resistenten Population als auch aus den Jahren 2000/01. Bei Alleldiffe-
renzierung nach Fragmentldangen stellte dieses Allel das dominante Lambaréné-Allel
dar, welches 40% der aktuellen Population umfasste. Wir vertreten also die Hy-
pothese, dass durch Einwandern und anschlieSendes Einkreuzen sensitive Parasiten
nach Lambaréné zuriickgekehrt sind. Wir sind demnach die ersten, die ein Modell fiir
den genetischen Mechanismus der Riickkehr von Chloroquin-Sensitivitéit in ehemals
vollkommen resistente Populationen aufstellen konnten.

Die Konservierung des dominanten Haplotypen war allgemein sehr hoch, nahm
aber von 1995/96 nach 2005—07 ab, wobei sich interessanterweise die groite Konser-
vierungsreduktion bereits vor Anderung der nationalen Therapierichtlinien vollzogen
hatte. Der Riickgang der Konservierung war nur schwach ausgeprigt, was mit der
ebenfalls méfBigen Riickkehr sensitiver Parasiten in Einklang steht. Bei Betrachtung
des Diversitatsverlaufes um den pfert-Lokus — also des AusmaBes des selective sweeps
— fiel eine ausgepréigte Asymmetrie auf: In der Region upstream des pfert-Gens zeigte
sich eine deutlich niedrigere Diversitét als downstream. Im Laufe der Jahre akzentu-
ierte sich die beobachtete Asymmetrie. Dies wurde von uns mit einer auf Diversitat
zielenden Selektion des downstream gelegenen wvar-Genclusters, welches fiir eines
der wichtigsten Antigene von P. falciparum kodiert, in Verbindung gebracht. Eine
erhohte Konservierung dieser Antigene konnte einen fitness cost resistenter Parasi-
ten darstellen und so Ursache der Riickkehr sensitiver Parasiten unter Abwesenheit
von Chloroquindruck darstellen. Es handelt sich hierbei jedoch lediglich um eine

Hypothese, welche in zukiinftigen Arbeiten ndher beleuchtet werden sollte.



Kapitel 5
Zusammenfassung

Die weltweite Ausbreitung Chloroquin-resistenter Plasmodium falciparum Stdmme
stellt ein grofles Problem bei der Behandlung der Malaria tropica dar. Vor Kurzem
wurde aus Malawi jedoch eine umfangreiche Riickkehr sensitiver Stamme berichtet,
nachdem dort der Einsatz von Chloroquin vor Jahren erfolgreich unterbunden wor-
den war. Diese Beobachtung wirft zwei grundlegende Fragen auf: erstens, ob es sich
hierbei um ein weltweit reproduzierbares Phdnomen handelt, und zweitens, welcher

genetische Mechanismus dem zu Grunde liegt.

In dieser Arbeit wurde versucht, diesen Fragen an Hand der ehemals zu 100%
resistenten Region von Lambaréné, Gabun, nachzugehen, wo Chloroquin im Jahre
2003 aus den nationalen Therapieleitlinien entfernt worden war. Wir untersuch-
ten parasitire DNA aus 145 Proben der Jahre 2005 — 07 auf das vorliegende Al-
lel des Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter (pfert), dem fur
Chlorquin-Resistenz verantwortlichen Gen. Mit insgesamt vier sensitiven Isolaten

(3%) konnten wir einen signifikanten Anstieg der Sensitivitét feststellen (p = 0,026).

Auf Grund eines selective sweeps sind in resistenten Parasiten neben dem pf-
crt-Allel auch die benachbarten chromosomalen Regionen weitgehend konserviert.
Mittels Analyse der Haplotypen — bestimmt durch Sequenzierung von Mikrosatel-
litenmarkern — konnte daher der jeweilige genetische Hintergrund von resistenten
sowie sensitiven Stammen charakterisiert werden. Eine Untersuchung von 132 resis-
tenten Proben aus den Jahren 1995 — 2002 zeigte das Vorliegen eines lokal dominan-
ten resistenten Haplotypen. Der Konservierungsgrad dieses Haplotypen war zu allen
Zeitpunkten hoch, nahm im Laufe der Jahre jedoch ab. Im Gegensatz hierzu zeig-
ten die sensitiven Isolate zwei verschiedene Varianten von Haplotypen — einen ohne

jegliche Ahnlichkeiten zur lokalen resistenten Population und einen, der auf einer
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Lange von mindestens 27 kb identisch zum lokal dominanten resistenten Haploytpen
war.

Diese Daten legen nahe, dass eine Abnahme des vormals durch Chloroquin
ausgeiibten Selektionsdruckes eine Riickkehr sensitiver Stdmme nach Lambaréné
ermoglichte — wenn auch nur in begrenztem Ausmafl. Durch Einkreuzen konnte sich

das sensitive Allel in der lokalen resistenten Population etablieren.



Anhang A

Patientendaten
ID Datum ID Datum ID | Datum
M1 | 23.04.95 MS0 | 26.11.96 S57 | 25.01.96
M2 | 11.11.95 M83 | 05.08.96 S59 | 06.06.96
M4 | 08.03.96 M94 | 14.11.96 S60 | 26.01.96
M8 | 28.06.95 M96 | 30.11.96 62 | 20.05.96
M30 | 15.12.95 S21 | 20.04.95 65 | 18.02.96
M36 | 29.09.95 $23 | 03.05.95 S67 | 28.02.96
M37 | 29.09.95 S25 | 04.05.95 S71 | 22.03.96
M43 | 08.08.95 $28 | 22.09.95 S75 | 15.04.96
M48 | 07.10.95 S35 | 28.06.95 S78 | 04.05.96
M56 | 05.02.96 $37 | 29.06.95 S79 | 08.05.96
M59 | 05.02.96 S44 | 17.07.95 S80 | 09.05.96
M64 | 09.05.96 S45 | 17.07.95 S84 | 18.07.96
M65 | 01.03.96 S50 | 16.10.95 S86 | 05.09.96
M67 | 04.04.96 S52 | 22.11.95 S90 | 26.09.96
M72 | 07.06.96 S54 | 04.12.95 95 | 09.10.96
M77 | 12.07.96 S55 | 04.12.95 S96 | 10.10.96

Tabelle A.1: Verwendete Proben der 1/95C-Studie.

Angegeben ist die Patientenidentifikationsnummer (ID) sowie das Entnahmedatum.
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ID | Datum ID Datum ID Datum ID Datum
N1 01.11.02 N17 | 08.11.02 N29 | 12.11.02 N49 | 21.11.02
N2 01.11.02 N18 | 08.11.02 N30 | 12.11.02 N50 | 22.11.02
N3 | 01.11.02 N19 | 08.11.02 N33 | 15.11.02 Nb51 | 23.11.02
N4 | 02.11.02 N20 | 08.11.02 N34 | 15.11.02 N52 | 23.11.02
N5 03.11.02 N21 | 10.11.02 N35 | 15.11.02 Nb3 | 24.11.02
N7 | 03.11.02 N22 | 10.11.02 N36 | 15.11.02 Nb54 | 24.11.02
N8 | 03.11.02 N23 | 10.11.02 N37 | 15.11.02 Nb55 | 25.11.02
N10 | 04.11.02 N24 | 10.11.02 N39 | 16.11.02 Nb56 | 25.11.02
N12 | 04.11.02 N25 | 10.11.02 N40 | 19.11.02 N59 | 04.12.02
N13 | 04.11.02 N26 | 11.11.02 N43 | 21.11.02 N60 | xx.12.02
N14 | 07.11.02 N27 | 11.11.02 N44 | 21.11.02 N61 | 18.12.02
N15 | 08.11.02 N28 | 12.11.02 N48 | 21.11.02 N63 | 19.12.02
Tabelle A.2: Verwendete Proben der 2002-Studie.
Angegeben ist die Patientenidentifikationsnummer (ID) sowie das Entnahmedatum.
ID Datum ID Datum ID Datum ID Datum
TDU1 25.04.05 TDU22 | 26.06.05 FED3 | 30.09.05 TDRS 19.01.06
TDU2 20.04.05 TDU23 | 05.07.05 FED4 | 20.09.05 TDRY9 | 30.01.06
TDU3 | 03.05.05 TDU24 | 05.07.05 FED5 03.10.05 TDR10 | 30.01.06
TDU4 | 20.04.05 TDU25 | 27.06.05 FED6 | 03.10.05 TDR11 | 13.02.06
TDUS 13.05.05 TDU26 | 12.06.05 FED7 | 06.10.05 TDR12 | 13.02.06
TDUG6 13.05.05 TDU27 | 18.06.05 FEDS8 | 06.10.05 TDR13 | 19.02.06
TDU7 19.05.05 TDU28 | 14.07.05 FED9 11.10.05 TDR14 | 19.02.06
TDUS 16.05.05 TDU29 | 21.07.05 FED10 | 11.10.05 TDR15 | 23.02.06
TDU9 24.05.05 TDU30 | 21.07.05 FED11 | 10.10.05 TDR16 | 23.02.06
TDU10 | 24.05.05 TDU31 | 29.07.05 FED12 | 10.10.05 TDR17 | 12.03.06
TDUI11 | 01.06.05 TDU32 | 29.07.05 FED13 | 17.10.05 TDRI18 | 12.03.06
TDU12 | 01.06.05 TDU33 | 04.10.05 FED14 | 17.10.05 TDR19 | 16.03.06
TDU13 | 04.06.05 TDU34 | 04.10.05 FEDI15 | 16.10.05 TDR20 | 09.09.06
TDU14 | 04.06.05 TDU35 | 08.10.05 FED16 | 20.10.05 TDR21 | 20.03.06
TDU15 | 09.06.05 TDU36 | 08.10.05 TDR1 | 30.12.05 TDR22 | 20.03.06
TDU16 | 09.06.05 TDU37 | 05.10.05 TDR2 | 30.12.05 TDR23 | 24.03.06
TDU17 | 15.06.05 TDU38 | 11.10.05 TDR3 | 12.01.06 TDR24 | 21.03.06
TDUI18 | 15.06.05 TDU39 | 14.10.05 TDR4 | 12.01.06 TDR25 | 03.04.06
TDU19 | 21.06.05 TDU40 | 14.10.05 TDR5 | 16.01.06 TDR26 | 03.04.06
TDU20 | 21.06.05 FED1 26.09.05 TDR6 | 16.01.06
TDU21 | 30.06.05 FED2 26.09.05 TDR7 | 19.01.06

Tabelle A.3: Verwendete Proben der Ferroquin-Toleranz-Studie.

Angegeben ist die Patientenidentifikationsnummer (ID) sowie das Entnahmedatum.
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ID Datum 1D Datum ID Datum ID ‘ Datum
BOE 15.08.06 MAF 26.03.07 MMY | 19.02.07 NP 07.07.06
EBA 1 | 19.02.07 MLP 1 | 12.02.07 MOA | 03.08.06 NYA | 19.02.07
EBA 2 | 12.03.07 MLP 2 | 19.03.07 MOL | 12.03.07 NZA | 07.07.06
EJN 19.02.07 MMP 19.02.07 NGA | 19.02.07 PAG | 07.03.07
EOF 19.03.07 MMR | 22.08.06 NGD | 19.02.07

Tabelle A.4: Verwendete Proben der Antigen-Diversitiats-Studie.

Angegeben ist die Patientenidentifikationsnummer (ID) sowie das Entnahmedatum.

ID Datum ID Datum ID Datum
L1547 a2d0 | 02.01.06 L2021 a2d0 | 27.03.06 L2368 ald2 | 23.01.06
L1568 ald2 | 04.01.06 L2168 ald0 | 27.02.07 L2374 ald0 | 27.05.06
L1714 a3d2 | 15.01.06 L2200 a2d0 | 23.01.06 L2382 a2d2 | 11.09.06
L1725 ald0 | 15.02.06 L2302 ald0 | 11.01.06 L2382 a3d0 | 27.10.06
L1882 ald0 | 05.05.06 L2302 a2d2 | 18.04.06 L2382 a4d0 | 08.12.06
L1884 ald0 | 30.05.06 L2332 a2d0 | 31.07.06 L1629 ald2 | 14.02.06
L1928 al1d0 | 16.03.06 L2332 a3d0 | 24.08.06 L2202 a4d0 | 01.04.06
L1960 a2d2 | 31.08.06 L2332 a4d0 | 25.09.06 L2321 aldO | 01.02.06
L2010 a4d0 | 12.05.06 L2334 a2d0 | 16.03.07

Tabelle A.5: Verwendete Proben der IPTi-Studie.

Angegeben ist die Patientenidentifikationsnummer (ID) sowie das Entnahmedatum.

ID Datum 1D Datum ID Datum
SP1 | 20.03.07 SP14 | 05.05.07 SpP27 13.06.07
SP2 | 20.03.07 SP15 | 05.05.07 SP28 18.06.07
SP3 | 20.03.07 SP16 | 05.05.07 SP29 21.06.07
SP4 | 27.03.07 SP17 | 07.05.07 SP2 T 17.04.07
SP5 | 27.03.07 SP18 | 12.05.07 SP5 T 18.04.07
SP6 | 27.03.07 SP19 | 13.05.07 SP7T 22.04.07
SP7 | 30.03.07 SP20 | 13.05.07 SP13 T | 25.05.07
SP8 | 01.04.07 SP21 | 31.05.07 SP14 T | 02.06.07
SP9 | 04.04.07 SP22 | 03.06.07 SP15 T* | 21.05.07
SP10 | 05.04.07 SP23 | 07.06.07 SP18 T | 09.06.07
SP11 | 21.04.07 SP24 | 10.06.07 SP19 T | 10.06.07
SP12 | 23.04.07 SP25 | 13.06.07 SP20 T | 10.06.07
SP13 | 27.04.07 SP26 | 13.06.07

Tabelle A.6: Verwendete Proben der SP-Wirksamkeitsstudie.
Angegeben ist die Patientenidentifikationsnummer (ID) sowie das Entnahmedatum.

*fiir die Probe SP15 T wurde der genotypische Nachweis erbracht, dass es sich um eine andere
Infektion als SP15 handelt
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DLLDYVYDVOVVVVVLLLYLVVIDLLLLLLLYLYVIDOLLVIVIVVIVIVIVIVL """ VIVLILVIVILVIVILYLYLILVIVLLYLVLLYIVLLVIVLLYLYLY.LVIDVLIVDVDDVY.LIOLOLY
DLLDVVYDVOVVVVVLLLYLVVIDOLLLLLLLYLYVIDOLLVIVIVVIVIVIVIVL """ ° VIVLILVIVILVLIVILYLYLILVIVLLYLVLLYIVLILVIVLLYLVLY.LVIDVIVDVDDVY.LIOLOLY
DLLOVVYDVOVVVVVLLLYLVVIDOLLLLLLLYLYIOLLVIVIVVIVIVIVIVL """ VIVLLVIVILVIVILYLVLILVIVLLYLVLLYIVLLVLVLLYLVLY.LVLIDVLIVOVODVY.LIOLOLY
DLLOVVYDVOVYVVVLLLYLVVIDLLLLLLLYLYIDLLYIVIVVIVIVIVIYL """ " " s s oty LY LIVIVLLVLVVVIVIDV.LYDVDDVVIOLOLY

DLLDYVVOVOVYVVYLILYLIVVIDLLLLLLIYLVIDLIVIVIVVIVIVIVIVL "~ "VIVILVIVLIIVIVILYVIVLILVLIVILYLVLILVIVIIYVIVLILVIVLIVLVIDVLIYOVODVVIDLDLY
DLLDYVVOVOVYVVYLILLYLIVVIDLLLLLLIYIVIDLIVIVIVVIVIVIVIVL "~ "VIVILVIVLILVIVILYIVILVIVILYLVILVIVIIVIVLILVIVLIVLIVIDVLIYOVODVVIDLDLY
DLLOYVVOVOVYVVVLLLYLIVVIDLLLLLLIYIVIDLIVIVIVVIVIVIVIVL """ """ "VIVLIIVIVILVIVILVIVILYLIVILVIVIIVIVLILVIVLIVLIVIDVLIYOVODVVIDLDLY
DLLOYVVOVOVYVVVLILLYLIVVIDLLLLLLIYLVIDLIVIVIVVIVLIVIVIVL "~ "VIVILVIVLIIVIVILVIVILVIVILYLVLILVIVLIVIVILVIVLIVIVIDVLYOVDDVVIDLDLY
DLLOYVVOVOVYVVVLLLYLIVVIDLLLLLLIYLVIOLIVIVIVVIVLIVIVIVL "~ "VIVILVIVLIIVIVILYVLIVILVIVILYLVLILVIVLIVIVLILVIVLVLIVIDVLYOVDDVVIDLDLY
DLLOYVVOVOVYVVYLLLYLVVLIDLLLLLLIYLVIOLIVLVIVVIVLIVIVIVL "~ "VIVILVIVLILVIVILYVLIVILVIVILYLVLLVIVLIVLVLILVIVLVLIVIDOVLYOVDDVVIOLDLY
DLLOYVVOVOVYVVYLLLYLVVLIDLLLLLLIYLVIOLILVLVIVVIVLIVIVLIVL """ ST VIVILVLIVILVIVILYLIVILVIVLILVLIVILVIVLIVLIVIOVLIVOVDDVVIOLDLY
PARRL AL B) RLAAAASRARARAARARARARNA ARARAAR ARARAAR ARARARAR AR ARA AR ARNA AR ARAARARNR AR ARAARARAARARAARARA AR ARAARARAR AR AR S) ) AATARAN §

DLLOYVVOVOVYVVYLLLYLVVLIDLLLLLLIYLVIOLLYVLVIVVIVLVIVLIVL "~ " AARARA AR ARAARARA AR ARAARARA ARARAARARA ARARA AR ARAR AR AR ) RR)AARARAR §
DLLOYVVOVOVYVVYLLLYL VIDLLLLLLLYLVIOLLVLVIVVIVLVIVLIVL "~ " AARARA AR ARAAR AR AR ARAARARA ARARAARARA ARARA AR ARAR AR AR B) RR)AARARAR §
DLLDVVVYDVOVVVVVLLLYIVVIDLLLLLLLYLYVIDLLVIVIVVIVIVIVIVL """ " VIVLILVIVILVIVLILYLVLILVIVILYLVLLYIVLILVIVLLYLVLY.LVLIDVLIVDVDDVVLIDLOLY
DLLDVVYDVOVVVVVLILLYLIVVIDLLLLLLLYLYVIDLLVIVIVVIVIVIVIVL """ " VIVLILVIVILVLIVLILYLVLILVIVLLYLVLLYIVILVIVLLYLYLY.LVLIDVLIVDVDDVVLIDLOLY
DLLDYVYDVOVVVVVLLLYIVVLIDLLLLLLLYLYLIDLLY LY LYV VLVIVIVIVIVIVLLVIVLILY LY LLYIVLLYLVLLY LV LLVIVLLYLVLLVIVLLYLVIVIVIDV.LYDVDDVVLIDLOLY
DLLDVVYDVOVVVVVLLLYLVVLIDLLLLLLLYLYIDLLVIVIVVIVIVIVIVL """ VIVLILVIVILVLIVILYLYLLVIVLLYLVLLYIVLLVIVLLYLYLY.LVLIDVLIVDVDDVYLIOLOLY
DLLDVVYDVOVVVVVLLLYLVVLIDLLLLLLLYLYIDOLLVIVIVVIVIVIVIVL """ VIVLILVIVILVIVILYLYLILVIVLLYLVLLYIVLLVIVLLYLYLY.LVIDVIVDVDDVY.LIOLDLY
DLLOVVYDVOVVVVVLLLYLVVIOLLLLLLLY LY ILDLLVIVIVVIVIVIVIYL """ " " oo VIVILVIVLILYLVLLVIVILVIVLLY.LYLY.LVLIDVIVOVODVY.LIOLOLY
DLLOYVYDVOVYVVVLLLYIVYIDLLLLLLLYLYIDLLYIYVIVVIVIVIVIVL " " "VIVLLVLIVLLVIVILVLVLIVLIVLILVIVLLYLVLLYIVLLYLVIVIVIDV.LYDVDDVVIOLOLY
DLLOYVYDVOVYVVVLLLYLVVLIDLLLLLLLYLYLDLLYIYVIYVVIVIVIVIVL " " " VIVLILVLIVLLVIVILVLVLIVLIVLILVIVLLYLVLLYVIVLLYLVIVIVIDV.LYDVDDVVIOLOLY

DLLOYVVOVOVYVVVLILLYLIVVIDLLLLLLIYLVIDLIVIVIVVIVIVIVIVL " " ° <,H.<HH<H<HH<H<5H<H<HH<H<.E.<.—.«HH«H<HH<H<H.—.4.,:.2H«HU<H<U<OU<<HUHUH<

Tt CUT T LVVLVIVIVLIVL S CVIVILVIVILVIVILYIVILVIVILVLIVLIVIVLIOVLIVNVDDVVIDLDLY

DLLOYVVOVOVYVVVLILLYLIVVIDLLLLLLIYLVIDLIVIVIVVIVLIVIVLIVL "~ "VIVILVIVLIIVIVILYVIVILVIVILYIVILVIVIIVIVLILVIVLIVLIVIDVLYDVDDVVIDLDLY

DLLDYVVOVOVYVVVLLLYLIVVIDLLLLLLIYIVIOLIVIVIVVIVLIVIVIVL "~ "VIVILVIVLILVIVILYVLIVILVIVILYLVLILVIVLIVIVLILVIVLIVLIVIDVLIVOVDDVVIDLDLY

DLLOYVVOVOVYVVYLLLYLIVVLIDLLLLLLIYLVIOLIVLVIVVIVLIVIVIVL "~ "VIVILVIVLILVIVILYVLIVILVLIVILYLVLLVIVLIVIVLILVIVLVLIVIDOVLYOVDDVVIDLDLY
1 1 L 1 1 L 1 1 L L 1 1
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DLLOYYVOVOVYVVVLILIVLIVVIDLLLLLLIYIVIDLIYIVIVVIVIVIVLIVL " * " VIVILYIVILVIVILYVLIVLILVIVILVLIVILVIVLIVIVILVIVLIVIVLIDVLVDVDDYVIDLOLY
DLLOYYVOVOVYYVVLILIVLIVVIDLLLLLLIYVIVIDLIYIVIVVIVLIVIVLIVL "~ * "VIVILYIVLILVIVILVLIVLILVIVILVLIVILVIVLIVLIVILVIVLIVIVLIDVLVDVDDYVIDLOLY
DLLOYYVOVOVYYVVLILIVLIVVIDLLLLLLIYLVIDLIYIVIVVIVLIVIVLIVL "~ "VIVILYIVLILVIVLILVLIVLILVIVLILVLIVILVIVLIVLIVILVIVLVIVLIDVLYDYDDVVIDLDLY
DLLOYYVOVOVYYVYNLLYLVVLIDLLLLLLIYLVIDLILYVIVIVVIVLIVIVLIVL "~ VIVILVIVLIVIVILVIVLILVLIVILVIVLILVLIVILYIVLLYLVIVLVIOVIVOVDOVVLIDLIDLY

DLLOYYVOVOVYYVYLLLYVLVVLIDLLLLLLLYLVIDLLYILVIVVIVLVIVLIVL """ VIVILVIVLLVLIVILYVIVLILVLVILYIVILYLVILYIVLLYVLVIVLVIOVIVOVDOVVLIDOLIOLY
DLLOYYVOVOVYYVYLLLYLVVLIOLLLLLLLYLVIDLLYLVIVVIVLVIVLIVL "~ VIVILVIVLLVLIVILYIVLLYLVILYIVLILYLVILYLVLLYVLVIVLVIOVIYOVDOVVLIDLIOLY
DLLOYYVOVOVYVVYLLLYLVYLIOLLLLLLLY LVIDLLYLVIVVIVLVIVLIVL "~ VLIVILVIVLLYLVILYIVLLYLVILYIVLILYLVILYLYVLLYLVIVLVIOVIYOVDOVVLIOLOLY
DLLOYYVOVOVYYVYLLLYLYYLOLLLLLLLY LYV IOLLYLVIVVIVLVIVLIVL " """ """ VLIVLLVIVLLYLVILYIVLLYLVLILVIVLLYLVILYIYLVIVLDOVLYDYDDVVIDOLOLY
DLLOVVVDVOVYVVVLILLVIVVIDLLLLLLLYLVIDLLVIVLYVVIVIVIVIVL """ " VIVILVIVLLYLVLLVIVILVLVILYLVLLVIVLLYLVLLVLIVLIVLVLOVIVOVDDVVIDLOLY
DLLDVVVDVOVYVVVLILLVIVYLIDLLLLLLLYLVIDLLYIYLYVIVIVIVIVL """ " VIVILVIVLLYLVLLVIVLLYLVILYLYLLVIVLLYLVLLYVLVLIVLVLOVIVOVDDVVIDLOLY
DLLDOVVVDVOVYVVVLILLVIVYLIOLLLLLLLYLVIDLLYIYLYVIVIVIVIVL """ VIVILVIVLLYLVLLVIVLLYLVILYLYLLVIVLLYLVLLYVLVLIVLVLOVIVOVDDOVVIDLOLY
DLLDOVVVYDVOVYVVVLILLVIVYLIOLLLLLLLYLYVIDLLYIYLYVIVIVIVIVL """ VIVILVIVLLYLVLLVIVLLVLVILYLYLLVIVLLYLVLLYLVLYLYLOVIVOVDDOVVIDLIOLY
DLLOVVVYDVOVYVVVLILLVIVYIDLLLLLLLYLYVIDLLY LY LYVIVIVIVIVL """ VIVILVIVLLYLVLLYVIVLILVLVILYLYLLVIVLLYLVLLYLVLYVLYLOVIVOVDDOVVIDLOLY
DLLOVVVDVOVYVVVLILLVIVYIOLLLLLLLYLYIDLLY LY LYVIVIVIVIVL "~ " VIVLLYLIVLIILVIVLLVIVLILYLIVLLVIVLLVLVLILYLIVLLVLVIVIVIDOVLVDVDOVVIDLOLY
DLLOVVVDVOVYVVVLILLVIVYIOLLLLLLLYLYVIOLLY LY LYVIVIVIVIVL " " " VIVLLVLIVLLVIVILVIVLILYLIVLLVIVLLVLYLILVIVLLVIVIVIVIDV.LYDVDDVVIOLOLY

DLLOYVVOVOVYVVVLILIYVLIVYIDLLLLLLIYLVIDLIYIVIVVIVIVIVLIVL " * " VIVILYVIVLILVIVILYVLIVLLVIVILVLIVILVIVLIIVLIVILVIVLIVIVIDVLVOVODYVIDLOLY
DLLOYYVOVOVYVVVLILIVLIVYIDLLLLLLIYLVIDLIYIVIVVIVIVIVLIVL """ " " " " "YIVLIVIVIILVLIVILVIVLIIVIVILVIVLIVIVLIDVLVDVODYVIDLOLY
DLLDYYVOVOVYVVVLILIVLIVYIDLLLLLLIYIVIDLIYIVIVVIVIVIVLIVL " " VIVILYIVLILVIVILYVIVLIIVIVILVLIVILVIVLIVLIVILVIVLIVIVLIDVLVDVDDYVIDLDOLY
DLLOYYVOVOVYYVVLILIVLIVVIDLLLLLLIYVIVIDLIYIVIVVIVIVIVLIVL " "VIVILYIVILVIVLILVLIVLILVIVILVLIVILVIVLIVLIVILVIVLIVIVLIDVLVDVDDYVIDLOLY
DLLDYYVOVOVYYVVLLIVLIVVIDLLLLLLIYVIVIDLIYIVIVVIVLIVIVLIVL "~ "VIVILYIVLILVIVLILYVLIVLILVIVLILVLIVILVIVLIVLIVILVIVLVIVLIDVLYDVDDVVIDLDLY
DLLOYYVOVOVYYVVLLIYVLIVYIDLLLLLLIYLVIDLIYIVIVVIVLIVIVLIVL " "VIVILYIVLILVIVILYLIVLILVIVILYVLVILVIVLIVLIVILVIVLVIVLDOVLYDVDDYVIDLDLY

DLLOYYVOVOVYYVVLLLYVLVVLIDLLLLLLIYLVIDLLYVIVIVVIVLIVIVLIVL "~ <H<HH<H<HH<H<HH<H<HH<H<HH<H<HH<H<HH<H«HH<H<H<H<HO<H<0<UU<<HUHUH<
DLLOYYVOVOVYVVYLLLYLVVLIDLLLLLLLYLVIDLILVLVIVVIVLIVIVLIVL ~ """ : CVIVLLVLIVILYVLIVLILVLIVILYLIVLILVLIVIVLVIOVIVOVDOVVLIOLIOLY
DLLOYYVOVOVYYVYLLLYLVVLIOLLLLLLLYLVIDLLYLVIVVIVLVIVLIVL "~ " VLIVILVIVLLYLIVILYIVLLYLVILYIVLLYLVILYLVLLYLVIVLVIOVIYOVDOVVLIOLOLY
PAREL A AG) QLA AAA AR AR ARJIREANANARMA AR ARNAA AR AR A AR AR AR AR A VLIVILVIVLLYLVVYLYIOVIVOVDOVVLIOLOLY
DLLOVVVDVOVVVVVLILLVIVVIDLLLLLLLYLVIDLLVIVIVVIVIVIVIVL """ " " - rrrrrmresese VIVLILVIVILVLVLILYLIVLILVIVIVIVIDVLVDVDDVVIDLOLY
DLLDOVVVDVOVYVVVLILLVIVVIDLLLLLLLYLVIDLLYVIYVLYVVIVIVIVIVL """ VIVILVIVLLYLVLLVIVLLVLVILYLVLLVIVLLYLVLLYVLIVLIVLVLOVIVOVDDVVIDLOLY
DLLDOVVVYDVOVYVVVLILLVIVYLIOLLLLLLLYLVIDLLY LY LYVIVIVIVIVL """ VIVILVIVLLYLVLLVIVILYLVILYLYLLVIVLLYLVLLYVLIVLIVLYLOVIVOVDDVVIDLOLY
DLLDOVVVDVOVYVVVLILLVIVYLIOLLLLLLLYLYVIDLLY LY LYVIVIVIVIVL """ VIVILVIVLLYLVLLVIVILVLVILYLYLLVIVLLYLVLLYLVLVLYLOVIVOVDDOVVIDLIOLY
DLLOVVVYDVOVYVVVLILLVIVYLIOLLLLLLLYLYVIDLLY LY LYVIVIVIVIVL """ VIVILVIVLLYLVLLVIVLLYLVILYLYLLVIVLLYLVLLYLVLYVLYLOVIVOVDDOVVIDLOLY
DLLOVVVYDVOVYVVVLILLVIVYIOLLLLLLLYLYVIDOLLYIYLYVIVIVIVIVL """ VIVILVIVLLYLVLLVIVLLYLVLILYLYLLVIVLLYLVLLYIVLVLYLOVIVOVDDOVVIDLOLY
DLLOVVVDVOVYVVVLLLVIVYIDLLLLLLLYLYIDLLY LY LYVIVIVIVIVL "~ " " VIVLLVLIVILVIVLLVIVLILYLIVLLVIVLLVLVLLYLVLLVLVIVIVIDOV.LVDVDOVVIDLOLY

DLLOYVVOVOVYVVYLILIYVLIVYLIDLLLLLLIYLVIDLIYIVIVVIVIVIVLIVL " * " VIVILYVIVLILVIVILYVLIVLLVIVILVLIVILVIVIIVLIVILVIVLIVIVLIDVLVOVODYVIDLOLY
DLLOYYVOVOVYVVVLILIVLIVYIDLLLLLLIYLVIDLIYIVIVVIVIVIVLIVL " " VIVILYVIVLILVIVILYVLIVLIIVIVILVLIVIIVIVLIIVLIVILVIVLIVIVLIDVLVDVDDYVIDLOLY
DLLDYYVOVOVYVVVLILIVLIVVIDLLLLLLIYLVIDLIVIVIVVIVIVIVLIVL "~ " VIVILYIVLILVIVILVLIVLIIVIVILVLIVILVIVLIVLIVILVIVLIVIVLIDVLVDVDDYVIDLOLY
S DVDVVVYVVLILLVIVYIDLLLLLLLVIVIDLLYIVIVYIVIVIVIVL  * " "VIVLILVIVLIIVIVILVIVLIIVIVILVIVLIIVIVILVIVLILY.LVIVLIVIOVIVOVDOVVIDIDLY
DLLOYYVOYOVYYVVLILIVLIVVIDLLLLLLIYVIVIDLIYIVIVVIVLIVIVLIVL " " ° <H<.E.<.H<.E.<.H<HH<H<H.H<HEL.«&.<HH<H<HH<H<HH<H<H<H<HU<H<0<oo<<HUHUH<

DLLOYYVOVOVYNVYLLLVLIVVIDLLLLLLIYLVIDLIVIVIVVIVLIVIVLIVL " o STt VIVILVIVLIIVIVILVIVLILYLIVIVLIVIOVIVOVDOVVIDIDLY
DLLOYYVOVOVYVVVLLLYVLIVVLIDLLLLLLLYLVIDLIVLVIVVIVLIVIVLIV.L CVIVLLVIVILYVLIVLILVIVILYLIVLILVIVIVLIVIOVIVOVDOVVLIDLIOLY
DLLOYYVOVOVYYVYLLLYLVVLIOLLLLLLLYLVIDLILYLVIVVIVLIVIVLIVL """ VIVILVIVLLVLIVILYVIVLLYLVILYIVLILYLVILYIVLLYLVIVLVIOVIVOVDOVVLIDLIOLY
DLLOYYVOVOVYYVYLLLYLVVLIOLLLLLLLYLVIDLLYLVIVVIVLVIVLIVL "~ VLIVILVIVLILYLIVILYIVLLYLVILYIVLLYLVILYLVLLYLVIVLVIOVIYOVDOVVLIOLOLY
DLLOYYVOVOVYYVYLLLYLVVLIOLLLLLLLY LVIDLLYLVIVVIVLVIVLIVL "~ VLIVILVIVLLYLVILYIVLLYLVILYIVLLYLVILYLYLLYLVIVLVIOVIYOVDOVVLIOLOLY
DLLDOVVVDVOVYVVVLILLVIVVIDLLLLLLLYLVIDLLVIVLVVIVIVIVIVL """ " VIVILVIVLILYLVLLVIVILVLVILYLVLLVIVLLYLVLLVIVLIVLIVLOVIVOVDDVVIDLOLY
DLLDOVVVDVOVYVVVLILLVIVVIDLLLLLLLYLVIDLLYVIYVLYVVIVIVIVIVL """ " VIVILVIVLILYLVLLVIVILVLVLILYLVLLVIVLLYLVLLYVLIVLIVLVLOVIVOVDDVVIDLOLY
DLLOVVVDVOVVVVVLILLVIVYVIDLLLLLLLYLYVIDLLYIVLYVVIVIVIVIYVL """ " " " " 00 VIVLLVIVILYLVLILYLVLLVIVLLYLVLVLVLIOVLIVDVDOVV.LIDLOLY
DLLOVVVYDVOVYVVVLILLVIVYLIOLLLLLLLYLVIDLLYIYLYVIVIVIVIVL """ VIVILVIVLLYLVLLVIVLLYLVILYLYLLVIVLLYLVLLYLVLIVLYLOVIVOVDDOVVIDLIOLY
DLLOVVVYDVOVYVVVLILLVIVYLIOLLLLLLLYLYVIDLLY LY LYVIVIVIVIVL """ VIVILVIVLLYLVLLVIVLLVLVILYLYLLVIVLLYLVLLYLVLIVLVLOVIVOVDDOVVIDLOLY
DLLOVVVYDVOVYVVVLILLVIVYLIOLLLLLLLYLYVIDLLYIYLYVIVIVIVIVL """ VIVILVIVLLYLVLLVIVLLYLVILYLYLLVIVLLYLVLLYIVLIVLY.LOVIVOVDOVVIDLOLY
PARBLAABLELAAAAARARAR A ARNRRANARAARARARA AR AR AARAR AR AR AR AR ARA AR ANA AR ARA AR ARA AR AR AR ARLAR BYRRLAARARAR |
PARBLAABLELAAAAARARAR A ARNRAAARANAARARARA AR AR AAR AR AR AR AR AR ARA AR ANA AR ARA AR ARA AR AR AR ALAR BYRRLAARARAR |

DLLDYVVOVOVYVVVLILIVLIVVIDLLLLLLIYLVIDLIYIVIVVIVIVIVLIVL " * " VIVILVIVILVIVILYVLIVLILVIVLILVLIVIIVIVLIIVLIVILVIVLIVIVLIDVLVOVODYVIDLOLY

DLLOYYVOVOVYVVVLILIVLIVVIDLLLLLLILYLVIDLIYIVIVVIVIVIVLIVL " " ° <H<.E.<.H<HH<H<HH<H<HH«H«HH<H<HH<H<HH<H<HH<H<H<H<HU<H<0<UO<<HOHUH<

DLLDYYVOVOVYVVVLILIVLIVVIDLLLLLLIYLVIDLIYIVIVVIVLIVIVLIVL " CUt T VIVILVIVLIIVIVILVIVILYLIVIVLIVIOVIVOVDOVVIDIDLY

DLLOYYVOVOVYVVVLLLVLIVVIDLLLLLLIYLVIDLIVIVIVVIVLIVIVLIVL """ " CVIVLIVIVILVIVLIIVIVILVIVLILYLIVIVLIVIDOVIVOVDOVVIDIDLY

DLLDYYVOVOVYYVVLILIVLIVVIDLLLLLLIYLVIDLIYIVIVVIVLIVIVLIVL "~ "VIVILYLIVLILVIVILYLIVLILVIVILVLIVILVIVLIVLIVILVIVLVIVLIDVLYDVDDYVIDLDLY
L 1 1 L 1 1 L 1 1 L 1 1
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OVODLYNOLLLLDIYNOONLYV.LVOVLLLYVIYDLOLYYVIVYLIVYLVYLVYLVVIVVIVVIVVIVVLVVLVVIVYLVVIVVIVVVVDDVVVYYVIVDLLOVYVOVLIVVYOVVYVVVVODDVINNVVLIVVNYONLYLIVOLYVLIVDDLIDLD
o«ooh<<oZHHHUH<HUU«H<<H<OHHHH<4H<UHOH<4...4.‘..4..<<H<<H<<H<<H<<H<<h<<H<<H<<H<<H<<H<<<<oo<<<<<<H<oHHO<<<o<h<<<U<<<<<<<oUU<HH<<<H<<<<0HH<5<UH<<H<UUH0HO
OVODLVVOLLLLOLIV.LOOVLYVLVOVOLLYVIVOLOLY * *° Tt YVLVVLVYLVYIVVIVVIVYLIVYLVYVVDOVVVVVVLVDLLOVVVOVLIVVVDVVVYVVVODDVLILYVVIVYVYOLIVIVDLVYIVDDLOLID
OVDODLVVOLLLLDLIYLOOVLVV.LVOVLLLYVIVDOIOLY * * C T VVLVYLVVIVYIVVIVVIVYIVYLIVYLVYLVYVVDOVVVYVVLIVDLLOVYVOVLVVYOVVYVVVVDDDVILVVYLIVVYVOLLYIVDLYVIVDDLIDLO
OVDODLYVOLLLLDLIYLOOVLVV.LVOVLLLYVIVDOIOLY * * S YVIVVIVYLIVYLIVYLIVYLIVYLIVVIVVIVVIVYVVDDVVVVVVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVYVVYDDDVLIIVVVIVVVYOLLYLIVOLYVLVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLDLIYLOOVLYVLVOVLLLYVIYDLOLY """ """ """ "VYLVVIVVIVVIVVLIVVLIVVLVVLVVLIVVLVVIVVVVODVYVVYVIVOLLOVVYOVLIVVVOVVVYVVVODDVLILYVVVIVVYVOLLYLIVOLYVLYDDLIDLD
OYNDNVNNNNLLOLYLOOVLYVLVOVLILLVVIYDLOLY """ """ """ VY LVYLVYLVVIYVIVVIVYIVYLVY LYY LVYLVVVVDDYVVYVVIVDLLOVYVOVLVVYOVYYVYVVDDDOVINNVYLVYNNOLLYIYNIYVIVDDIOLO
U<ooh<<oHHHHUH<HUU<H<<H4U<HHH<<H<oHUH<<<H<<H4<H<¢H<<H<<H<<H<<H<<H<<H<<H<<H<4H<¢H<<H<<<<Uo<<<4<<H<oHho<<<04H<<<o<<4<<<¢vUUQHH<<<H<<¢<UHH<HUUH<<H<00HUHU
OVDODLYVOLLLLOLY.LOOVLYVLVOVLLLYVIYDLOLY CVVLVYLYVIVVIVYLIVY LYY LYY LYY LVVVYDOVVVYYVLIVDLLOVYYOVLYVYOVYYVYVVDDDOVILVVYLVYVVOLLYIYDLYVIVDDLOLD
“LVOVILLVVLVDIOLY CVYLVYLVYLIVVIVVLIVYLIVYLVY LYY LYY LVYNYDOVVNYYNLYDLLOVYVOVLYVYOVYYVVVVDDOVILVVYLYYYVOLLYIYDLYVIYDDLOLD
OVDDLYDOLLLLDLINDODYNYY.LYOVLLLY VLY DLOLYYY LYY LYY LYY LYY LYV LYV IVVIVY LYY LYV LYY LYY LYY LYV IYVVYDDVYVVYVLIYOLLOVYYOVIVVVOVVYYYVVYODOVLIYVVVIYVNYOLLYINDLYYLYDDLIOLD

OVODLYVOLLLLDLYLOOVLYYLYOVLLLYVLYDIOLY """ " """ """ """ VY LVYLVYLVYLVYLVYLYVIVVIVVLYYLYYVVDOVYVVVV.LYDLLOYVVOVLYYVDYVVYYVVDDDVLLYVVLIVYVYOLLYLYDLVVLVDDLOLD
OVODLVNDLLLLOLYLOOVIVYLYDVLLLYVLIVOLOLY "~ """ """ """ """ VYLVVLVVLIVVLVVLVVLIVVLIVVLIVVLIVYVVODVVVVVVLVDLLOVVVOVLVVVDVVVVVVVIDDVLLYVVLIVVVVDLLYLVDLVVLVDDLOLD
OVODLVYONNNNNLYLOOVIVYLYOVLLLYVLIVOLOLY " """ """ " """ VVIVVLVVLIVVLIVVLIYVIVYLYVIVVLVVLIVVLVYVYDDVYVYVV.LYDLLOVVVOVLYVYDVVYVVVVDDDVLILYVVYLYVYVOLLYIVOLNVLIVDDLOLO
OVDDLVVOLLLLOLYLOOVLIVVLVOVLILLVVLYDLDLY """ """ """ VYLVVLIVVLVVLIVVIVVIVVLIVVLIVYLVYLVY.LVVVVODVVVYVVLIVDLLOVYVOVLVVYDVVVVVVVODDVLILVVYLVVVVOLLYLYVDLYVIVDDLOLO
OVDODLVVOLLLLOLYLOOVLIVVLVOVLILLVVLIYVDLDLY """ """ """ VYLVYLIVVLVVLIVVIVVIVVLIVVLIVYLVYLVY.LVVVVODVVVYVVLIVDLLOVYVOVLVVYDVYVVVVVODDVLILVVYLVYYVOLLYLYVDLYVIVDDLOLO
OVODLVVOLLLLOIYLOOVLYYLVOVLLLYVLIYDIOLY * """ """ """ " " "YYLVVIVVIVVIVVLIVVLIVVIVYLVVIVVIVVVVDDVVVYYVIVDLLOVYVOVLIVVYOVVYVVVVDDDVLILVVVLIVVYVOLLVLIVOLYVLVDDIDLD
OVODLVVOLLLLOIVLOOVLVYLVOVLLLYVLIYDIOLY * """ " - "t Yy LYV LVVLVVIVYLVVIVVIVVVVDDVVVYYVIVDLLOVYVOVLIVVYOVVYVVVVODDVLILVVVLIVVNYOLLVLIVOLYYLIVDDIDLD

OVODLVVOLLLLOLIY.LOOVLYV.LVOVLLLYVIYDLOLYVVIVYIVYLVYLVYLVVIVVIVVIVVIVVLVVLVVIVYLVVIYVVIVVVYDDVYVYYVIVOLLOVYYOVLIVVYOVVYYVVVODDVLILVVVLIVVYVOLLVIVOLYVLVDDIDLD
OVODLVVOLLLLOLIY.LOOVLYV.LVOVLLLYVIYDLOLYYVIVYIVYLVYLVYLVVIVVIVVIVYIVYLVVLIVYIVYLVVIVVIVVVVODVYVYYVIVDLLOVYVOVLIVVYOVVYYVVVODDVLILVVVIVVYVOLLYLIVOLYVLVDDIDLD
OVODLVVOLLLLOLYLONYLYVLVOVLLLYVIVOIOLY """ """ """ "VYIVVIVVIVVIVVIVVLIVVLIVVLIVVLVVIVVIVVVVDDVVVYYVIVOLLOVVVOVLIVVVYOVVYYVVVODDVLILVVVIVVYVOLLYLIVOLYVLYDDIDLD
OVODLYVVONLINDLYNOOYNVVLVOVLLLYVIYOLOLY """ """ " "VVLVVIVVIVVIVVLIVVLIVVLIVVLIVVLIVVIVVIVVVVODVVVVYYVIVOLLOVVVOVLIVVVOVVVYVVVODDVLILVVVIVVVVOLLVIVNLYVLYDDIDLD
OVODLYVOLLLLDLIYLOOVLYVLVOVLLLYVIYOLOLY """ " """ """ "VYLVVIVVIVVIVVLIVVLIVVLIVVLVVLIVVIVVIVVVVODVYVVYVIVOLLOVVVOVLIVVVOVVVYVVVODDVLILVVVIVVYVOLLYLIVOLYYLYDDLIDLD
O<woh<<OHHHHUH<HUU<H<<H<o<HHH<<H<oHUH<<<H<<H<<H<<H<<z<<H<<H<<H<<H<<H<<H<<H<<H<<H<<H<<<<Uo<<<<<<H<wHHO<<<O<H<<<o<<<<<<<0oo<HH<<<H<<<<OHH<H<UH<<H<UUHUHO
OVDODLYVOLLLLOLY.LOOVLYVLVOVLILLVVIVDLOLY <<H<<H<<H<<H<<H<<H<<H<<H<<H<¢H<<H4<<<Uw<<¢<<<H<oHho<<<04H<<40<<<<<<¢Uoo<HH<<4H<<<<UHH<H<OH<<H<®UHOHU
OVDODLYVOLLLLOLY.LOOVLYVLVOVLLLVVIVDLOLY CVVLVYLVYLIVVIVVIVYLIVY.LYYVVDOVVYVVVLVDLLOVYVOVLYVVDVYVYYVVODDVLLYVVLIVYVYDLLYLVDLVVLIVDDLOLID
L DONA A FOAMMARONR ARO) AR A AR [O) AMAR A AR PARAAAAARAARASAAARAARAARAAR AARAARAARAARAARAARAARAARAAA BRLAAAA A AR BARRA AL PAAR AR SAAAAAAA BRRLARA AAAR AL A AR AR SRR A AR SEARA R
(A BRAR A OARMROAR BI0) AR A AR [0) [INREAAR QARIWAAARA AR A ARICARAAR QAR AAR AARAARA ARAAAQAARAARAAR AARAAR BRLAAAAAAR BARRO AL SLAR AR SLAAAAAA BRLARA AAAR A A

OVODLYVOLLLLOLYLOOVLYYLYOVLLLYVLYDLOLY """ """ """~ VY LYY LYY LYY LYV IVVIVY LYY LYY LYY LYY LYVYVDOVVVYVVLYDLLOVYVOVLYVYOVYVVYVVDOOVILVVYLYYYVOLLYLYDLYVIYDDLOLD
OVODLVVYDLLLLOLYLOOVIVYLYOVLLLYVIVDLOLY " """ """ """ """ VVLVYLVVLIVVLVVLIVVLVVLIVVIVYLYVLIVYVVDDVVVVVVLVOLLOVVVOVLYVVOVVVYVVVODDVLLYVVLVVVVOLLYLYDLVV.LYDDLOLO
OVODLVYDLLLLOLYLOOVIVYLYOVLLLYVLIVOLOLY " "~ """ """ """ VVIVVLVVLIVVLIVYLYVIVYLYVIVVLVVLIVVLVYVYDDVYVYVVLVDLLOVVVOVLYVYDVVVVVVVDDDVLLVVYLYVYVOLLVIVOLYVLIVDDLOLO
OVODLVYILLLLOLY.LOOVLVY.LYOVLLLYVIVDLOLYVVLVYLYVIVY LY VIVVLVVIVVLVVLYVIVYLYVIVVLVVLIVVLVYVYDOVYVVVV.LVDLLOVVVOVLYVYDVVYVVVVIDDVLILVVYLYVYVOLLYIVOLYVLIVDDLIOLO
OVODLVVOLLLLOLYLOOVLIVVLVOVLILLVVLYDIDLY """ """ """ VYLVVLIVVLVVLIVVIVVIVVLIVVLIVYLVYLVY.LVVVVODVVVYVVLIVDLLOVYVOVLVVYDVYVVVVVDDDVLILVVYLVYYVOLLYLYVDLYVIVDDLOLO
OVODLVVOLLLLOLIY.LOOVLYY.LVOVLLLYVLYDLOLYYVIVYIVYLVYLVYLVVIVVIVVIVVIVVLVVLVVLVYLVVLYVVIVVVVDDVYVVYYVIVDLLOVYYOVLIVVYOVVYYVVVVDDDVLILVVVLVVYVOLLVLIVOLYYLYDDIDLD
OVODLVVOLLLLOIVLOOVLVVLVOVLLLYVIYDIOLY * """ * " VYLIVVLIVVIVVIVVIVVIVVIVVLIVVLIVVLIVYLVVLVVIVVVVDDVVVYYVIVDLLOVYVOVLIVVYOVVYYVVVDDDVLILVVVLIVVYVOLLVIVOLYVLYDDIDLD
OVODLVVOLLLLOIVLOOVLYYLVOVLLLYVIYDIOLY """ " """ """ " " "YYIVVIVVIVVIVVLIVVLIVVIVYLVVIVVIVVVVDDVVVYYVIVDLLOVYVOVLIVVYOVVYVVVVODDVLILVVVLIVVYVOLLVIVOLYVLVDDIDLD

OVODLVVOLLLLOLIY.LOOVLYV.LVOVLLLYVIYDLOLYVVLIVYIVYLVYLVYLVVIVVIVVIVVIVVLVVIVYIVYLVVIYVVIVVVVDDVYVYYVIVDLLOVYVOVIVVYOVVYYVVVODDVLILVVVLIVVYVOLLVIVOLYYLVDDIDLD
OVODLVVOLLLLOLIYLOOVLVVLVOVLLLYVIVOIOLY " * " " * S VVIVYIVYLIVVLIVYLIVYLIVVIVVIVVIVVLIVYLIVYVVOOVVVVVVLVDLLOVVVOVLIVVVDVYVYYVVODDVLILYVVIVYVYDOLIYLVDLVVLIVDDLIOLID
OVODLVVOLLLLDLIYLOOVLVVLVOVLLLYVIVOLOLY "~ " " ° e CVVLVVLIVVIVVIVVLIVYLVYVVODVVVVVVLVDLLOVYVOVLVVVDVYVVYVVODDVLILYVVIVYVYDLLYVLVDLVVIVDDLOLD
OVODLYNOLLLLDIVLOOVLVVLVOVLLLYVIYOIOLY """ """ """ S VVIVVIVVIVYLIVYLIVYLVYLVVIVVVVDDVVVYYVIVOLLOVYVOVLVVYOVYYVYVVDDOVILVNYLVVVVOLLYIVOLYVIVDDIOLO
OVDODLYVOLLLLDLIYLOOVLVVLVOVLLLYVIVOLOLY """ " ° S YVIVYIVYLIVVLVYLIVVLIVVIVVIVVIVVLIVYLVYVVOOVVYVVVLVDLLOVYVOVLYYVDVYVYYVVODDVLILYYVIVYVYDLLYLVDLVVLIVDDLOLID
OVONLNNONNILDLYNOOVNNYLVONNNLYVIYOLOLY * * " VY LVYLVYLVYLVVIVVIVVIVYLIVYLVVLVVLVVLVVLYVIVVVVODVYVVYVIVOLLOVYVOVLIVVVOVVYYVVVODDVNNNYVLIYNNNONNNIYDOLYNNNDDNDLD

OVODLYVONNINDLYLOOVLYVLVOVNLLYVLYDIOLY """ """ - " " -0 r VY LVYLVYLVVIYVVIVVIVYLVYLYYVVDOVVVVVV.LVDLLOVYVOVLYVVDYYVVYVVODDVLLYVVLIVYVYDLLYLVDLVVLIVDDLOLD
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOVLYVLYOVLLLYVIYDIOLY """ """ """~ VY LVYLVY LYV LYV IVVIVY LYY LYY LYY LYY LVVYVDOVVVYVVLIVDLLOVYYOVLYVYOVYYVYVVDDOVILVVYLVYYVOLLYIYDLYVIVDDLOLD
OVODLYVOLLLLOLYLOOVLYYLYOVLILLYVLYDLOLY """ """ """ """ """ VY LVVLVYLVYLVYLYVIVVIVVIVY.LYYVVOOVVVVVVLVDLLOVYVOVLYVVDYVVYYVVODDVLLYVVLIVYVYOLLYLYDLYVLIVDDLOLD

OVDDLVVOLLLLOLYLODVIVVLVOVLLLYVLYDLOLYVVIVVIVVIVVIVVLVVIVVIYVVLVVLYVVIYVLVVLYVLYVLYVLYVVYDDVVVVVVLVDLLOVVVOVLYVVOVVYVVVVDDOVILVVVLYVVVYOLLYLYVDLYVLVDDLOLD
OVDDLVVOLLLLOLYLODVIVNLYOVLLLYVIYDILOLYVVIVVIVVIVVIVVIVVIVVIVVLVVLYVVIYVVLVVLYVVLIYVVLYVLYVVVVDDVVVVVVIVDLLOVVVOVLYVVOVVYVVVVDDDVINNYNLYNNNOLLYLYDLYVLYVDDLOLD
OVDOLYVOLLLLOLYLIOOYLYV.LVOVLLLYVLYDLOLYVVIVY LYY LVYIVY.LYVLVYIVY.LYVIVYIVYLVVIVYLYVLVVIVYYYDOVYYYYY.LVDLIOVYVOVLIVYYOVVVVYYYDDDVLIIYYY.LYVVVOLLYLVDIYY.LYDDLIDLIO
OVODLVVOLLLLOLYLOOVLYYLYOVILLYYLYDIOLY """ """ """ " """ VYLYVLVVIVYLYVLVY LYY LYV LIVYLYYVVODYYYYYVLIVDLLOVVVOVLIVYVOVYVYYYVDDDVILYVVLVVYYOLLYIYDLYVLVDDIOLD
OVDDLVVOLINNLOLYLIOOYLNVLYOYNLLYVIVDLOLY " """ " """ " VY LVVLVVIVYLVVLIVY LYY LVVIVYLYVLVVYYDOVVVVYYLYDLLOVYYOVLYVYDVYYYVVVDDOVLILYVVIVYYVOLIYIYDLYVIVDDLOLD
OVDOLYVOLLLLOLYLIOOYLYV.LVOVLLLYVLYDLOLYVVIVY LYY LVVIVY. LYY LYY IVY LYV IVY LYY LYV IVY LYV LVYIVYYYDDVVVYYYLVDLIOYYYOVLIVYYOVVVVYYYDDDVIIVYYLYVYVOLLYLVDIYY.LYDDLIDLID
OVDOLVVOLLLLOLYLIOOYLYVLVOVLLLYVLYDLOLYVVIVY LYY LYV IVY. LYY LYY IVY LYV IVYIVY LYV IVY LYY LYY IVYYYODVVVYYYLVDLIOVYYOVLIVYYOVVVVYYYDDOVILVYYLYVVVOLLYLYDIYY.LYDDLIDLID
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OVDOLVVOLLLLOLVIOOVLYVIVOVLLLYVIVDLOLY " ° S VYIVYLVVLVYIVYLVVIVY LYY LVYIVYLYYLVVYYDOVVVVVVLYDLLOVYYOVLVVYDVVYVVVVDDOVLLVVVIVYYVOLIYVIYVOLVVIVDOLOLD
OVDOLVVOLLLLOLVIOOVLYVIVOVLLLYVIVDLOLY "~ * VYLYYLVVIVY LYV LVYIVY LYV IVY LYY LVVIVY LYY VVDDYVVYVVIVDLLOVVVOVLVVVOVYVYYYVODDVILYYVLIVVYYDLLVIYDLYY.LVDDIOLD
OVDOLVVOLLLLOLVIOOVLYVLIVOVLLLYVIVDLOLY * C T YVLVVLVVIVYLVVIVYIVYLVYIVYLYYLVVVYDOVVVVVVLYDLLOVYYOVLVVYDVVYYVVVDDOVLLVVVIVYYVOLILVIYVOLYVIVDDLOLD
OVOOLVVOLLLLOLVLIOOVLYVLVOVLLLYVLVDLOLY """ " " VYLVVIVVLVVLIVYIVVLVVLIVVIVVLVVIVYLVVLVVIVYYYOOVVVYYVLVDLLOVYYOVLIVYYOVVVVVVYDDDOVLILVYYLYVVVOLLYLVDIYVIYDDLIDLIO
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OVODLYVOLLLLOLIY.LOOVLVYLVOVLILYVIYOIDLY """ " """ """ "VYIVVIVVIVVIVVLIVVLIVVLIVVIVVIVVIVVIVVVVDOVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVYVVVDDDVLIIVVVIVVVYOLLYVLIYDLYYLIVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLY.LOOVLVYLVOVLLLYVIVOIOLY """ " """ """ " "YYIVVIVVIVVLIVVLIVVLIVYIVVIVVIVVIVVVVDOVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIIVVVIVVVVOLLYVLIYDLYYLVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLY.LOOVLVY.LVOVLLLYVIVOLOLYY VLYY LVYLVYLVYIVVIVVIVVIVYIVVLVVIVYIVVLVVIVVIVVVVODVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIIVVVIVVVYOLLYLYDLYYLIVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLY.LOOVLVY.LVOVLLLYVIVOLOLYYV LYY LYY LVY VY IVVIVVIVVIVYIVVLVVIVYLVVIVVIVVIVVVVDDVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIIVVVIVVVYVOLLYLYDLYYLVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLDOLIV.LOOVLVYLVOVLLLYVIYOIOLY """ """ """ " "YYIVVIVVLIVVLIVVLIVVIVVIVVIVVIVVVVDDVYVVVVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVVVVVODDVLIVVVIVVVVOLLYLYDLYVLVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLDLIY.LOOVLVYLVOVLLLYVIYOIOLY "~ " """ " " "YYLVVIVVIVVLIVVLVVLIVVLIVVIVVIVVIVVVVODVYVVVVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVYVVVDDDVLIVVVIVVVYOLLYLYDLYYLYDDLIDLD
OVODLYVOLLLLDLY.LOOVLVY.LVOV LLLYVIVOLOLYYY LYY LYY LYV LVVLYVIVVIVYIVYLVY LYV LVYLVV LYV IVVIVVVYODVYVVYYLIVOLLOVVYOVIVVVOVVVYVVVODDVLIVVVIVVVYOLLYLYDLYVLYDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLY.LOOVLYVLVOVLLLYVIVDLOLY CVYLVYLVVLIVVIVVIVYLIVYLVYLVYLVYLVYLVVYYDDYVVYYVIVDLLOVYYOVLVVYOVYVVVVVDDOVILVVYLVYYVOLLYIYDIYVLIVDDLIOLD
ONNDNYNNLNINDNNLOOVLYNLYOYNLLYVIYDLOLY * CVYLVYLVVIVVIVVIVYLIVYLVY LYY LYY LVVLVVYYDOVVVYYVIVOLLOVYYOVLVVYOVYVVVVVDDDNNNYVYLYNNNOLLNIYDLIYNLIYDDNOND
o) AR A FOAMMAROAR AROIO) AR A AR [O) AMAR A AR PARNALAARAARASAAARAARAAR AAR AARAARA ARAARAARAARAARAAR AAA BRLAAAAA AR BARROL AL SYAR AR SAAAAAAA SRR ARA AAAR AL JISARA AR SR A AR EARA M)
o) AR A FOAMMARAR ARO) AR A AR (0L AMAR A AR DARNALAARAARAAAAARAARAAR AAR AARAARA ARAARAARAARAARAAR AAA BRLAAAAA AR BARROL AL SYAR AR SAAAAAAA SRR ARA AAAR AL PARR AR SR A AR QEARAR)
O AR A FOAMMARAR ARSO) AR A AR (0L AMAR A AR DARNALAARA ARANAAARAARAAR AAR AARAARA ARAARAARAAR AARAAR AAA BRLAAAAA AR BARROL AL SYAR AR RAAAAAAA SRR ARA AAAR AL PARR AR SR A AR QEARA M)
OVODLVVDLLLLOLYLOOVLIVYLYOVLLLYVLIVOLOLY " " VVLVVIVVLVVIVVLVVLIVVIVVLVVIVVLVVIVVLVVLIVVIVYVVDOVVVVVVLVDLLOVVYOVLYVVDVVVVVVVIDDVLILYVYLYVVVOLLYVLIVOLYVLIVDDLDLO

OVODLVNDNNLLOLYLOOVLVYLYDVNLLYVIVOLOLY " """ """ """ VVLVYLVVIVYLVVIVVLVVIVVLIVYLVVIVYLYVVVDDOVVVVVVLIVDLLOVYVOVLIVVVOVVVVYVVDDDNLLVYNINYVNYDLLYLVDLINNINDDLIDLD
OVDDLVVOLLLLOLY.LOOVLIVVLVOVLLLVVLIYDLDLY """ """ " """ "" VVLVVLVVLIVVLVVLVVIVVIVVLIVVLIVVLVYVVDOVVVVVVLVDLLOVVVOVLVVVOVVVVYVVODDVLLYVVLIVYVVOLLYLVDLVVLIVDDLDLID
OVDDLVVOLLLLOLY.LOOVLIVVLVOVLLLYVIYVDIDLY """ " """ "" VYLVYLVVLIVVIVVIVVIVVLIVYLVYLVY.LVYLVVYVODYVVYVVLIVOLLOVYVOVLVVYDVVVVVVVODIVILVVYLVYVVOLLYIVDLIYVIVDDLIDLO
OVODLYVOLLLLOLY.LOOVLVYLVOVLILYVIYDIDLY """ " """ """ " "VYLVVIVVIVVIVVIVVLIVVLIVYLVVIVVIVVIVVVVDOVYVVYVIVOLLOVVVOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIIVVVLIVVVYOLLYVLIYDLYYLIVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLY.LOOVLIVYLVOVLILYVIVOIOLY "~ " " """ """ "VYLVVIVVIVVIVVIVVLIVVLIVYLIVVLIVVIVVIVVVVDOVYVVYVIVOLLOVVVOVIVVVOVVVYVVVDDDVLIIVVVLIVVVYOLLYVLIYDLVYLIVDDLIDLD
OVODLVVOLLLLOLIY.LOOVLVY.LVOVLLLYVIVOLOLYYVLIYYLVYLVYLVYLVVIVVIVVIVYIVVLVVLVYLVVIVVIVVIVVVVDOVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVYVVVDDDVLIIVVVIVVVYOLLYVLIYDLVYLIVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLYLOOVLVYLVOVLLLYVIVOIOLY * """ """ " " " " " YYIVVLIVVLIVVLIVVLIVVIVVIVVIVVVVDOVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVVVVVODDVLIIVVVIVVVYOLLYLIYDLYYLIVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLY.LOOVLVYLVOVLLLYVIVOIOLY "~ " """ " " "VYIVVIVVIVVIVVLIVVLIVVLIVYIVVIVVIVVIVVVVDDVYVVYVLIVOLILOVVVOVIVVVOVVVVVVVODDVLIVVVIVVVVOLLYLYDLYYLVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLY.LOOVLVYLVOVLLLYVIVOIOLY "~ " """ " " "VYIVVIVVIVVIVVLIVVLVVLIVYIVVIVVIVVIVVVVDDVYVVVVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVYVVVDDDVLIVVVIVVVVOLLYLYDLYVLVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLDLYNOOVLYY.LVOVNLLYVIVOLOLYYY LYY LYY LVV VY LVVIVVIVYIVYIVVLVVLVYLVVIVVIVVIVVVVODVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVYVVVODDVLINYNLYVNYONININDLYYLYDDLIDLD
OVODLYVOLLLLDLY.LOOVLVVLVOVLILLYVIYVDLOLY e e S VYLVYLVVLIVVIVVIVVIVVLIVYVVOOVVVVVVLVOLLOVVYOVIVYVOVVVYVVVODDVLIVYVIVVVYOLLYLYDLYVLVDDLIDLD

OVODLYVOLLLLDLY.LOOVLYYLVOV LLLYVIVOLOLYYY LYY LYY LYY LYV LYV IVVIVYIVYLVV LYY LYY LVV LYV IYVIVVVYODVYVVYYLIVOLLOVVYOVIVVVOVVVYVVVDDDVLIVYVIVVVYOLLYLYDLYYLYDDLIDLD
OVODLYVOLLLLDLY.LOOVLYY.LVOVLLLYVIVDLOLY  * VY LVYLVVLVVLIVVIVVIVVIVY VY LVVLVYLVVLYVIVVIVVVYDDVYVVYYLIVOLLOVVYOVIVVVOVVVYVVVDDOVLIVYVIVVVYOLLYLYDLYYLYDDLDLD
[ BOAR AOAMMAROAR AFo7o) AR A AR F0) AMARA A AR FIARIN A A VY LVYLVY LYY LYV LYV IVVIVVIVYLYYLYYYVDOVVVVVYLVDLLOYYVOVLYVVDVYVVYVVDDDVLLYVVLIVYVVOLLYLVDLVVLIVDDLDLID
o) AR AOAMMAROAR ARZo) AR A AR Fo) AMARA A AR FIARINA YYLIVYLVYLVYLVY LYY LYV IYVVIVVIVYLYYLYYYVDOVVVVVVLVDLLOYYVOVLYVVOVYVVYVVDDDVLLYYVLIVYVVOLLYLVDLYVIVDDLOLID
Ol SR A FOAMMARRR ARSOL AR A AR (0L AMAR A AR DARNALAARA ARANAAARAARAAR AAR AARAARA ARAARAARAAR AARAAR AAA BRLAAAAA AR BARROL AL SYAR AR RAAAAAAL SRRV ARA AAARAAL PARR AR SR A AR QEARAR)
OVODLVVDLLLLOLYLOOVIVY.LYOVLLLYVLIVOLOLVVVLIVY LY VIVV.LVVIVVLVVLIVVIVYLYVVIVYLVVIVVLVVLIVVIVYVVDOVVVVVVLVDLLOVVVOVLYVVDVVVVVVVIDDVLILYVYLYVVVOLLVIVOLYYLIVDDLDLO
OVODLVVDLLLLOLYLOOVLIVY.LYDVLLLYVLIVOLOLYYVIVY LYV VIVV.LVVIVVLVVLVVIVYLYVIVYLVVIVVLVVLYVIVYVYVDDVYVVVVLVDLLOYNNOVLYVYDYYVYYYy """ - - -rrrrrrreremrormrmnnrenes
OVODLVVOLLLLOLYLOOVLVNLYDV.LLLYVIVONDLYVVLVNLYVIVV.LVVIVVLVNLYVLVYLYVIVYLVVIVVLVVIVVIVYVYDOVYVVVVLVDLLOYNYONLYVYDVVVVVNVDDDVLLNVNNYNNNOLLYLIVOLYYLIVDDLOLO
OVDDLVVOLLLLOLY.LOOVLIVVLVOVLLLYVLIYDIDLY """ """ " """ VYLVYLVVLIVVIVVIVVIVVLIVYLVYLVY.LVYLVVVVODYVVYVVLIVOLLOVYVOVLVVYOVVVVVVVODDVILVVYLVYVVOLLYIVDLIYVIVDDLIDLO
OVODLYVOLLLLOLY.LOOVLIVYLVOVLLLYVLIYVDIDLY """ """ """ VYLVYLVVIVVIVVIVVIVVLIVYLIVYLVYLVYLVVYVODYVVYVVLIVOLLOVYVOVLVVYDVYVVVVVODDVILVVYLIVYVVOLLYIVDIYVIVDDLIDLO
OVDDLYVOLLLLOLIY.LOOVLVY.LVOVLLLYVIVOLOLYYV LYY LVYLVYLVYLVVIVVIVVIVYIVVLVVLVYLVVLVVIVVIVVVVDOVYVVYVIVOLLOVVVOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIIVVVLIVVVYOLLYLYDLYYLIVDDLIDLD
OVDDLYVOLLLLOLIYDOOVLVY.LVOVLLLYVIVOLOLYYV LYY LVYLVYLVYIVVIVVIVVIVYIVVLVVIVYLVVLVVIVVIVVVVDOVYVVYVIVOLLOVVVOVIVVVOVVVYVVVDDDVLIIVVVLIVVVYOLLYVLIYDLYYLVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLY.LOOVLVY.LVOVLLLYVIVOLOLYY VLYY LVYLVYLVYLVVIVVIVVIVYIVVLVVIVYLVVLVVIVVIVVVVDOVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVVVVVODDVLIIVVVIVVVYOLLYLIYDLYYLVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLIY.LOOVLVY.LVOVLLLYVIVOLOLYYY LYY LVYLVY VY IVVIVVIVVIVYIVVLVVLVYIVVLVVIVVIVVVVODVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVYVVVDDDVLIVVVIVVVYOLLYLYDLVYLVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLDINNDOVLVY.LVONLINNVIYDLOLYYY LYY LYY LVYLVYLVVIVVIVVIVYIVVLVVIVYLVVIVVIVVIVVVVDDVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVYNVVODDVLINNYNLYVNYONININDLYYNYDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLY.LOOVLIVVLVOVLILLVVIVDLOLY S YVIVVIVVLIVYLIVYLIVYLIVYLIVVIVVIVVIVYVIVYVVOOVYVVVYLVOLLOVVYOVIVYVOVVVYVVVDDDVLIVYVIVVVYOLLYLYDLYVLVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLY.LOOVLVVLVOVLLLVVIVDLOLY e S VVLVYLIVVIVVIVVIVYLIVYLVYLVYLVVYYDOVVVYVVIVDLLOVYYOVLVVYOVYYVYYVDDOVILVVYLIVVVVOLLYIYDLIYVIVDDLIOLO
OVODLYVOLLLLDLY.LOOVLYY.LVOV LLLYVIYDLOLYYY LYY LYY LYV LVV LYV IVVIVYIVYLVY LYY LYY LYV LYV IYVIVVVYDDVYVVYYLIVOLLOVVYOVIVVVOVVVYVVVDDDVLIVVVIVVVYOLLYLYDLYYLYDDLIDLD
OVODLYVOLLLLDLYNOOVLYY.LYOV LLLYVIVOLOLYYY LYY LYY LYY LYV LYV IVVIVY VY LVY LYY LYY LVV LYV IYVIVVVYDDVYVVYYLIVOLLOVVYOVIVVVOVVVYVVVDDOVLIVYVIVVVYOLLYLYDLYYLYDDLDLD

OVODLYVOLLLLDLY.LOOVLYYLVOVLLLYVIYDLOLY """ """ """ """ VY LVYLVY LYY LYV LYV IYVVIVVIVYLYYLYYYVDOVVVVVVLVDLLOYYVOVLYVVDVYVVYVVDDDVLLYVVLIVYVVOLLYLVDLVVIVDDLOLID
o) AR A OAMMAROAR ARoZo) AR A AR F0) AMARA A AR FIARINA YYLIVYLVYLVY LYY LYV LYV IVVIVVIVY.LYYLYYYVDOVVVVVVLVDLLOYYVOVLYVVOVYVVYVVDDDVLLYVVLIVYVVOLLYLVDLYVIVDDLOLD
OVODLVVDLLLLOLYLOOVLVYLYOVLLLYVVLIVDLOLY " """ """ """ VVLVVLIVVIVVLIVVLIVVLVVLIVVLIVYLVVIVVLYVVVVDDOVVVVVVLIVDLLOVYVOVLIVVVOVVVVYVVDDDVLLVVVLIVVVVDLLVIVDLYVLIVDDLDLD
OVODLVVDLLLLOLYLOOVLIVYLYOVLLLYVIVOLOLY " """ """ " """ """ VVLVYLVVLIVVLVVLIVVLIVVLIVVIVYLYVLIVVVVDOVVVVYVLIVOLLOVVVOVLVVVOVYVYVVVODDVLILYVVLIVVVYOLLY.LYDLVV.LVDDLOLD
OVODLVVDLLLLOLYLOOVLVYLYDVLLLYVLIVOLOLY " """ """ """ VVLVVLVVIVVLVVIVVLVVLIVVLIVYLVVIVYLYVVVDOVVVVVVLIVDLLOVYVOVLIVVVOVVVVYVVDDDVLLVVVIVVVVOLLVLVDLYVLIVDDLIDLD

OVDDLYVOLLLLOLY.LOOVLVV.LVOVLLLYVLIYDLOLYVVLIYYLVYLVYLVVLVVIVVIVVIVVLIVVLVVLVVLVVLYVVLIVVLIVVVVDOVYVVYVLIVDLLOVVVOVLIVVVOVVVYVVVIDDVLLVVVLIVVVYOLLVLIYDLVYLVIDLIDLD
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOVLVV.LVOVLLLYVLIYDLOLYVVLIYYLVYLVYLVVLVVIVVIVVIVVLIVVLVVLVYLVVLVVIVVLIVVVVDOVYVVYVLIVOLLOVVVOVLIVVVOVVVYVVVDDDVLLVVVLIVVVYOLLYLYDLVYLVDDLIDLD
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOVLIVVLVOVLLLYVIYDIDLY """ """ " """ VYLVYLVVIVVIVVIVVIVVLIVYLIVYLVY.LVYLVVYVODYVVYVVLIVOLLOVYVOVLVVYDVVVVVVVODDVILVVYLVYVVOLLYIVDLIYVIVDDLIDLO
OVODLYVOLLLLOLYLOOVLIVYLVOVLLLYVIYDIDLY * """ " "t Yy LYVLVVLIVVLVVLIVVIVVIVVVVDOVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIIVVVLIVVVYOLLYVLIYDLYYLVIDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLIY.LOOVLVY.LVOVLLLYVIVOLOLYYV LYY LVYLVYLVYLVVIVVIVVIVYIVVLVVIVYLVVLVVIVVIVVVYDOVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVYVVVDDDVLIIVVVIVVVYOLLYVLIYDLYYLIVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLIY.LOOVLVY.LVOVLLLYVIVOLOLYVV LYY LVYLVYLVYLVVIVVIVVIVYIVVLVVIVYLVVLVVIVVIVVVVDOVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVYVVVDDDVLIIVVVIVVVYOLLYLIYDLYYLIVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLIY.LOOVLVY.LVOVLLLYVIVOLOLYY VLYY LVYLVY VY IVVIVVIVVIVYIVVLVVIVYIVVIVVIVVIVVVVODVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIIVVVIVVVVOLLYLIYDLYYLIVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLOLY.LOOVLVY.LVOVLLLYVIVOLOLYYV LYY LYY LVY VY IVVIVVIVVIVYIVVLVVIVYLVVIVVIVVIVVVVDDVYVVYVLIVOLLOVVVOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIIVVVIVVVYVOLLYLYDLYYLVDDLIDLD
OVODLYOOLLLLOLY.LOOVLVVLVOVLILLVVIVDLOLY T YVIVVIVVLIVYLIVYLIVYLIVVIVVIVVIVVIVYIVYVVOOVYVVVYLVOLLOVVYOVIVYVOVVVYVVVDDDVLIVYVIVVVYOLLYLYDLYVLIVDDLIDLD
OVODLYVOLLLLDLY.LOOVLVY.LVOVLLLYVIVDLOLYYY LYY LYY LVV VY IVVIVVIVYIVY VY LVVLVYLVVLYVIVVIVVVVODVYVVYYLIVOLLOVVYOVIVVVOVVVYVVVODDVLIVVVIVVVYOLLYLYDLYVLYDDLIDLD
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OVDDLYVOLLLLOLYLOOVLVVLVOVLLLYVIVOLOLY ** S VYLVVLVYLVYLVVIVYIVVIVVLIVYLVYLVYLVYYVDOVVVYVVLVDLLOVYVOVLYVYOVYVVYYVDDOVLLYVYLVYVVOLLYLVDLYVIVODLDLID
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOV LYV LYOVLLLYVIVOLOLYYY LYY LYY LYV LYV IVVIVVIVY LYY LYY LYY LYV LYV IYVIVVIVYVYDOVYYVYYLYOLLOVVYOVIVYVOVVVVVVVDDOVLIYYVIVVVYDLLYLYDLYYLVDDLDLD
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOV LYY LYOV LLLYVIVOLOLYVY LYY LYY LYV LYV IYVIVVIVY LYY LYY LYY LYV LYV IYVIVV LYY VYOOVYYVYYLYOLLOVVYOVIVYVOVVVYVVVDDOVLIYYVIVVVYDLLYLYDLYYLVDONDLD
OVDDLYVOLLINDLYNDOV.LYYLYOY LLLYVIVOLOLYVY LYY LYY LYY LYV IYVIVVIVY LYY LYY LYY LYY LYV IYVIVVLYYVYOOVYYVYYLYOLLOVVYOVIVYVOVVVYVVYDDDVLNNYNLYYNYONINLNDLYYLYDOLDLD
OVDDLVVOLLLLOLVLOOVLIVY.LYOVLLLYYLIVOLDLVYVLIVYLVVLIVVLVVLVVIVVLYVIVYLVVIVVLVVLVVIVYLYVIVYVVDOVVVVVVLVOLLOVVYOV.LYVVOVYVVVYVDDDVLLYVV.LYOVVOLLVLIVDLVYLYDDLOLO
OVODLVVOLLLLOLVLOOVLIVY.LYOVLLLYYLIVOLDLVYVLIVYLVVLIVVLVVLVVLIVYLYVIVYLVVIVVLVVLVVIVYLYVIVYVVDOVVVVVVLVOLLOVVYOV.LYVVOVYVVVYVODDVLILYVVLYVVVOLLVLIVDLVY.LYDDLOLO
OVODLVVOLLLLOLVLOOVLIVY.LYOVLLLYYLIVOLDLVYVLIVYLYVLIVV LYV LVVLVYLYVIVYLYVIVVLVVLVVIVYLYVIVVVVDOVVVVVVLVOLLOVVYOV.LYVVOVYVVVYVDDDVLILYVVLYVVVOLLYLIYDLVY.LYDDLDLO

OVDOLYVOLLLLOLY.LOOVLVYLVOVLLLYVIYDIDLY """ """ """ VYLVVLVVLVVLVVLVVIVVIVVLIVVLIVVLIVYLVVVVDOVVVVVV.LVDLLOVYVOVLVVVOVYVVYVVDDOVLLYVVLIVYVVOLLY.LVDLVVLIVDDLDLIO
OVDOLYDOLLLLOLY.LOOV.LVY.LVOVLLLYVIVOLDLYYY LYY LVYLVYLVVIVVIVVIVYLIVYLVVLVVLVYLVVIVVIVVLIVVVYDDVYVVYVLVDLLOVVYOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIYVVIVVVVOLLVLYDLVYLVDDLDLD
OVDOLYVOLLLLOLYLOOVLVYLVOVLILYVIVOLIDLY """ """ " " " "YVIVVIVVIVVIVVLIVVLIVVLIVVLVVLIVVIVVLIVVVYDDVYVVVVLVOLLOVVYOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIYVVIVVVVOLLVLIVDLVYLVDDLDLD

OVDOLYVOLLLLOLY.LOOVLVY.LVOVLLLYVIVOLDLVYYLVYLVYLVYLVVIVVIVVIVYIVVLVVIVVIVYLVVIVVIVVLIVVVYDDVYVVYVLIVOLLOVVYOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIIVYVIVVVVOLLVLIVDLVYLVDDLIDLD
OVDOLYVOLLLLOLY.LOOV.LVY.LVOVLLLYVIVOLDLVYYLVYLVYLVYLVVIVVIVVIVYIVVLVVIVYIVYLVVIVVIVVIVYVYDDVYVVYVLVOLLOVVYOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIVYVIVVVVOLLVLIVDLVYLVDDLIDLD
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOVLVYLVOVLLLYVIVOLDLVYY LYY LVY VY LVVIVVIVVIVYIVVLVVIVYIVYLVVIVVIVVIVYVYDOVYVVYVLIYOLLOVVYOVIVYVOVVVVVVVDDDVLIYYVIVVVVOLLVLYDLVYLIVDDLIDLD
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOVLVYLVOVLLLYVIVOLOLY ~ """ " " " "YVIVVIVVIVVLIVVLIVVLIVVIVVLIVVIVVIVVLIVYVVOOVYVVVVLVOLLOVVYOVIVYVOVVVVVVVDDDVLIVYVIVVVVOLLVLYDLVYLVDDLDLD
OVDDLYVOLLLLOLYLOOVLVYLVOVLLLYVIVOLDLY ~ " """ " "YVIVVIVVIVVLIVVLIVVLIVVIVVIVVIVVIVVLIVYVYDOVVYVVVLVOLLOVVYOVIVYVOVVVVVVVDDDVLIYVYVIVVVVOLLVLVDLVVLIVDDLDLD
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOVLVYLVOVLLLYVIVOLDLVYY LYY LVY VY IVVIVVIVVIVYIVYLVVLVYIVYLVVIVVIVVIVYVYDOVYYVVVLVOLLOVVYOVIVYVOVVVVVVVDDDVLIVYVIVVVVOLLVLVDLYVLVDOLDLD
OVDDLYVOLLLLOLYLOOVLVVLVOVLLLYVIVOLOLY " * S VYLVVLVYLVYLIVVIVYIVVIVVIVYLVYLVYLVYYVDOVVVYVVLVDLLOVYVOVLVYVOVYVVYYVDOOVLILYVVLVYVVOLLYLVDLYVIVODLDLID
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOV.LVYLVOVLLLYVIVOLO LYYV LYY LYY LYY LYVIVVIVVIVYLVY LYV LYY LVYLVVIYVIVVIVYVYDOVYYVVYLYOLLOVVYOVIVYVOVVVVVVVDDDVLIYVYVIVVVYOLLYLYDLYYLVDOLDLD
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOVLYVLYOVLLLYVIVOLO LYYV LYY LYY LYY LYV LYV IVVIVY VY LYY LYY LYV LYV LYV IVVIVYVYOOVYYVYYLYOLLOVVYOVIVYVOVVVVVVVDDDVLIYVYVIVVVYDOLLYNYDLYYLVDOLDLD
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOV LYY LYOVLLLYVIVOLOLYVY LYY LYY LYY LYV IYVIVVIVY LYY LYY LYY LYV LYV IYVIVVIVYVYOOVYYVYYLYOLLOVVYOVIVYVOVVVYVVVDDOVLIYYVIVVVYDOLLYLYDLYYLYDOLDLD

OVDDLYVOLLLLOLY.LOOVLYYLVOVLLLYVIVOIOLY "~ """ """ """ VY LVYLVY LYY LYY LYY LYVIVVIVYLYY LYY LYYYVDOVVVVVVLVDLLOVYVOVLYYYOVYVVYYVDOOVLLYVYLYYVVOLLYLVDLYVIVODLOLID
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOVLYYLVOVLLLYVIVOLOLY """ """~ YYIVYLVYLVYLVY LYY LYY IYVIVVIVYLYY LYY LYYYVDOVYYYVYLYDLLOVYVOV.LYYYOVYVYYYVDOOVLLYVY.LYYVVOLLYLVDLYVIVODLOLID
OVODLVVOLLLLOLVLOOVLIVYLYOVLLLYYLIVDLDLY """ """ " """ VVLVYLVVIVYLVVLIVVLVVLIVVIVYLYVIVYLVVVVDDVYVVVVLVDLLOVVVOVLIVVVOVVVVYVVDDDVLLYVVVLIVVVVOLLVIVDLYVIVDDLIDLID
OVODLVVOLLLLOLVLOOVLIVYLYOVLLLYYLIVOLDLVYVLIVYLYVLIVVLVVLVVLVYLYVIVYLYVIVVLVVLVVIVYLYVIVYVVDOVVVVVVLVOLLOVVYOV.LYVVOVVVVVYVODDVLLYVVLYVVVOLLYVLIYDLVY.LYDDLOLO
OVODLVVOLLLLOLVLOOVLIVVLVOVLLLYYLYDIDLY """ " " " " " """ VVIVVLVVLIVVLIVVLIVVIVYLYVIVVLVVVYDDVYVYVV.LYDLLOVVVOVLIVVVOVVYVYVYDDDVLLYVVVIVVVVOLLVIVOLYVIVDDLIDLID
OVDOLYVOLLLLOLY.LOOVLVYLVOVLLLYVIVDIDLY " """ " """ """ VVLVVLIVYLVVLVVIVVIVVIVVLIVVLIVYLVYVVDOVVVVVYLVDLLOVYVOVLVVVOVYVVYVVDDDVLLYVVLIVYVVOLLYLVDLVVLIVDDLDLIO
OVDOLYVOLLLLOLY.LOOVLIVYLVOVLLLYVIVDIDLY """ """ """ VYLVVLIVVLVVLIVVLVVIVVIVVLIVVLIVVLIVYLVYYVDOVVVVVYLVDLLOVYVOVLVVVOVYVVYVVDDOVLILVVVLIVYVVOLLYLVDLYVVIVODLDLIO
OVDOLYVOLLLLOLYLOOVLVYLVOVLILYVIVOLIDLY "~ """ " " " " "YVIVVIVVIVVIVVLIVVLIVVIVVLVVIVVIVVIVVVYDDVYVVVVLIVOLLOVVYOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIIYVVIVVVVOLLVLIVDLVYLVDDLIDLD

OVDOLYVOLLLLOLY.LOOV.LVY.LVOVLLLYVIVOLDLVYYLVYLVYLVYLVVIVVIVVIVYIVYLVVLVYIVYLVVIVVIVVLIVYVYDDVYVVVYVLIVOLLOVVYOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIIVYVIVVVVOLLVLIVDLVYLVDDLDLD
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOV.LVYLVOVLLLYVIVOLDLVYYLVYLVYLVYLVVIVVIVVIVYIVVLVVIVYIVYLVVIVVIVVIVYVYOOVYVVVVLVOLLOVVYOVIVYVOVVVVVVVDDDVLIVYVIVVVVOLLVLIYDLVYLVDDLDLD
OVDDLYVOLLLLOLYLOOVLIVYLVOVLLIYVIVOLIOLY " * S YVIVVIVYLIVYLIVVLIVYIVYLIVVIVVIVVIVYVYDOVYVVYVLIVOLLOVVYOVIVYVOVVVVVVVDDDVLIVYVIVVVVOLLVLYDLVVLIVDDLIDLD
OVDDLYVOLLLLOLYLOOVLIVYLVOVLLLYVIVOLOLY " * CVYLVVIVVIVVIVVIVYLIVYLIVYLVVIVYLIVVIVVVYDDVYVVVVIVOLLOVYYOVLIVVVOVVVVVYVDDOVILYVVIVYVVOLLVIVDOLIYYLIVDDIDLD
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOVLVYLVOVLLLYVIVOLDLVYY LYY LVY VY LVVIVVIVVIVYIVYLVVLVYIVVLVVIVVIVVIVYVYOOVYYVVVLVOLLOVVYOVIVYVOVVVVVVVDDDVLIVYVIVVVVOLLVLVOLYVLVDOLDLD
OVDDLYVOLLLLOLYLOOVLVVLVOVLLLYVIVOLOLY " * CVYLVVIVVIVVIVVIVYLIVYLVYLVVLVYLIVYIVVVYDDVYVVYVIVOLLOVYYOVLIVVVOVVVVVYYDDOVILYVVIVYVVOLLVIVDLIYYLYDDIDLD
OVDDLYVOLLLLOLYLOOVLVVLVOVLLLYVIVOLOLY ** CVYLVVLVVIVVIVVIVYLVYLVYLVVLVYLVVIVVVYDDVYVVVVLIVOLLOVYYOVLIYVYOVVVVVYVODOVILYVYLVVVVOLLVIVDLIYVLYDDIDLD
OVDDLYNOLNILOLYLOOVLYNLYOVLLLYVIVOLOLY ** CVYLVVLVVIVVIVVIVYLVY LYY LVYLVYLVVIVVVYDDYYVYYVIVOLLOVYYOVLIVVVOVVVVVVVODOVINYNY.LVYNVOLLNIYDLIYNLYDDLIOND
OVDDLYVOLLLLOLY.LOOV LYY LYOVLLLYVIVOLOLYVY LYY LYY LYV LYV LYV IVVIVY LYY LYY LYY LYV LYV IYVIVVIVYVYOOVYYVYYLYOLLOVVYOVIVYVOVVVVVVVDDDVLIYYVIVVVYDLLYLYDLYYLYDDLDLD

OVDDLYVOLLLLOLY.LOOVLYVINOVLLLYVIVOLOLY """~ """ """ VY LYY LYY LYY LYY LYY IYVIVVIVYLYY LYY LYYYVDOVVYVVVLYDLLOVYVOVLYVYOVYVVYYVDOOVLLYVYLYYVVOLLYLVDLYVIVODLOLID
OVODLVVOLLLLOLVLOOVLIVYLYOVLLLYYLIVOLOLY =" """ " """ """ VVIVVLVVLIVVLVVIVVIVYLVVIVVLVVLIVVVVDDVVVVYVLIVDLLOVYVOVLIVVVOVYVVVVVDDOVLILVVVIVYVYOLLY.LYDLIVVLVDDLDLD
OVDDLVVOLLLLOLVLOOVLIVYLYOVLLLYYLIVDLDLY " """ """ """ VVLVYLVVIVYLVVLIVVLVYLIVVIVYLYVIVYLVVVVDDVYVVVVLVDLLOVVVOVLIVVVOVVVVYVVDDDVLLVVVLIVVVVOLLVIVDLYVIVDDLIDLID
.................................. LOLy: "ttt YVLVVLVVIVVIVYLVVIVYLVYVIVYLVVIVVIVYVYDOVVVVVVLVDLLOVVYOV.LYVVOVVVVVVVDDOVLILYVVLYVVVOLLVLIVDLVY.LYDDLOLO
OVODLVVOLLLLOLVLOOVLIVVLVOVLLLYYLIYDIDLY """ " " " " " """ VVIVVLVVLIVVLIVVLYVVIVYLYVIVVLVVVYDDVYVYVYLYDLLOVVVOVLIVVVOVVYVYVYDDDVLLVVVIVVVVOLLVIVDLYVIVODLIDLID
OVODLVVOLLLLOLVLOOVLIVYLYOVLLLYYLIYDLOLY """ """ " """ VYLVVLIVVLIVVLVVLVVIVVIVVLIVVLIVVLIVYLVVYVDOVVVVVVLVDLLOVYVOVLVVVOVYVVYVVDDOVLLYVVLIVYVVOLLY.LVDLYVVIVDDLDLIO

OVDOLYVOLLLLOLY.LOOV.LVY.LVOVLLLYVIVOLDLYYY LYY LVYLVYLVVIVVIVVIVYLIVVLVVLVVLVYLVVIVVIVVLIVVVYDDVYVVYVLYDLLOVVYOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIYVVIVVVVOLLVLYDLVYLVDDLDLD
OVDOLYVOLLLLOLY.LOOV.LVY.LVOVLLLYVIVOLDLVYYLVYLVYLVYLVVIVVIVVIVYLIVVLVVIVYLVVLVVIVVIVVLIVVVYDDVYVVVVLVOLLOVVYOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIVYVIVVVVOLLVLIVDLVYLVDDLDLD
OVDOLYVOLLLLOLY.LOOV.LVY.LVOVLLLYVIVOLDLVYYLVYLVYLVYLVVIVVIVVIVYLIVYLVVIVYLVYLVVIVVIVVIVYVVYDDVYVVVVLIVDLLOVVYOVIVVVOVVVVVVVDDDVLIVVVIVVVVOLLVLIVDLVYLVDDLIDLD
OVDDLYVOLLLLOLYLOOVIVYLVOVLLLYVIVOLIDLY " * CVYLVVIVVIVVIVVIVVLIVYLIVYLVYLIVYLIVVIVVYYDDVVVVVVIVOLLOVYYOVLIVVYOVVVVVYVODOVILYVYLIVYVVOLLVIVDLIYVLIVDDIDLD
OVDDLYVOLLLLOLYLOOVLIVYLVOVLLLYVIVOLIDLY " * CVYLVVIVVIVVIVVIVVLIVYLIVYLVYIVYLIVVIVVVYDDVYVVVVIVOLLOVYYOVLIVVVOVVVVVYVODOVILYVVIVYVVOLLVIVDIYVLIVDDIDLD
OVDONNNOLLNNDLYLOONLVYLVOVNLINVIVOLIDLY * * CVYLVVIVVIVVIVVIVYLIVYLIVYLVVLIVYIVVIVVVYDDYYVVVVIVOLLOVYNOVIVVVOVVVVVNYODDOVNNYNNLVYNDOLLVIVDOLIVYLIYDDIDLD
OVDDLYVOLLLLOLYLOOVLIVYLVOVLLLYVIVOLOLY " * CVVLVVIVVIVVIVVIVYLIVYLVYLVVLIVYIVVIVVVYDDVYVVVVIVOLILOVYYOVLIVVVOVVVVVVYODOVILYVVIVYVVOLLVIVDOLIYYLVDDIDLD
OVDDLYVOLLLLOLYLOOVLVVLVOVLLLYVIVOLOLY " * S VYLVVLVYLVYLIVVIVYIVVIVVIVYLIVYLVYLVYYVDOVVVYVVLVDLLOVYVOVLVVVOVYVVYYVDOOVLILVVVLVYVVOLLVLVDLYVIVODLDLID
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