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DESCRIPCION
Familia de genes del tipo MSP-3.

La presente invencion se relaciona con la proteccién contra la malaria. Mds particularmente, la aplicacién describe
una novedosa familia de genes que abarca el gen MSP-3 ya conocido, y que muestra la redundancia excepcional de
los epitopes expuestos, sugiriendo asi, que esta familia de genes juega una parte importante en la inmunogenicidad del
parésito. La caracterizacion de esta familia de genes, permite la definicién de novedosas composiciones de vacuna e
inmundgenas contra P. falciparum.

Los parasitos responsables de la malaria en humanos, incluyendo especialmente el Plasmodium falciparum, mues-
tran diferentes morfologias en el humano huésped y expresan diferentes antigenos como una funcién de su localizacién
en el organismo del huésped infectado. Las diferencias morfoldgicas y antigénicas de estos pardsitos durante su ciclo
de vida en el hombre permiten que al menos cuatro etapas distintas de desarrollo se definan.

La primera etapa de desarrollo del parésito en el hombre corresponde a la forma esporozoite introducida en la
sangre del huésped por picaduras de vectores de insecto del pardsito. La segunda etapa corresponde al paso del parasito
en el higado y con la infeccién de las células hepdticas en las cuales los pardsitos se desarrollan para formar los
esquizontes hepéticos que, cuando son maduros (por ejemplo, en el caso de P. falciparum en el 6° dia después de la
penetracion de los esporozoitos) liberan merozoitos hepaticos mediante rompimiento. La tercera etapa se caracteriza
por la infeccién de los eritrocitos de sangre por las formas asexuales (merozoitos) del parasito; esta etapa de desarrollo
eritrocitico corresponde a la fase patogénica de la enfermedad. La cuarta etapa corresponde a la formacion de las
formas con la potencia sexual (o gametocitos) que llegaran a ser las formas sexuales extracelulares o gametos en el
mosquito.

Se ha demostrado repetidamente que los anticuerpos juegan una parte importante en el desarrollo de inmunidad
clinica a la malaria por Plasmodium falciparum.

En la actualidad numerosos estudios inmunoldgicos sugieren que los anticuerpos humanos de las subclases cito-
filicas (IgG1 y IgG3) son particularmente criticos con el estado de premunicion. Esta inmunidad anti-pardsito es un
tipo de inmunidad cepa-independiente, no-esterilizante que se adquiere después de una exposicién prolongada (15-20
afios) al pardsito. Se observa cominmente en Africa y en Papua-Nueva Guinea, pero solo se ha documentado reciente-
mente en el Sud Este de Asia (Soe, Khin Saw ef al. 2001). Aunque los anticuerpos pueden actuar directamente sobre
la invasién de merozoito de glébulos rojos, el mecanismo mads eficiente in vivo para el control del pardsito mediado
por el anticuerpo en zonas endémicas requiere de la participacién de monocitos (Khusmith and Druilhe 1983); (Lunel
and Druilhe 1989). La prueba de inhibicién celular dependiente del anticuerpo (ADCI) imita esta cooperacion entre
los monocitos y los anticuerpos especificos a parasitos citofilicos y se presenta hoy como el mejor marcador sustituto
in vitro de inmunidad adquirida contra la etapa sanguinea de P. falciparum.

Dos moléculas hasta ahora han sido identificados como blancos de anticuerpos humanos efectivos de ADCI, a saber
la proteina 3 de la superficie del Merozoito de 48-kDa, - de ahora en adelante designada como MSP-3 - (Oeuvray,
Bouharoun-Tayoun et al. 1994) y la proteina rica en Glutamato de 220-kDa, - de ahora en adelante designada como
GLUREP - (Theisen, Soe et al. 1998). También se ha encontrado que GLURP y MSP-3 pueden inhibir el crecimiento de
pardsitos in vivo por transferencia pasiva en ratones SCID P. falciparum- humanizados (Badell, Oeuvray et al. 2000).
La asociacién de anticuerpos humanizados contra MSP-3 con proteccién clinica también se indica por un niimero
de estudios inmuno-epidemiolégicos, que demuestran que los niveles de anticuerpos citofilicos MSP-3 especificos
(IgG1 e IgG3) se asocian significantemente con un riesgo reducido del ataque de la malaria (Roussillon 1999). Estos
estudios ademds han mostrado que los anticuerpos IgG3 citofilicos juegan una parte principal en la proteccién contra la
malaria, por lo tanto llevando soportes epidemioldgicos con el concepto de que los anticuerpos contra MSP-3 pueden
controlar activamente la multiplicacién del parasito in vivo por cooperacion con los receptores Fcyll que llevan las
células (Bouharoun-Tayoun, Oeuvray et al. 1995). Estos receptores muestran afinidad superior para las subclases 1gG3
que para las subclases IgG1 (Pleass and Woof 2001). Los principales epitopes de la célula-B reconocidos por estos
anticuerpos IgG humanos han sido localizados con las secuencias conservadas en la region MSP-3212-257 (Oeuvray,
Bouharoun-Tayoun et al. 1994; Theisen, Soe et al. 2000; Theisen, Dodoo et al. 2001). La secuenciacién de nucleétidos
ha demostrado que estos epitopes importantes se conservan altamente entre un nimero de lineas de laboratorio de P.
falciparum y aislados de campo de Africa 'y Asia (Huber, Felger et al. 1997); (McColl and Anders 1997).

Trucco et al. (2001) revela la secuencia de las proteinas de las proteinas MSP6 (ahora llamada MSP3.2) y la
MSP3 (ahora llamada MSP3.1) y su alineamiento de la secuencia. Oeuvray et al. (1994) revela la identificacién de
un epitope antigénico (MSP-3b) en la proteina MSP3 y describe sus secuencias de nucleétidos y de proteinas. Este
epitope antigénico se encontré utilizando el anticuerpo MoAb 2-45 y se confirmé por la prueba de anticuerpo dirigido
contra un péptido MSP-3b sintético. El Numero de Acceso Q81J53 describe un proteina hipotética de 424 aminoécidos,
expresada hipotéticamente a partir de un Marco Abierto de lectura pronosticado in silico a partir de la secuencia del
genoma de Plasmodium falciparum.

Los inventores han caracterizado ahora una serie de 9 genes de P. falciparum, todos agrupados en el 3’ terminal
del cromosoma 10, que codifica las proteinas y epitopes dentro, que son todos blancos para los anticuerpos que
ocurren naturalmente en individuos expuestos a la malaria, la mediacién de la destruccion de la etapa eritrocitica de
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P. falciparum por cooperacién con monocitos sanguineos, y que muestran un grado inusual de la conservacién de la
secuencia entre los diversos P. falciparum aislados.

La presente aplicacion revela una familia de genes aislados, denominada la familia del tipo MSP-3, los productos de
la cual tienen caracteristicas comunes estructurales e inmunoldgicas, asi como a algunos de estos genes y las proteinas
correspondientes, tomados individualmente.

Los polipéptidos antigénicos como se revela en las reivindicaciones que comprenden epitopes de dichas proteinas
novedosas, asi como las composiciones polipeptidicas antigénicas que comprenden al menos dos de dichos epitopes,
también son parte de la invencién.

Otros aspectos importantes de la invencién son composiciones y vacunas inmundgenas contra la malaria, que
comprenden como un inmundgeno un polipéptido o una composicién polipeptidica como se menciona anteriormente.

Los anticuerpos recombinantes y parte de estos, que reaccionan en cruz con varios productos de la familia de genes
del tipo MSP-3, también se revelan, ya sea tomados como tales o en un medicamento para inmunoterapia pasiva o en
un kit para el diagnéstico in vitro de la malaria.

La aplicacién revela métodos para el diagndstico in vitro de la malaria en un individuo, ya sea utilizando un
polipéptido antigénico, o utilizando un anticuerpo como se define anteriormente, asi como kits que comprenden al
menos parte de los reactivos necesarios (polipéptidos, anticuerpos ...) para realizar estos métodos.

Las secuencias de nucleétidos que codifican al menos uno de los antigenos novedosos P. falciparum, y su uso en
un medicamento o una vacuna de 4cido nucleico contra P. falciparum, también se revelan.

Durante todo el presente texto, un nimero de términos se utilizan, que se deberian entender de acuerdo con las
siguientes definiciones:

En lo que sigue, el término “gen” es sinénimo de bien una “secuencia que ocurre naturalmente” incluyendo una
secuencia codificante, o de una secuencia recombinante o sintética incluyendo una secuencia codificante. En el pre-
sente texto, un “gen”’ tampoco necesariamente contiene elementos reguladores, contrariamente a la aceptacion de esta
palabra que se utiliza a menudo en la literatura cientifica. En consecuencia, el gen de acuerdo con la invencién es cual-
quier secuencia de nucleétido que comprende el Marco de lectura Abierto de la secuencia que ocurre naturalmente de
Plasmodium o que comprende el mismo y ademds contiene todas o parte de las secuencias reguladoras de la expresion
de dicha secuencia que ocurre naturalmente. De acuerdo con la presente definicidn, el gen es una molécula de acido
nucleico aislado, i.e, una secuencia de nucleétidos que no estd en su ambiente natural.

En el presente texto, la expresion “familia de genes” tiene el mismo significado como en la literatura cientifica,
i.e., designa un grupo de varios genes que tienen un nimero de rasgos o caracteristicas (estructurales o funcionales)
en comun.

De acuerdo con la presente aplicacién, un “motivo del tipo MSP-3-c/d” es una secuencia de aminoacidos de 20
aminodcidos, que es idéntica a cualquiera de las secuencias de SEQ ID Nos: 25 a 30, o que se obtiene por transposi-
ciones de al menos dos de estas secuencias. Por ejemplo, una secuencia que tiene los aminoacidos 1 a 5 de la SEQ ID
No:25, seguido por los aminodcidos 6 a 12 de la SEQ ID No:29 y los aminodcidos 13 a 20 de la SEQ ID No:27, es un
motivo del tipo MSP-3-c/d. En otras palabras, un “motivo del tipo MSP-3-c/d” es una secuencia de aminodcidos de 20
aminodcidos, en donde los aminodcidos se eligen entre los siguientes:

TABLA 1
Posicion | 1 |2 |3 |4 |5 ]6 |7 |89 [1o[11[12]13]14[15[16|17] 18] 1920
a.a.
aa. L LI [K|L sIK[pD|E[|E DI |1 [K |H E |D
SIH|V|N|I |S s K [N |N V|D|E |S |D|Q
S|IL|Y|V]|P S R Q S |N
Q P I P
A

Varios de estos aminodcidos tienen una carga similar y es poco probable cambiar la estructura global de 1a molécula
o el reconocimiento por los anticuerpos, por ejemplo, valina, isoleucina, leucina.

Cualquier secuencia de aminoécidos de 20 aminoécidos, que comprende la mayoria de aminoécidos conservados
indicados arriba (i.e., aminodcidos en las posiciones 1, 2, 8, 10, 12, 14 y 17 a 20), y en donde los residuos de ami-
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nodcidos en otras posiciones son diferentes de las anteriores y que se reconocen por un anticuerpo dirigido contra
cualquiera de los motivos MSP-3-c/d de la SEQ ID Nos: 25 a 30, también serdn considerados como un “motivo del
tipo MSP-3-c/d”, de acuerdo con la presente invencion. Estas propiedades funcionales de los dltimos se pueden probar
por cualquier inmunoensayo tales como aquellos conocidos por el experto y/o descritos a continuacién.

En el presente texto, un “motivo del tipo MSP-3-b” designa una secuencia de aminodcidos de 11 a 14 aminoécidos,
que es idéntica a cualquiera de las secuencias de SEQ ID Nos: 17 a 24, o que se obtiene por las transposiciones de al
menos dos de estas secuencias. Por ejemplo, una secuencia que tiene los aminodcidos 1 a 5 de SEQ ID No: 17, seguido
por los aminoécidos 6 a 11 de la SEQ ID No:22, es un motivo del tipo MSP-3-b. En otras palabras, un “motivo del
tipo MSP-3-b”, es una secuencia de aminodcidos de 11 a 14 aminodcidos, en donde los aminoécidos se eligen entre
los siguientes, en donde “-” significa “ningtin aminoécido”:

TABLA 2

Posicion |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10 11|12 |13 | 14

a.a.

a.a. I ' LIE/R|GIW|E|F|G|G |G|V |P |E
Y| FIDIDIA|G|L|I |S S |A|Y |F
-|-|P|-]JL|S |A|G L |L |-

- -1 L I
E S S

Varios de estos aminodcidos tienen una carga similar y es poco probable cambiar la estructura global de 1a molécula
o el reconocimiento por anticuerpos, por ejemplo, valina, isoleucina, leucina.

Un subgrupo de motivo del tipo MSP-3-b corresponde a las secuencias de SEQ ID Nos: 17, 18 y 22 y su combina-
cion, i.e., las secuencias de 11 aminoécidos seleccionados de la siguiente manera:

TABLA 3

Posicion | 1 2 3 4 5 |16 |7 8 9 10 11
a.a.
a.a. I L |G |W |E |F |G |G |G |V P
Y |F | A I A

Cualquier secuencia de aminodcidos de 11 a 14 aminoécidos, que comprende la mayoria de los aminoécidos con-
servados indicados arriba (i.e., los aminodcidos indicados en la tabla 3, que corresponde a los aminoécidos particulares
en las posiciones 1, 2, y 5 a 13 de la Tabla 2), y en donde los residuos de aminodcidos en otras posiciones son dife-
rentes de los anteriores, y que se reconocen por un anticuerpo dirigido contra cualquiera de los motivos MSP-3-b de
la SEQ ID Nos: 17 a 24, también seran considerados como un “motivo del tipo MSP-3-b”, de acuerdo con la presente
invencion. Estas propiedades funcionales de los dltimos, se pueden probar por cualquier inmunoensayo, tales como
aquellos conocidos por el experto y/o descritos a continuacién.

En lo que sigue, a veces se hace referencia a un gen o una proteina que es un “homdélogo” de un gen o proteina
particular de la secuencia de la cual se revela. Esta palabra en este documento designa las secuencias cercanas en
diferentes cepas de Plasmodium (en particular, cepas de P. falciparum), i.e., las secuencias que muestran al menos
70%, y preferiblemente al menos 90% de identidad de la secuencia, con la secuencia de referencia.

Una “Sustitucién Conservadora” significa, en una secuencia de aminodcidos, una sustituciéon de un residuo de
aminodcido por otra que tiene propiedades similares teniendo en cuenta la hidrofobicidad y/o impedimento estérico,
de modo que la estructura terciaria del polipéptido no se cambie dramaticamente. Por ejemplo, reemplazando una
guanina por una alanina o viceversa, es una sustitucion conservadora. Valina, leucina e isoleucina también son ami-
nodcidos que pueden ser sustituidos de forma conservadora por los demds. Otros grupos de sustitucion conservadora
son, sin ser limitantes, (D, E), (K, R), (N, Q), y (F, W, Y). Una variante de un polipéptido, obtenido por la sustitucién
conservadora de al menos un aminodacido de dicho polipéptido, serd designado como una “variante conservadora” de
dicho polipéptido.

Otras definiciones se proporcionan en el siguiente texto, cuando sea necesario.
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Los inventores describen aqui un grupo de 9 genes, 6 de de los cuales nunca han sido descritos, y que todos son
agrupados en la misma regién del cromosoma 10. Este cromosoma efectivamente, contiene una serie de 9 marcos
abiertos de lectura, separados por regiones no codificantes, y comprende en una fila (5 - 3”) los genes que codifican
proteinas denominadas primero GLURP, seguido en 1300 pares de bases por MSP-3 (ahora denominada MSP-3-1)
seguido por otros 7 genes denominados MSP-3-2, MSP-3-3, MSP-3-4, MSP-3-5, MSP-3-6, MSP-3-7, MSP-3-8. Esta
organizacion se muestra en la Figura 1.

Ademds de ser agrupados en la misma region cromosomal, aquellos 9 genes tienen rasgos excepcionales, que
indican que son productos privilegiados para el desarrollo de vacunas contra la infeccién de la etapa sanguinea de P.
falciparum:

Se demostré que todos los 9 genes se expresaron simultineamente en todos los pardsitos estudiados, i.e., que las
proteinas correspondientes podrian ser detectadas en las etapas eritrociticas del P. falciparum y todas se localizan
sobre la superficie de merozoito. Esto fue demostrado previamente para GLURP, MSP-3-1 y MSP-3-2 (designada
“MSP6” por (Trucco, Fernandez-Reyes et al. 2001) y ademds ha sido demostrado para el resto por la construccion de
secuencias particulares en el N-terminal de aquellos genes que son tinicos para cada uno de ellos, que no comparten
epitopes de reaccidn en cruz, y que los anticuerpos correspondientes todos reaccionan con la superficie de merozoito.
Adicionalmente, la transcripcion se demostré por RT-PCR con cebadores tinicos especificos de cada uno.

Adicionalmente, los 8 genes del tipo MSP-3 comparten la misma organizacion del gen general, que se ilustra en
la Figura 1, con un N-terminal inicial “firma” de 4 aminodacidos (indicado “s” en la Figura 1) idéntico en cada uno de
ellos e idéntico a las proteinas homoélogas del tipo MSP-3 descritas en Plasmodium vivax y Plasmodium Knowlesi.

Un primer propdsito revelado en la aplicacién es por lo tanto una familia (o grupo) de genes aislados que tienen
las siguientes propiedades:

- se localizan en el cromosoma 10 de Plasmodium falciparum;
- se conservan altamente en cepas Plasmodium falciparum;
- se expresan en Plasmodium falciparum en las etapas eritrociticas;

- codifican las proteinas que tienen una firma NLRN o NLRK en su extremidad N-terminal y que se localizan en
la superficie de merozoito, en donde dicha familia comprende al menos 3 genes.

La firma NLRN o NLRK se sigue con frecuencia por A o G, en las proteinas de la familia MSP-3 de acuerdo con
la invencion.

Los genes de la familia preferiblemente también comparten la misma organizacién general, como se muestra en la
Figura 1.

Un ejemplo de una de esta familia es la familia completa del tipo MSP-3, que comprende los genes de las secuencias
SEQID Nos: 1,3,5,7,9, 11, 13, y 15. Cualquier grupo de al menos 3 genes seleccionados entre estos genes también
se considera como una familia de genes.

A excepcion de la firma N-terminal mencionada anteriormente, el resto de la parte N-terminal es altamente variable
a partir de un producto génico con el otro, mientras que, en contraste, el C-terminal es idéntico en su organizacién para
todos los genes, excepto 2 (MSP-3-5 y MSP-3-6) incluyendo el alargamiento epitope-del tipo “b” (‘“b”), el epitope-del
tipo “c/d” (“c/d”), la region rica-glutaminica, y en el extremo C-terminal una cremallera de leucina.

Las familias de genes particulares son, por lo tanto familias como se describen arriba, en donde dichos genes
ademds tienen las siguientes propiedades: codifican las proteinas que tienen un motivo del tipo MSP-3-b y/o un motivo
del tipo MSP-3-c/d. Un ejemplo de una de esta familia es la familia que abarca los genes de las secuencias SEQ ID
Nos: 1, 3, 5,7, 13, y 15, o cualquier grupo de al menos 3 genes seleccionados entre estas secuencias.

Todas las 7 proteinas (GLURP + los 6 homdélogos de moléculas del tipo MSP-3) producen anticuerpos en indivi-
duos expuestos a la malaria.

Para aquellos productos génicos en los cuales se ha investigado, particularmente GLURP, MSP-3-1 y MSP-3-2,
las respuestas inmunes provocadas se asocian con la proteccién clinica contra los ataques de malaria bajo condiciones
de campo. Esta asociacion es altamente significante estadisticamente, particularmente con los anticuerpos hechos del
isotipo IgG3, y se confirmé en tres configuraciones, Dielmo y Ndiop en Africa, Oo-Do en Birmania. Por razones de
homologia descritas a continuacién, es muy probable que el mismo hallazgo se hiciera para los restantes 5 genes.

En el caso de GLURP, MSP-3-1 y MSP-3-2, las regiones dirigidas por anticuerpos asociados con la proteccién son,
la regi6én no-repetida RO de GLURP vy la regién no-repetida C-terminal de MSP- y MSP-3-2. Los diversos péptidos
derivados de MSP-3-1 se muestran en la Fig 2. La proteccion se asocié con los anticuerpos para los péptidos MSP-3-
b,cyd.
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Los anticuerpos para los 7 productos génicos son todos efectivos en la mediacion de la destruccién de la etapa san-
guinea de P, falciparum, en el mecanismo de bADCI monocito- dependiente, anticuerpo-mediado, bajo condiciones in
vitro. Estos resultados, descritos en el Ejemplo 1, muestran que los anticuerpos para cada una de aquellas regiones son
igualmente efectivos en lograr la inhibicién del crecimiento de la etapa eritrocitica de P. falciparum bajo condiciones
in vitro.

La familia de genes preferida, por lo tanto ademads tiene la siguiente propiedad: los anticuerpos para los productos
de dichos genes median la destruccién de la etapa sanguinea de Plasmodium falciparum, en el mecanismo de ADCI
anticuerpo mediado, monocito-dependiente, bajo condiciones in vitro.

De acuerdo con las otras dos modalidades preferidas, una familia de genes por lo tanto ademads tiene la siguiente
propiedad: los anticuerpos para los productos de dichos genes median la inhibicién del crecimiento de Plasmodium
falciparum en ratones infectados por P. falciparum.

Los inventores también han demostrado que existe un alto grado inusual de conservacién de la secuencia de cada
uno de los 7 genes, entre varios aislados de P. falciparum. Esto se ha demostrado previamente para GLURP y lle-
vo a elegir la regién no-repetitiva RO, que tiene la conservacién m4s alta entre varios aislados, incluso tiene algunas
sustituciones de aminodcido. Esto también se demostré para MSP1-3-1 cuya secuencia se encontré que era extraor-
dinariamente conservada entre 111 aislados para la regién que cubre los péptidos MSP-3-a, b, ¢ y d, i.e., la regién
utilizada para la inmunizacién de voluntarios, donde ninguna sustituciéon de aminodcido unico y por lo tanto ninguin
cambio de aminodcido se encontrd en absoluto. Esto fue ademas confirmado recientemente para el resto del C-termi-
nal de MSP-3-1 y la regién conservada C-terminal completa de MSP-3-2, MSP-3-3, MSP-3-4, MSP-3-7, y MSP-3-8
(Figuras 9 y 10). Este grado de conservacion notable de la secuencia de esta familia de genes es, en marcado contraste
con el polimorfismo relativamente grande observado en la mayoria de las otra vacunas candidatas estudiadas en la
actualidad, y es obviamente un criterio importante que fortalece el potencial de esta familia de genes para el desarrollo
de vacunas.

Las familias de genes como se describen arriba, que comprenden al menos 3 genes seleccionados entre los genes
de secuencias SEQ ID Nos: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, y 15, o sus homdlogos en Plasmodium, particularmente cepas de
Plasmodium falciparum por lo tanto también se prefieren las familias de genes.

Otro aspecto revelado en la aplicacion es un gen de Plasmodium falciparum aislado que tiene la secuencia de SEQ
ID No:5, 7, 13 0 15, o un gen aislado correspondiente con un homélogo de un gen de Plasmodium falciparum de la
secuencia de SEQ ID No:5, 7,9, 11, 13 0 15 en una cepa de Plasmodium.

Estos genes, que no se describen genes del tipo MSP-3, pueden ser muy utiles para el experto en un nimero de
aplicaciones en los campos de la investigacion, diagndstico y vacunaciones, por las razones descritas anteriormente
y a continuacién. En particular, se pueden utilizar para producir proteinas recombinantes del tipo MSP-3-. En conse-
cuencia, las proteinas recombinantes de la SEQ ID Nos: 6, 8, 10, 12, 14 y 16, también se revelan, asi como cualquier
proteina recombinante que tiene la secuencia de una proteina que es un homdlogo de una proteina de la SEQ ID Nos:
6, 8, 10, 12, 14 0 16 en una cepa de Plasmodium diferente de la cepa 3D7.

La comparacion de las secuencias entre los genes de la familia MSP-3, muestran una conservacion muy inusual de
los epitopes entre los miembros de la familia, especialmente de aquellos dirigidos por anticuerpos activos bioldgica-
mente, que es critica para la proteccién. La comparacién de la secuencias se resume en la Figura 11.

Los inventores han identificado 2 regiones que son muy similares, si no totalmente idénticas, entre los miembros
de la familia y se refieren a una regidn critica en el péptido MSP-3-b y uno en los péptidos MSP-3-c y d (regién que
se cubre por ambos péptidos MSP-3-c y MSP-3-d). Las pequefias diferencias entre estos epitopes muy conservados
entre los diferentes genes se resumen en las Figuras 12 y 13. Es notable y altamente significante que las regiones
mas conservadas a través de los diferentes genes son aquellos dos que son el objetivo de los anticuerpos activos
biolégicamente en la prueba-AOCI in vitro y por transferencia pasiva en ratones SCID (ver arriba).

Los inventores también han demostrado que existe reactividad en cruz inmunoldgica entre las diferentes proteinas
de la familia MSP-3, como una consecuencia de aquellas homologias estructurales entre los miembros de la familia
de genes (ejemplo 5).

La consecuencia prictica en el nivel inmunoldgico y de desarrollo de vacunas es que la inmunizacién por cualquiera
de los miembros de la familia de genes inducird los anticuerpos reactivos a la misma y para todos de los productos
génicos restantes.

Por consiguiente, la presente aplicacidn describe un tipo muy particular de familias multi-genes donde, en lugar
del polimorfismo del epitope, que es usualmente la caracteristica de familias multi-genes descritas hasta la fecha,
conservacion de epitope es la principal caracteristica y donde, en caso de delecidn, la mutacién en un gen determinado,
otro o todos los otros miembros de la familia pueden asumir la funcién antigénica. Ademads, todos los genes se expresan
simultdneamente por un parasito dado.
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La aplicacioén, de esta manera, también revela una proteina que se codifica por un gen entre aquellos revelados aqui
arriba. En una modalidad particular, la proteina es una proteina recombinante.

Un polipéptido antigénico que comprende un fragmento de al menos 10, preferiblemente al menos 15, aminodcidos
consecutivos a partir de una proteina de acuerdo con la invencién, por lo tanto se revela. Por supuesto, los polipéptidos
limitados a los fragmentos de MSP-3-1 o MSP-3-2, no se consideran en este documento.

Los polipéptidos antigénicos preferidos, de acuerdo con la invencién son polipéptidos antigénicos de MSP3-3 que
comprenden al menos el motivo del tipo MSP-3-c/d como se define en la SEQ ID NO: 27. Un polipéptido antigénico
de la invencién ademds comprende al menos un motivo seleccionado entre las secuencias SEQ ID Nos: 17 a 24 y es
parte de la invencion.

Otro aspecto de la presente invencién es una composicidn polipeptidica antigénica que comprende un motivo del
tipo MSP3 c¢/d de MSP3.3 como se define anteriormente y, al menos otro motivo del tipo MSP-3-b. Por “composicién
polipeptidica” se entiende una composicién que comprende componentes pelipeptidicos, i.e., polipéptidos o molécu-
las que comprenden una fraccion polipeptidica, tales como lipopolipéptidos, conjugados que consisten de polipéptidos
unidos a un soporte, etc. Las composiciones polipeptidicas de acuerdo con la invencién pueden ser soluciones, com-
primidos, etc.

En una modalidad particular de la composicién polipeptidica antigénica de acuerdo con la invencién, al menos el
otro motivo del tipo MSP-3-c/d se selecciona entre las secuencias de SEQ ID Nos: 25 26, 28, 29 y 30 y las variantes
conservadoras de estas.

En la composicién polipeptidica antigénica de la invencién, al menos, los dos diferentes motivos del tipo MSP-
3-c/d se pueden llevar por moléculas distintas (i.e., la composicién puede comprender una diversidad de moléculas
que cada una contiene solo un motivo); de manera alterna, cada componente polipeptidico de esta composicién puede
llevar al menos dos motivos. Una composicién antigénica, segiin se describe arriba, que contiene moléculas que com-
prenden al menos dos diferentes motivos del tipo MSP-3-c/d, es por lo tanto, un objeto de la presente invencion. Estas
moléculas pueden ser moléculas complejas, en las cuales, al menos, dos motivos son parte de distintos péptidos unidos
covalentemente a un portador comun; preferiblemente, su fraccioén polipeptidica se constituye por un polipéptido Uni-
co que comprende dichos motivos. Las proteinas de fusién, que comprenden varias partes procedentes de diferentes
proteinas MSP-3, se pueden incluir en estas composiciones.

En vista de la conservacion de los epitopes, los inventores han investigado si los anticuerpos citofilicos contra
GLURP y MSP-3, estdn implicados en el desarrollo de inmunidad a la malaria clinica en una poblacién Asidtica de
Myanmar, como ha sido reportado que es en Africa, i.e., en un diferente antecedente genético del parasito y humano.
Los resultados, revelados en el Ejemplo 7 abajo, muestran que los niveles de anticuerpos IgG3 citofilicos contra regio-
nes conservadas de MSP-3-1 y GLURP se correlacionan significantemente con proteccién clinica contra la malaria de
P. falciparum. En contraste, los niveles de anticuerpos IgG4 no-citofilicos contra GLURP aumentaron con el nimero
de ataques de la malaria. Mds importante ain, hubo un efecto complementario de los anticuerpos IgG3 MSP-3-1- y
GLURP-especificos en la proteccion contra la malaria. En aquellos individuos que no responden a uno de los antige-
nos, una respuesta firme al otro se detectd consistentemente y se asocio con la proteccion, sugiriendo que la induccién
de anticuerpos contra ambos MSP3 y GLURP, podria ser importante para el desarrollo de inmunidad protectora.

De acuerdo con otra modalidad de la invencidn, la composicién polipeptidica antigénica, por lo tanto, ademads
comprende una molécula polipeptidica antigénica que comprende al menos 10 residuos de aminoacidos consecutivos
de la regién RO de GLURP.

Como se menciona anteriormente, una composicién polipeptidica antigénica de acuerdo con la invencién puede
comprender un nimero limitado de moléculas, cada una que comprende una variedad de epitopes, o una variedad de
moléculas que comprende cada una un nimero limitado de epitopes. De acuerdo con una modalidad particular, la

composicion de polipéptidos antigénicos comprende de 2, preferiblemente de 3 a menos de 9 polipéptidos codificados
por los genes de la invencién.

Un ejemplo de composicion polipeptidica antigénica de acuerdo con la dltima posibilidad es un mixotope que
comprende una variedad de péptidos sintéticos que comprende la secuencia:
X1-X2-X3-X4-X5-X6-X7-X8-X9-G-X9-X10-X11-X12 (SEQ ID No:31),
en donde:
X1 =1, Y oninguno;
X2 =L, F o ninguno;

X3 =E, D, P o ninguno;
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X4 =R, D o ninguno;
X5 =G, A, L o ninguno;

X6=W,G,S,I0E;

X7=E,LoA;
X8=FI1,G,LoS;

X9 =G, SorA;

X10=V,A,L,I0S;

X11=P, YoL;

X12 =E, F o ninguno.

ES 2335094 T3

Un “mixotope” es una biblioteca combinatoria de péptidos que pueden ser obtenidos en una sintesis tinica, como

se describe por (Gras-Masse, Georges et al. 1999).

Otro mixotope derivado de MSP-3-b y que se puede incluir en una composicién polipeptidica antigénica de acuerdo

X1-X2-X3-W-E-X4-G-G-G-X5-P

en donde:
X1=IoY:
X2=LoF;
X3=GoA;
X4=Fol;y
X5=VoA.

con la invencidén es un mixotope que comprende una variedad de péptidos sintéticos que comprenden la secuencia

(SEQ ID No:32),

De modo semejante, otra composicién polipeptidica antigénica de acuerdo con la invencién es un mixotope que

comprende una variedad de péptidos sintéticos que comprende la secuencia

L-X1-X2-X3-X4-X3-X5-X6-X7-D-XS-X9-X10-I-X11-X12-X13-X14-X15-X16 (SEQ ID No:33),

en donde:

X1=E,o08S;
X2=L,H,SoQ;
X3=LVoL;

X4=K,N,YoP;

X5=T,SoP;
X6=SolL;
X7=K,WoS;
X8=E,K,Rol;
X9=EoN;
X10=D,NoQ;
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X11=LV,S,PoA;

X12=K,DoN;
X13=HoE;
X14=NoS;
X15=EoD;
X16=DoQ.

Las composiciones de mixotope antigénicas anteriores pueden ser una mezcla de al menos 50, al menos 100, o al
menos 500 péptidos de diferentes secuencias. Pueden también comprender una biblioteca combinatoria de péptidos
sintéticos correspondientes a cada una de las sustituciones observadas y potenciales. Una composicién antigénica, que
comprende una mezcla de los dos mixotopes descritos anteriormente, también se incluye en la presente invencion.

En cualquiera de los polipéptidos antigénicos o composiciones polipeptidicas antigénicas descritos anteriormente,
una molécula lipidica se puede unir a al menos parte de las moléculas polipeptidicas. Un ejemplo de molécula lipidica
que puede ser utilizada por lo tanto es un residuo C-terminal palmitoilisilamida.

Como ya se menciona anteriormente, al menos parte de los polipéptidos o moléculas polipeptidicas en el poli-
péptido antigénico de acuerdo con la invencién, se pueden unir a un soporte, por consiguiente, constituyendo los
conjugados. Los soportes preferidos en esta modalidad de la invencién son particulas virales, perlas de nitrocelulosa o
poliestireno, y polimeros biodegradables tales como lipofosfoglicanos o 4cido poli-L lactico.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicién inmundgena que comprende como un inmund-
geno un polipéptido o una composicién polipeptidica especialmente preparada por recombinacién como cualquiera de
los descritos anteriormente.

Como se discute en el Ejemplo 5, la familia de genes descrita en este documento presenta una caracteristica
notable, que es la conservacidn de epitope entre los diferentes miembros de la familia, que conduce a la reactividad
en cruz inmundgena entre los diferentes productos de la familia de genes. La potencial vacunacién de MSP-3-1 y sus
fragmentos, ilustrados en los Ejemplos 2 y 3, junto con la conservacion del epitope y la reactividad en cruz mencionada
anteriormente, son rasgos notables que hacen de esta familia de genes y las composiciones polipeptidicas derivadas
de estas, particularmente candidatos interesantes para la vacunacién contra la malaria. Otro aspecto de la presente
invencién es por lo tanto el uso de un polipéptido o una composicién polipeptidica como se describe anteriormente,
para la preparacién de una vacuna contra la malaria, asi como dicha vacuna, que comprende como un inmunégeno
dicho polipéptido o composicién polipeptidica, en asociacién con un vehiculo farmacéutico apropiado.

Una composicién inmunégena y una vacuna de acuerdo con la invencién, puede ademds comprender al menos un
antigeno seleccionado entre LSA-1 (Guerin-Marchand, Druilhe et al. 1987), LSA-3 (Daubersies, Thomas ez al. 2000),
LSA-5, SALSA (Bottius, BenMohamed er al. 1996), STARP (Fidock, Bottius et al. 1994), TRAP (Robson, Hall et
al. 1988), PfEXPI (Simmons, Woollett et al. 1987), CS (Dame, Williams et al. 1984), MSP1 (Miller, Roberts et al.
1993), MSP2 (Thomas, Carr et al. 1990), MSP4 (Marshall, Tieqiao et al. 1998), MSP5 (Marshall, Tieqiao et al. 1998),
AMA-1 (Peterson, Marshall et al. 1989; Escalante, Grebert et al. 2001), SERP (Knapp, Hundt et al. 1989) y GLURP

(supra).

De acuerdo con una modalidad particular de la invencion, la composiciéon inmundgena o la vacuna se formula
para inyeccidn intradérmica o intramuscular. En tal caso, dicha composiciéon inmundgena o vacuna preferiblemente
comprende entre 1 y 100 pug de inmundgeno por dosis de inyeccion, mas preferiblemente entre 2 y 50 ug. De manera
alterna, la composicién inmundgena o la vacuna se puede formular para administracién oral, como se describe por
(BenMohamed, Belkaid et al. 2002).

La composicién inmundgena o vacuna de la invencidon ademds también pueden comprender SBAS2 y/o Alum y/o
Montanide como un adyuvante.

Otros aspectos de la presente invencion se relacionan con anticuerpos y fragmentos de anticuerpos dirigidos contra
los antigenos revelados en este documento. Como se describe anteriormente y en el Ejemplo 5, la conservacién del
epitope en la familia MSP-3 conduce a la reactividad en cruz de los anticuerpos obtenidos contra un antigeno. Por
ejemplo, un anticuerpo sintético o recombinante que reacciona en cruz con MSP-3-3 y que media la inhibicién de
crecimiento o destruccién de la etapa sanguinea de Plasmodium falciparum, en el mecanismo de ADCI anticuerpo
mediado, monocito-dependiente, bajo condiciones in vitro, es un anticuerpo particularmente interesante de acuerdo
con la invencién.

Una mezcla de anticuerpos y/o fragmentos de anticuerpos dirigidos contra los polipéptidos de acuerdo con la
invencidn, es también parte de la invencion.
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Otra mezcla de anticuerpos y/o fragmentos de anticuerpos de acuerdo con la invencién se dirige contra una com-
posicién polipeptidica como se describe anteriormente.

Los anticuerpos (o fragmentos) preferidos, de acuerdo con la invencidn son anticuerpos humanos o humanizados.
Estos anticuerpos o fragmentos de anticuerpos se pueden producir por ejemplo en Lemna, asi como en maiz, tabaco,
células CHO, y similares. Cuando se produce en células CHO, se pueden obtener por ejemplo utilizando el método
descrito en WO 03/016354.

La presente invencién también se refiere al uso de una composicién que comprende un anticuerpo o una mezcla
de anticuerpos o fragmentos de estas como se describen arriba, para la preparacion de un medicamento contra la ma-
laria. Por supuesto, un medicamento para inmunoterapia pasiva de la malaria, que comprende dicho anticuerpo o una
mezcla de anticuerpos, también se considera como parte de la invencion. Tal medicamento puede ademds comprender
anticuerpos dirigidos contra al menos un antigeno seleccionado entre LSA-1, LSA-3, LSA-5, SALSA, STARP, TRAP,
PfEXP1, CS, MSP1, MSP2, MSP4, MSP5, AMA-1, SERP y GLURP.

Los métodos para la profilaxis, la atenuacién o el tratamiento de la malaria, mediante la administracién a un pacien-
te con necesidad de estas, una composicién inmundgena, una vacuna, o un medicamento que comprende anticuerpos,
como se describen arriba, también se revelan en la invencion.

La invencion también se refiere a un método para el diagndstico in vitro de la malaria en un individuo que puede ser
infectado por P. falciparum, que comprende la puesta de una muestra biolégica de dicho individuo en contacto con un
polipéptido antigénico de la invencidn, en condiciones que permitan la formacién de complejos antigeno/anticuerpo
entre dicho péptido o polipéptido antigénico y los anticuerpos posiblemente presentes en la muestra bioldgica, y la
deteccioén in vitro de los complejos antigeno/anticuerpo posiblemente formados. En este método, el diagnéstico in
vitro se puede realizar mediante una prueba de ELISA. También es posible poner en contacto la muestra bioldgica
con uno o varios péptidos antigénicos que se originan de otros antigenos seleccionados entre LSA-1, LSA-3, LSA-5,
SALSA, STARP, TRAP, PfEXP1, CS, MSP-3-1, MSP-3-2, MSP-3-5, MSP-3-6, MSP1, MSP2, MSP4, MSP5, AMA-
1, SERP y GLURP, como una etapa adicional del método.

Un método alternativo para el diagndstico in vitro de la malaria en un individuo que puede ser infectado por P,
falciparum comprende la puesta en contacto de una muestra bioldgica de dicho individuo con los anticuerpos de
acuerdo con la invencién, en condiciones que permitan la formacién de complejos antigeno/anticuerpo entre dichos
anticuerpos y los antigenos especificos para el P. falciparum posiblemente presente en la muestra bioldgica, y la
deteccion in vitro de los complejos antigeno/anticuerpo posiblemente formados.

Los Kits para el diagndstico in vitro de la malaria, basdndose en los rasgos particulares de la familia MSP-3,
también se contemplan. Por ejemplo, pueden comprender al menos un péptido o polipéptido de acuerdo con la inven-
cion, posiblemente unido a un soporte. Tal kit puede ademds comprender reactivos para que permitan la formacién
de complejos antigeno/anticuerpo entre dicho péptido o polipéptido antigénico y los anticuerpos posiblemente pre-
sentes en una muestra biolégica, y reactivos que permitan la deteccion in vitro de los complejos antigeno/anticuerpo
posiblemente formados.

Otro kit para el diagndstico in vitro de la malaria, de acuerdo con la invencién, comprende anticuerpos como se
describen arriba, y, si es necesario, los reactivos para que permitan la formacién de complejos antigeno/anticuerpo
entre dichos anticuerpos y antigenos a partir de las protefnas de la familia MSP-3 posiblemente presentes en una
muestra bioldgica, y reactivos que permitan la deteccion in vitro de los complejos antigeno/anticuerpo posiblemente
formados.

También parte de la presente invencion es una secuencia de nucleétido recombinante codificada por un polipéptido
antigénico de acuerdo con la invencién. Las secuencias particulares de acuerdo con la invencién son secuencias de
nucledtidos de la invencién que comprenden una secuencia que codifica al menos dos motivos del tipo MSP-3-b
y/o del tipo MSP-3-c/d, en donde al menos uno de dichos motivos se selecciona entre los motivos de SEQ ID Nos:
19 a 24 y 27 a 30, o sus variantes conservadoras. Un ejemplo es una secuencia de nucledtido recombinante que
comprende una secuencia que codifica una proteina de fusiéon que comprende varios motivos del tipo MSP-3-c/d, en
donde al menos dos de dichos motivos se seleccionan entre los motivos de SEQ ID Nos: 25 a 30 y sus variantes
conservadoras.

La invencién también se refiere a una clonacién recombinante y/o vector de expresion, que comprende una secuen-
cia de nucleétido de la invencién como se describe arriba, que puede ser, por ejemplo, bajo el control de un promotor
y elementos reguladores homodlogos o heter6logos vis-a-vis una célula huésped, de la expresion en la célula huésped.

Un vector de expresién como se describe en el parrafo anterior, se puede utilizar ventajosamente para la preparacion
de un medicamento para la inmunizacién genética contra el Plasmodium falciparum.

La invencién también se refiere a una vacuna de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de la
invencion.
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Una célula huésped recombinante, por ejemplo una bacteria, una levadura, una célula de insecto, o una célula
de mamifero, que se transforma por un vector de expresiéon como se describe arriba, también es parte de la presente
invencion.

Varios aspectos y ventajas de la presente invencion se ilustran en las siguientes figuras y datos experimentales.
Leyendas de las figuras

Figura 1: Organizacion de nueve genes aglomerados en la misma regién del cromosoma 10. Nueve marcos abiertos
de lectura se separan por las regiones no codificantes, y codifican en una fila (5’-3”) los genes que codifican las
proteinas denominadas primero GLURP, seguido en 1300 pares de bases por MSP-3 (ahora denominadas MSP-3-1)
seguido por otros 7 genes denominados MSP-3-2, MSP-3-3, MSP-3-4, MSP-3-5, MSP-3-6, MSP-3-7, MSP-3-8.

Figura 2: Diferentes péptidos derivados de MSP-3-1. La proteccién se asocié con los anticuerpos a péptidos MSP-
3b,cyd.

Figuras 3, 4 y 5: Estudios in vivo. Los experimentos de transferencia pasiva de anticuerpos especificos en ratones
con inmunidad comprometida, RBCs-injerto humano, infectados con P. falciparum.

Anticuerpos para el péptido MSP 3-b, péptido MSP-3-d y para regiéon RO de GLURP, fueron todos encontrados
capaces, bajo condiciones de transferencia pasiva in vivo, para eliminar una parasitemia de P. falciparum establecida
en ratones SCID con inmunidad comprometida.

Figura 6: Estudios in vivo. Resultados de confirmacidn.

Un anticuerpo humano recombinante dirigido para el epitope MSP-3-b, reactividad cruzada con proteina recombi-
nante MSP-3-2 que, bajo transferencia pasiva, puede eliminar la parasitemia en ratones SCID P. falciparum.

Figura 7: Los resultados obtenidos utilizando anticuerpos producidos por inmunizacién artificial de voluntarios
humanos utilizando un Péptido Sintético Grande que cubre los péptidos MSP-3-b, ¢, d de la region.

El mismo efecto se observa, tanto bajo condiciones in vitro como bajo condiciones in vivo, en el modelo de ratén
SCID del P. falciparum.

Figura 8: La comparacién entre el efecto bioldgico de IgG Africana total con anticuerpos anti-MSP-3-b purificados
ajustadas en la misma concentracién como en IgG Africana total.

Un efecto mas completo y fuerte de los anticuerpos anti-MSP-3-b solo se observa, que acentta su vacuna potencial.
Figura 9: Alineacién ClustalW de la secuencia de nucleétidos de la familia MSP-3.

Figura 10: Alineacién ClustalW de las secuencias del péptido de la familia MSP-3.

Figura 11: La comparacién de las secuencias entre los genes de la familia MSP3.

Esta comparaciéon muestra una conservaciéon muy inusual de los epitopes entre miembros de la familia, aquellos
dirigidos por anticuerpos activos bioldgicamente, que es critica para la proteccion.

Figura 12: motivo del tipo MSP-3-b.
Figura 13: motivo del tipo MSP-3-c-d.

Figura 14: A. Patrén de respuestas del anticuerpo IgG3 contra cada uno de los antigenos en los 30 individuos
protegidos de OoDo (errores estdndar y medios de las proporciones de respuestas del IgG3-especifico). B. Patron de
respuestas de IgG3 en 7 habitantes OoDo protegidos con baja respuesta anti-MSP3 de IgG3 (los valores limite de
IgG3 bajos se definieron como aquellos bajo los limites del Intervalo de confianza del 95% inferior del medio, i.e.
proporciones de IgG3 anti-MSP3b <2.30). C Patrén de respuestas de IgG3 en 15 habitantes OoDo protegidos con
baja respuesta anti-RO de IgG3 (valores limite de IgG3 bajos se definieron como aquellos por debajo de los limites
inferiores del intervalo de confianza 95% de las proporciones de IgG promedio, i.e. proporciones de IgG3 de anti-
GLURP RO <1.38). D. Cambios a los 5 afios de intervalo en 7 individuos protegidos con altas respuestas de MSP3 de
IgG3 en 1998. E. Cambios a los 5 afios de intervalo en 6 individuos protegidos con altas respuestas de anti-GLURP
RO de IgG3 en 1998.

Figura 15: La actividad ADCI de anticuerpos purificados por afinidad en diversas construcciones derivadas de la
familia de genes MSP-3. Los resultados se expresan como el SGI medio (indice inhibidor de crecimiento especifico)
en comparacién con un control positivo, la mezcla de las inmunoglobulinas Africanas inmunes (PIAG) que ha sido
utilizada para la transferencia pasiva en niflos Tailandeses. Las secuencias utilizadas para la purificacién por afinidad
corresponden a la regién C-terminal, que es la parte mds homdloga entre los genes y la tinica muy bien conservada
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y se indican por una linea debajo de la regién C-terminal en la figura 18. Los resultados muestran que todos los
anticuerpos especificos para cada regién para cada uno de los 6 genes son muy activos en el mecanismo de ADCI
tanto como la mezcla de inmunoglobulinas Africanas mostraron que eran efectivas en la eliminacién de P. falciparum
por transferencia pasiva en individuos infectados.

Figura 16: patrén de reactividad en cruz, de anticuerpos purificados por afinidad en la regién C-terminal de cada
uno de los miembros de la familia MSP-3, con otros miembros de la familia MSP-3. GLURP, 571 y BSA sirven como
controles negativos. Los resultados muestran que los anticuerpos purificados por afinidad en una regiéon C-terminal
dada, de un miembro de la familia reaccionan en cruz, a diversas extensiones, a todos los otros miembros de la familia
MSP-3. El patrén de reactividad cruzada mds fuerte se obtiene con MSP-3-4, que muestra una sefial positiva fuerte con
todos los otros miembros seguido por MSP-3-8. Sin embargo, esta transferencia en mancha solo muestra los epitopes
de reaccion en cruz en cada uno del miembro de la familia MSP-3.

Figura 17: patrones de reactividad en cruz, de anticuerpos purificados por afinidad en la regiéon C-terminal de
cada uno de los miembros de la familia MSP-3, con los péptidos derivados de los miembros MSP-3-1 y MSP-3-2
de la familia MSP-3. Los péptidos son péptidos a, b, c, d, y f, de MSP-3-1 y de MSP-3-2. El C-terminal de MSP-3
recombinante y BSA sirven como controles positivos y negativos respectivamente. Los resultados muestran que los
anticuerpos para las regiones C-terminal de los diferentes miembros de la familia reaccionan, a diversas extensiones,
con diversas regiones del C-terminal de MSP-3-1, particularmente MSP-3b y c, y la respuesta mds fuerte se obtiene
en MSP-3-f. La reactividad en cruz con diversos péptidos de MSP3-2 no es tan fuerte como aquella obtenida con
MSP-3-1. Finalmente, la reactividad en cruz obtenido muy fuerte con MSP-3-1 CT, el C terminal recombinante,
también sugiere una reactividad en cruz con un epitope no definido por cualquiera de los péptidos del individuo pero
mas probablemente un epitope conformacional generado por el C-terminal recombinante alargado. En este caso, las
extensiones de reactividad en cruz de cualquier anticuerpo purificado por afinidad dado para cualquier miembro de
la familia dado demuestran la homologia estructural de los diferentes miembros de esta familia y la existencia de los
epitopes de reaccidén en cruz, incluyendo aquellos generados por conformacién 3-dimensional. Lo mismo es vdlido
para MSP-3-2.

Figura 18: Una representacion esquemadtica de los diferentes miembros de la familia MSP-3. Subrayada es la region
C-terminal que fue utilizada para construir, antigenos recombinantes, que se utilizaron en los inmunoensayos.
Ejemplos
Ejemplo 1

Destruccion de la etapa sanguinea In vitro de P._falciparum por anticuerpos para los productos génicos, mediante el
mecanismo ADCI

2.A. Materiales y métodos: Prueba ADCI
2.A.1. Introduccion

La prueba de Inhibicién Celular Dependiente del Anticuerpo (ADCI) se disefia para evaluar la capacidad de anti-
cuerpos para inhibir el crecimiento in vitro de Plasmodium falciparum en la presencia de monocitos. Los estudios han
demostrado que los anticuerpos que resultaron protectores contra la etapa sanguinea de P. falciparum por transferencia
pasiva en humanos, son incapaces para inhibir el pardsito in vitro a menos que sean capaces de cooperar con los mo-
nocitos sanguineos. También se demostré que los anticuerpos que no fueron protectores in vivo no tuvieron efecto en
el crecimiento de P. falciparum en la prueba de ADCI. La ADCI es por lo tanto una prueba in vitro, cuyos resultados
reflejan el efecto protector de anticuerpos anti-malaria observados bajo condiciones in vivo en humanos.

Los anticuerpos capaces de cooperar con los monocitos deberian ser obviamente citofilicos: los isotipos IgG1 e
IgG3 son eficientes en ADCI mientras que IgG2, IgG4 e IgM no son eficientes. Esto es consistente con los hallazgos en
suero de individuos protegidos, los anticuerpos citofilicos anti-P. falciparum son predominantes, mientras en pacientes
no-protegidos los anticuerpos producidos contra el pardsito son en su mayor parte no-citofilicos.

Los resultados sugieren que la ADCI probablemente involucra la siguiente sucesion de eventos: en el momento
de la ruptura de esquizontes, el contacto entre algunos componentes de la superficie de merozoito y los anticuerpos
citofilicos unidos a los monocitos via su fragmento Fc desencadena la liberacién de mediadores solubles que se
difunden en el medio de cultivo y bloquean la division de pardsitos intra-eritrocitica circundante.

Las principales etapas involucradas en el protocolo ADCI son:

(i).  Preparacion del suero IgG utilizando cromatografia de intercambio i6nico

(ii).  Aislamiento del monocito de un donante de sangre saludable

12
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(iii). Preparacién de parasitos P. falciparum incluyendo sincronizacion y enriquecimiento de los esquizontes.
(iv). Cultivo de parasitos, por 96 hrs, en la presencia de anticuerpos y monocitos.

5 (v).  Efecto de inhibicién evaluado por observacién microscépica y conteo de los parasitos.

2.A.2. Materiales
10 Preparacion IgG
1. Solucién reguladora Tris: Tris-HC1 0.025 M, NaCl 0.035 M, pH 8.8.

2. Solucién Salina Reguladora de Fosfato (PBS), pH 7.4.

e 3. Columna de filtraciéon GF-05-Trisacril (IBF, Biothecnics, Villeneuve La Garenne, France).
4. Columna de cromatografia de intercambio i6nico DEAE-Trisacril (IBF).
20 5. Columna de Filtracién G25.
6. Filtros y tubos de Amicon para la concentracién de la proteina (Peso limite Mol.: 50,000 Da).
7. Filtros Millex Estériles, tamafio de poro de 0.22 um (Millipore Continental Water Systems, Bedford MA).
» 8. Espectrofotometro equipado con una ldmpara Ultra Violeta.
Preparacion de Monocitos
30

1. Sangre heparinizada recolectada a partir de un donante saludable, volumen 20-40 mL.
2. Gradiente de densidad Ficoll-Hypaque (Pharmacia LKB Uppsala, Sweden).
35 3. Solucién de Hank suplementado con NaHCO;, pH 7.0.

4. Medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con Hepes 35 mM y NaHCO; 23 mM.,; preparado con agua mineral;
almacenado a 4°C.

40 5. Reactivos para tincion estearasa no-especifica (NSE): solucién de fijacidn, nitrito, colorante, solucién reguladora
y sustrato

6. Placas de plastico estériles de 96-pozos (TPP, Switzerland).
45 7. Centrifuga refrigerada.
8. Incubador de CO,.

9. Microscopio invertido.

50
Preparacion del Pardsito
1. Medio de cultivo RPMI 1640 (ver arriba).
» 2. Solucidn stock al 10% de Albumax; almacenado a 4°C por hasta 1 mes.
3. Sorbitol al 5% para sincronizacién de parésitos.
60 4. Plasmagel para el enriquecimiento de los esquizontes.
5. Reactivos de fijacion y tincién de frotis delgado: metanol, eosina, azul de metileno.
2.A.3. Métodos.
65
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Preparacion IgG

IgGs se extrajeron a partir de suero humano (ver Nota 1) de la siguiente manera:

1. Diluir el suero en una relacién de 1 a 3 en Solucién reguladora Tris.

2. Filtrar el suero diluido a través de una columna de filtracion en gel Trisacryl GF-05 previamente equilibrada
en la Solucién reguladora Tris. Asegurarse que la relacién de suero con el gel de filtracién es 1 volumen de suero sin
diluir a 4 volimenes de gel GF-05.

3. Mezcla de las fracciones que contienen la proteina

4. Carga sobre una Columna de cromatografia de intercambio i6nico DEAE-Trisacril previamente equilibrada con
Solucién reguladora Tris. Asegurarse de que la relacién de suero con el gel de filtracion sea 1 volumen de suero sin
diluir a 4 volimenes del gel DEAE.

5. Recolectar las fracciones de 1 mL de volumen.

6. Medicion de la densidad 6ptica (OD) de cada fraccién utilizando un filtro de 280 nm.

7. Calcular la concentracién de IgG de la siguiente manera:

Concentracion IgG (mg/mL} = OD 280 nm
1.4

8. Mezcla de las fracciones que contienen IgGs.

9. Concentrar la solucién de IgG utilizando filtros Amicon. Los filtros Amicon en primer lugar se remojan en agua
destilada por 1 hora y que se adaptan a tubos especiales en los cuales la solucién de IgG se adiciona.

10. Centrifugar los tubos a 876 g por 2 hr a 4°C. Este usualmente conduce a una concentracién de 25-veces.

11. Realizar una etapa final de filtracién en gel utilizando una columna G25 previamente equilibrada en medio de
cultivo RPMI.

12. Recolectar las fracciones IgG en RPMI.

13. Medicién de la densidad 6ptica (OD) de cada fraccion utilizando un filtro de 280 nm.

14. Calcular la concentracion de IgG.

15. Mezcla de las fracciones que contienen IgGs.

16. Esterilizar las fracciones IgG por filtracién a través de filtros de 0.22 ym de tamaiio de poro.

17. Almacenar la solucién estéril de IgG a 4°C por hasta 1 mes (o adicionar Albumax para almacenamiento mas
largo- pero no se recomienda-).

Preparacion de Monocitos

El procedimiento para la preparacién de monocito se basa en aquel descrito por Boyum (Scand J. Clin. Lab. Invest.
1968, 21, 77-89) e incluye las siguientes etapas:

1. Diluir la sangre heparinizada 3-veces en Solucién de Hank.

2. Cuidadosamente la capa de dos volimenes de sangre diluida en un 1 volumen de Ficoll-Hypaque (volumen
maximo de 20 mL de sangre diluida por tubo).

3. Centrifugar a 560 g por 20 min a 20°C.
4. Eliminar las capas de células mononucleares en la interfase Ficoll/plasma.
5. Adicionar 45 mL de Solucién de Hank a la suspensién de células mononucleares.

6. Centrifugar a 1000 g por 15 min a 20°C.
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7. Cuidadosamente resuspender las células peletizadas en 45 mL de Solucién de Hank.
8. Centrifugar de nuevo a 1000 g por 15 min a 20°C. Repetir esta etapa de lavado dos veces mas.

9. Finalmente, centrifugar a 180 g por 6 min a 20°C, eliminar cualquiera de las plaquetas que permanece en el
sobrenadante.

10. Resuspender las células mononucleares en 2 mL de RPMI.

11. Calcular la concentracién de las células mononucleares (i.e. linfocitos mas monocitos) en la suspensién celular:
diluir una alicuota de 20 uL de la suspension celular 3-veces en RPMI y contar los nimeros de células utilizando un
hemocitémetro (tipo Malassez por ejemplo).

12. Determinar el nimero de monocitos utilizando la técnica de tincién Estearasa No Especifica (NSE):

(i).  En el microtubo A, adicionar 40 uL. de suspension de células mononucleares a 40 uLL de solucién de
fijacion.

(i1).  En el microtubo B, mezclar los reactivos de tincién NSE en el siguiente orden: 60 uL de nitrito, 60 uL.
de colorante, 180 uL de solucién reguladora, y 30 uL de sustrato

(iii).  Adicionar la mezcla en el microtubo B a las células en el microtubo A.

(iv). Tomar una muestra de 20 uL de las células tefiidas y medir la proporcién de monocitos:linfocitos:mono-
citos serd coloreada en color marrén mientras que los linfocitos serdn sin color. Normalmente la propor-
ci6én de monocitos es 10-20% del total de células mononucleares.

13. Ajustar la suspension celular a una concentracion de 2 x 10° monocitos por 100 uL, con RPMI.
14. Alicuota de la suspension celular en una placa de 96-pozos a 100 uL/pozo.

15. Incubar por 90 min a 37°C, 5% de CO,. Durante esta incubacidn, los monocitos se adhieren al pléstico.

16. Eliminar las células no-adherentes y lavar los monocitos adicionando, y eliminando completamente, 200 uL de
RPMI en cada pozo.

17. Repetir este procedimiento de lavado 3 veces con el fin de eliminar todas las células no-adherentes.

18. Al menos 95% de las células recuperadas seran monocitos. Control de la apariencia celular y la homogeneidad
relativa de la distribucidn celular en los diferentes pozos por observacion utilizando un microscopio invertido (ver
Notas 2, 3,y 4).

Preparacion del Pardsito

Las cepas de P. falciparum se cultivaron en RPMI 1640 suplementado con 0.5% de Albumax. Los pardasitos se
sincronizan por tratamientos de Sorbitol de la siguiente manera:

1. Diluir el sorbitol stock con 5% en agua mineral.

2. Centrifugar la suspension del cultivo de parasitos asincrono a 1200 rpm por 10 min a 20°C.

3. Resuspender el pellet en la solucién de sorbitol al 5%. Esto conducird a la lisis selectiva de esquizonte infectado
con RBC sin ningtin efecto sobre los anillos y tropozoitos jévenes.

Cuando se requiere, los esquizontes se enriquecen por flotacién sobre plasmagel de la siguiente manera:

1. Centrifugar los cultivos que contienen parasitos asincronos a 250 g por 10 min a 20°C.

2. Resuspender el pellet a una concentracién final de glébulos rojos al 20% (RBC), RPMI al 30%, 50% de plasma-
gel.

3. Incubar a 37°C por 30 min. Los RBC infectados con esquizontes, permanecerdn en el sobrenadante, mientras
que los RBC infectados con trofozoitos jovenes y no infectados se sedimentaran.

4. Recolectar cuidadosamente el sobrenadante, por centrifugacién a 250 g por 10 min a 20°C.
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5. Preparar un frotis delgado a partir de las células peletizadas, tefiir, y determinar la parasitemia por examinacion
microscdpica.

6. Normalmente, utilizando este método, los RBC sincronos infectados con esquizonte sincrono se recuperan a
~70% de parasitemia.

Para la prueba de ADCI, se utilizan parésitos de esquizonte sincronizados temprano. Normalmente la parasitemia
es 0.5-1.0% y el hematocrito 4%.

Prueba ADCI
1. Después de la dltima etapa de lavado, adicionar en cada pozo que contiene el monocito:
(i). 40 uL de RPMI suplementado con 0.5% de Albumax (medio de cultivo).

(ii). 10 uL de la solucién del anticuerpo que se ensayard. Normalmente las IgGs se utilizan al 10% de su
concentracion original en el suero (~20 mg/mL para adultos de zonas hiperendémicas, y ~12 mg/mL
para nifios de zona endémica y pacientes de ataque primario). (ver Nota 5).

(ii1). 50 uL de cultivo de pardsito, a 0.5% de parasitemia y 4% de hematocrito.

2. Los pozos control consisten de lo siguiente;

(i).  Monocitos (MN) y parasitos con IgG normal (N IgG) preparado a partir del suero de un donante sin
antecedentes de malaria.

@i1).  Cultivo de parésitos con IgG que se ensayara sin MN.
3. Mantener el cultivo a 37°C por 96 hrs en una jarra de calentamiento (o una incubadora de O, bajo, 5% de CO,).
4. Adicionar 50 uL del medio de cultivo a cada pozo después de 48 y 72 hrs.

5. Eliminar el sobrenadante después de 96 hrs. Preparar frotis delgados a partir de cada pozo, tefiir, y determinar la
parasitemia por examinacién microscopica. Con el fin de asegurar una precision relativa en el conteo de los parasitos,
un minimo de 50,000 glébulos rojos (RBC) se deberian contar y el porcentaje de RBC infectados se calcula (ver Notas
6y7).

6. Calcular el Indice Inhibidor de Crecimiento (SGI) especifico, teniendo en cuenta la posible inhibicién inducida
por monocitos o anticuerpos solos:

SGI = 100 X (1-[Porcentaje de parasitemia con MN vy
Abs/Porcentaje de parasitemia con abs] / [Porcentaje de
parasitemia con MN+ N IgG / Porcentaje de parasitemia con N
IgG])

2.A.4. Notas

1. Preparacién de IgG a partir de sueros que se analizaran, es una etapa esencial porque una inhibicién de creci-
miento dependiente del no-anticuerpo de parasitos, ha sido observado frecuentemente cuando se utilizaron sueros no-
fraccionados, probablemente debido a los lipidos oxidados.

2. Funcién del monocito (MN) en ADCI es dependiente de varios factores tales como agua utilizada para preparar
RPMI 1640. Agua de alta pureza, tal como agua Millipore, aunque adecuada para el cultivo de pardsitos, conduce
a una produccidn pobre en el nimero de MN recuperados después de la adherencia a los pozos plasticos. Por otra
parte, el agua que contiene trazas de minerales, tales como agua Volvic disponible comercialmente, o agua destilada,
proporcionar consistentemente una buena funcién del monocito.

3. La mejora de la adherencia del monocito, se puede obtener por el revestimiento de los pozos de cultivo con

fibronectina i.e. revestimiento con plasma aut6logo a partir del donante de MN, seguido de un lavado con RPMI 1640,
antes de la incubacién con células mononucleares.
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4. MN de sujetos con una infeccién viral (por ejemplo influenza) frecuentemente son capaces de inducir una
inhibicién no dependiente de IgG de crecimiento de parésitos. Este efecto de inhibicién no-especifica, podria impedir
la observacién de la inhibicién IgG-dependiente en ADCI. Por consiguiente, los donantes de MN sospechosos de
padecer una infeccidn viral, o que han tenido fiebre en los dltimos 8 dias, deben ser evitados. Los resultados de ADCI
no son fiables cuando el efecto directo de MN s6lo es mayor del 50% de inhibicién. La preparacién de MN en medio
que contiene suero heterélogo, tal como FCS, resulta en la diferenciacién de MN, su transformacién progresiva en
macrdfagos que han perdido su efecto promotor de ADCI.

5. Si es necesario, IgG murina se pueden probar en ADCI con MN Humano. El isotipo IgG2a es capaz de unirse
con el receptor Il y Fc humano presente en los monocitos demostraron que se involucran en el mecanismo de ADCI.

6. Una posible variacién de la prueba de ADCI es la evaluacién de un efecto de competicién entre anticuerpos
citofilicos protectores (adultos de zona hiperendémica) dirigidos a la superficie de antigenos de merozoitos, y an-
ticuerpos no-protectores (nifios de una zona endémica y pacientes de ataque primario) que reconocen los mismos
antigenos pero que no son capaces de desencadenar la activacién del monocito debido a que no se unen a los recep-
tores gamma Fc. Por consiguiente Ig no-citofilica dirigida a los antigenos “fundamentales” pueden bloquear el efecto

ADCI de anticuerpos protectores. Cada fraccion IgG deberia ser utilizada al 10% de su concentracién original en el
suero.

La prueba del protocolo ADCI se puede modificar y realizar con una ADCI de dos-etapas con activacién de corto-
plazo de monocitos de acuerdo con el siguiente procedimiento:

(). Incubar MN por 12-18 hrs con prueba Ig y esquizontes infectados maduros sincronos con RBC, al 5-10% de
parasitemia.

Durante el primer tiempo de cultivo, la ruptura de RBC infectado ocurre y los merozoitos se liberan.

(i1). Recolectar sobrenadantes de cada pozo y centrifugarlos a 700 g.

(iii). Distribuir los sobrenadantes en una placa de 96-pozos, a 100 uL/pozo

(iv). Adicionar a cada pozo 100uL de cultivo de P. falciparum asincrono que contiene medio fresco, un 0.5-1% de
parasitemia, 5% de hematocrito (se toma particular cuidado para reducir a un minimo la contaminacién de leucocitos
de la preparacién de RBC utilizada para este segundo cultivo).

(v). A 36 hr de cultivo, adicionar 1 mCi de 3H hipoxantina a cada pozo.

(vi). A 48 hr de cultivo, las células cosechadas y se estima la absorcién 3H mediante conteo en un contador de
centelleo liquido.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1
Condiciones de ADCI anticuerpo volumen | MN | MN | SGI Adj Directo
G| ® % SGII%

ADCI 02/03 17/1/03 RPMI 10ul 78 | 7,1 | 0% 0%
Cepa de 3D7 NIG dializado Sul 75 1 63 | 8% 4%
parasito

Preparacion attach PIAG (IFA 10ul 11,8 | 5 | 53% | 100% -51%

de MN 35,000)Ali

Para. Inicial | 0.5%asincro | anti-MSP3.1 1ol 118 5 53% | 100 % | -51%

(%) en AB+ RBC CT (MSP3
Simon)
Para. Final. 7.8% anti-MSP3 4 10ul 12,6 | 5.1 | 56% | 104% | -62%
(%) CT
Duracion de 72 h 15ul 9.4 5 | 42% | 78% -21%
ADCI
Inhibiciéon 9% anti-MSP3.7 10ul 9.9 5 | 45% | 83% -27%
MN CT
% donante de | Cito 15 114 | 10 | 4% 7% -46%
MN congelado
18/10/02
ADCI Estandar anti-MSP3.1 10ul 11 | 46 | 54% | 101% | -41%
CT (MSP3
viejo)
15ul 11,3 | 46 | 55% | 103% -45%
placal anti-MSP3.2 10ul 125 | 34 | 70% | 131% 60%
CT (MSP6)
Todos los anticuerpos se 15 9.8 | 45 | 50% 93% -26%
ajustaron a titulo IFA de 1:
200
anti-MSP3.8 10ul 12 | 44 | 60% 112 -54%
CT
15ul 82 | 77 | 3% -6% -5%
anti-MSP3.3 10ul 91 | 41 | 51% | 94% -17%
CT
15ul 91 | 45 | 46% | 85% -17%

Las regiones C-terminal utilizadas para producir los anticuerpos se indican en la Figura 18, y corresponden a las
lineas horizontales debajo de cada una de las proteinas. Han sido clonadas en E. coli utilizando el vector PTCR-His.

Ejemplo 2

Ensayos in vivo por transferencia pasiva de anticuerpos en ratones

Los resultados in vitro mostrados en el ejemplo 1 se confirmaron bajo condiciones in vivo mediante experimentos
de transferencia pasiva de anticuerpos especificos en ratones con inmunidad comprometida, RBCs-injerto humano,
infectado con P. falciparum.
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Los materiales y métodos utilizados para realizar los experimentos descritos en el presente ejemplo se describen en
(Brahimi, Perignon et al. 1993; Badell, Oeuvray et al. 2000). En particular, los métodos para obtener los anticuerpos
han sido descritos por Brahimi et al.

Debido a la complejidad de la manipulacién de este modelo, todos los anticuerpos no pudieron ser probados hasta
ahora, pero los anticuerpos para el péptido MSP-3-b, péptido MSP-3-d y para la GLURP-regién RO fueron todos
encontrados capaces, en condiciones de transferencia pasiva in vivo, para eliminar una parasitemia de P. falciparum
establecida en ratones SCID con inmunidad comprometida (Figuras 3, 4 y 5). Se puede observar que el efecto de
depuracién de los anticuerpos anti-MSP-3-b y MSP-3-d es extremadamente fuerte y, al contrario que la depuracién in-
ducida por anticuerpos anti-GLURP, ajustado con la misma concentracién del anticuerpo, es menos efectiva: el tiempo
para la depuracién de pardsitos después de la transferencia es aproximadamente doble de tiempo con el anti-GLURP
que el obtenido con los anticuerpos anti-MSP-3. De nuevo aqui, por las razones descritas en este documento, la red
de la reactividad en cruz entre los 6 genes descritos con detalle implica que los anticuerpos dirigidos a los otros genes
tendran mas probablemente el mismo efecto biolégico, si se transfieren en ratones infectados con P. falciparum. Final-
mente, este efecto in vivo ademds se confirmd utilizando un anticuerpo recombinante humano dirigido al epitope MSP-
3-b (Figura 6), la reactividad cruzada con proteina recombinante MSP-3-2 y que, tras la transferencia pasiva, se puede
eliminar la parasitemia en ratones SCID P. falciparum. Resultados esencialmente similares, también se obtuvieron
utilizando anticuerpos elicitados por inmunizacién artificial de voluntarios humanos utilizando un Péptido Sintético
Grande que cubre la region de los péptidos MSP-3-b, c, d que mostraron el mismo efecto, tanto en condiciones in vitro
como en condiciones in vivo, en el modelo de ratén SCID P. falciparum. (Figura 7).

Ejemplo 3
Experimentos de Inmunizacion en monos

Los datos protectores recolectados bajo condiciones in vitro y in vivo ademas se confirmaron independientemente
mostrando que los monos aotus inmunizados por MSP-3-1 en forma recombinante con adyuvante mediante adyuvante
completo de Freund, produjo anticuerpos efectivos en el mecanismo ADCI y que los monos, cuando se desafian
por una inoculacién de la etapa sanguinea de P. falciparum virulento, fueron capaces de controlar y desactivar su
parasitemia por P. falciparum, mientras que los monos control no.

Ejemplo 4
Comparacion de los efectos biologicos obtenidos con IgG Africano total y con anticuerpos anti-MSP-3-b purificados

La comparacién del efecto biol6gico obtenido con IgG Africano total y con anticuerpos anti-MSP-3-b purificados
ajustados en la misma concentracion como en el IgG Africano total, muestra un efecto mds completo y fuerte de
los anticuerpos anti-MSP-3-b solos, lo cual acentda su potencial como vacuna. En el curso de los estudios previos y
presentes, los inventores observaron que la afinidad de los anticuerpos purificados con el péptido MSP-3-b tuvo un
efecto aparentemente mas rapido y duro que la IgG Africana total, de la cual fueron extraidos. Esta observacién fue
sumamente interesante, ya que P. falciparum que se hace de cerca de 6000 diferentes proteinas, y el péptido MSP-
3-b que es solo una pequefia regién de una de ellas, se puede calcular que los anticuerpos anti-MSP-3-b deberian
corresponder a menos de 1/10,000 de los anticuerpos totales obtenidos por la exposicion al pardsito.

Otros estudios se llevaron a cabo ya sea con IgG total o con anticuerpos anti-MSP-3-b y se resumen en la figura
8. Es notable que en estos experimentos, la cantidad de anticuerpos anti-MSP-3-b en el IgG total o en la preparacion
purificada, fuera exactamente la misma. Estos experimentos, que corresponden a la = SD media de 6 ratones tratados
por anticuerpos anti-MSP-3-b y los 6 ratones tratados por IgG Africana total purificada, confirmaron claramente que
hubo:

- un efecto mucho mas rapido de los anticuerpos anti-MSP-3-b,

- un efecto mas completo de los anticuerpos anti-MSP-3-b, ya que llevan a una depuracién total de la parasitemia
en ratones, mientras que la IgG inmune lleva a una disminucién pero sin efecto de esterilizacién, como fue el caso con
la misma preparacién cuando se inyectd en voluntarios humanos (y, como es el caso, en donantes Africanos adultos
que mantuvieron una parasitemia crénica de bajo-grado).

Esta observacion implica que existen otros anticuerpos presentes en la IgG africana inmune, que compite o bloquea
el efecto inhibidor de los anticuerpos anti-MSP-3. Esta interaccion negativa entre diferentes anticuerpos es reminiscen-
te de lo reportado, por ejemplo, por Blackman and collaborators para los anticuerpos anti-MSP-1. También se puede
relacionar con la interferencia de los anticuerpos no-citofilicos dirigidos a otra superficie de antigenos de merozoitos
y que podrian actuar indirectamente, por ejemplo, por impedimento estérico, reduciendo el acceso a los antigenos de
MSP-3 de los anticuerpos anti-MSP-3.

En cualquier caso, esta observacion también tiene implicaciones muy importantes para el desarrollo de vacunas:
se puede tomar como una indicacién que la inmunizacién por antigenos seleccionados de la malaria, pueden producir
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respuestas de proteccion mas estrictas que aquellas que resultan de la exposicion a todas las proteinas de la malaria, o
al menos a varias de ellas.

En otras palabras, la inmunizacién, por moléculas que se identifican como blancos de mecanismos protectores
puede llevar a inducir una proteccién mas fuerte que aquella desarrollada por la exposicidon natural, que ya es la mas
fuerte proteccién conocida contra las etapas sanguineas asexuales en seres humanos. Por tanto, es extremadamente
prometedor para el desarrollo de una futura, vacuna eficiente contra la malaria.

Ejemplo 5
Conservacion del epitope en la familia MSP-3

Los materiales y métodos utilizados para realizar los experimentos descritos en el presente ejemplo se describen en
(Brahimi, Perignon et al. 1993; Badell, Oeuvray et al. 2000). En particular, los métodos para obtener los anticuerpos
han sido descritos por Brahimi et al.

Como una consecuencia de las homologias estructurales entre los miembros de la familia de genes, la existencia
de reactividad en cruz inmunolégica entre las proteinas correspondientes se confirmé: los anticuerpos humanizados
fueron purificados por afinidad en el producto de cada gen y respondieron a todo lo restante.

Los resultados muestran que los anticuerpos inducidos contra una sola proteina de la familia MSP-3 también
reaccionaron con otros antigenos, en la inmunotransferencia (Figuras 16 y 17), y en ELISA (Tabla 2 abajo).

TABLA 2

Los anticuerpos para los siete productos génicos son todos efectivos a la mediacion de la destruccion de la etapa
sanguinea de P_falciparum, en el mecanismo de ADCI anticuerpo mediado, monocito-dependiente, bajo condiciones
in vitro. Los resultados muestran que los anticuerpos para cada una de aquellas regiones son igualmente efectivos en

conseguir la inhibicion de crecimiento de la etapa eritrocitica de P_falciparum bajo condiciones in vitro

MSP3.1 | MSP3.2 | MSP3.3 | MSP3.4 | MSP3.7 | MSP3.8 | 571-His | BSA
CT CT CT CT CT CT
Anti- 100 6 33 4 35 23 3 4
MSP3.1C
T

Anti- 54 100 22 4 39 37 4 4
MSP3.2C
T

Anti- 117 45 100 5 100 47 5 5
MSP3.3C
T

Anti- 216 44 130 100 147 103 10 10
MSP3.4C
T

Anti- 32 4 3 3 100 5 4 4
MSP3.7C
T

Anti- 73 23 26 8 53 100 6 5
MSP3.8C
T

Este estudio, que todavia estd en marcha, mostré que los anticuerpos purificados por afinidad en el producto de
un gen, reaccionan en cruz con los productos de los otros genes y viceversa para cada uno de ellos, que también se
muestra indirectamente por los resultados obtenidos en ADCI (Ejemplo 1).
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La consecuencia practica en el nivel inmunolégico y de desarrollo de vacunas es que la inmunizacién por cualquiera
de los miembros de la familia de genes inducird los anticuerpos reactivos a los mismos y a todos los productos génicos
restantes.

Por consiguiente, esto constituye un tipo muy particular de familia de multi-genes donde, en lugar de polimorfismo
de epitope, que es usualmente la caracteristica de la familia de multi-genes descritos hasta la fecha, la conservacién
de epitope es aqui la principal caracteristica y donde, en caso de delecion, la mutacién en un gen determinado, otro
o todos los otros miembros de la familia pueden asumir la funcién antigénica. Ademas todos los genes se expresan
simultdneamente por un parasito dado.

En este documento se propone que esto constituye no solo una familia de vacuna preferencial, sino también un
mecanismo desarrollado por el pardsito para asegurar su supervivencia. El pardsito solamente puede sobrevivir a
condicién de que no destruya su huésped: por la induccién de anticuerpos que reducen la parasitemia a través del me-
canismo de ADCI, el pardsito garantiza un grado de proteccién suficiente del huésped inmune y por lo tanto garantiza
su propia supervivencia. La duplicacion del epitope proporcionada por la familia de genes garantiza que mds de un
producto génico puede cumplir esta tarea esencial.

Ejemplo 6
Los resultados obtenidos En ADCI con los péptidos MSP-3-2

Los resultados obtenidos en ADCI con péptidos MSP-3-2 a, b, ¢, d, e y F son los mismos como aquellos obtenidos
con los mismos péptidos a partir de MSP-3-1, i.e., los anticuerpos dirigidos contra los péptidos MSP-3-2 b, c,dy e
tienen una Actividad ADCI, mientras que aquellos dirigidos contra los péptidos MSP-3-2 a y f, no.

Ejemplo 7

La complementariedad entre las respuestas a MSP3 y GLURP mostrada en un estudio longitudinal clinico y de
seguimiento parasitologico

7.A. Materiales y métodos
7.A.1. Area de estudio, poblacién y supervision clinica

El pueblo OoDo es una regién boscosa re-colonizada de Myanmar con un clima tropical caracterizado por esta-
ciones secas cdlidas, secas frias y monzones. En esta area, la malaria se encontré que es estable e hiper-endémica con
variacion estacional, la mayoria de las infecciones fueron debidas al Plasmodium falciparum (98%) y el Plasmodium
vivax fue responsable para el 2% restante. Un ataque de malaria fue definido de acuerdo con 4 criterios concomitan-
tes: 1)- temperatura axilar corregida >38.0°C, ii)-ausencia de otras enfermedades clinicas, iii)- presencia de formas
asexuales de P. falciparum en peliculas de espesor, y iv)- mejora clinica y parasitolégica después del tratamiento con
cloroquina. Dos ataques febriles fueron considerados como dos diferentes episodios de malaria si no fueron separados
por >72 h. Los resultados de los primeros 33 meses de seguimiento han sido publicados recientemente (Soe, Khin
Saw et al. 2001). La misma poblacién de estudio se siguié por un afio adicional, hasta el 31 de Diciembre de 1998,
utilizando el mismo protocolo. Las muestras de sangre venosa se elaboraron durante Septiembre de 1998, y los indices
de ataques de malaria registrados del 1° de Enero a Diciembre 31 de 1998, se utilizaron para analizar la relacién con
proteccién clinica.

7.A.2. Toma de muestra de sangre y estudio parasitologico

La supervisién de la infeccién de la malaria se llevé a cabo por examen mensual sistematico de peliculas de
sangre espesa y delgada a partir de un pinchazo de dedo. Una ldmina se consideré como negativo si ningtin pardsito
se visualizé a 200 campos en aceite con tincién Giemsa de pelicula gruesa. Para los casos febriles dos peliculas
de pinchazos de dedo antes y después del tratamiento con cloroquina se examinaron. Muestras de sangre venosa se
recolectaron en vacutainers, los sueros se dividieron en alicuotas de forma aséptica, y se almacenaron a -20°C hasta
la prueba. Las muestras tomadas de un subgrupo representativo de 116 aldeanos de los cuales més del 60% de las
peliculas de sangre de cada mes fueron disponibles para los datos parasitolégicos se seleccionaron de cohorte mas
amplio de 292 residentes.

7.A.3. Antigenos

Los tres antigenos GLURP recombinantes se derivaron de la regién RO no repetida N-terminal (GLURP,;_54),
la region R1 repetida (GLURP489-705), y la regién R2 repetida C-terminal (GLURP;ys_;173) de P. falciparum F32
(Oeuvray, Theisen et al. 2000). El fragmento 19-kDa C-terminal de MSP1, MSP1,,, de la cepa Wellcome (MSP1-
W-19) se produjo como un proteina de fusién-GST recombinante en Escherichia coli y fue un regalo en especie de
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Dr. A. Holder, UK. La etiqueta-GST se retird por segmentaciéon enzimdtica y posterior cromatografia por afinidad
antes de utilizar. El péptido sintético MSP3b (184-AKEASSYDYILGWEFGGGVPEHKKEEN-210, SEQ ID No: 5)
contiene el epitope de la célula-B de MSP3b, que reacciona con los anticuerpos humanos efectivos de ADCI (Oeuvray,
Bouharoun-Tayoun et al. 1994).

7.A.4. Ensayos de Anticuerpos

Los niveles de anticuerpos a los tres antigenos derivados de P. falciparum, se determinaron mediante el ensayo de
enzima ligada inmunoabsorbente (ELISA) como se describe previamente (Oeuvray, Theisen et al. 2000). En resumen,
las placas de microtitulaciéon (Maxisorb, Nunc, Denmark) se cubrieron durante la noche a 4°C con las proteinas o
péptidos sintéticos recombinantes en las siguientes concentraciones: 0.5 pyg/ml (RO y R2), 1 ug/ml (R1 y MSP1) y
5 pg/ml (MSP3b). Para los antigenos GLURP 0.05 M de Na,COs;, pH 9.6 y para MSP1 y MSP3 solucién salina
reguladora de fosfato (PBS) pH 7.4 se utilizaron como soluciones reguladoras del revestimiento. El siguiente dia las
placas se lavaron con PBS mds Tween 20 al 0.05% (PBST) y se bloquearon con leche descremada al 2.5% en PBS
por 2 h. Los sueros diluidos en PBST que contiene 1.25% (peso/v) de leche descremada, se adicionaron a los pozos
por duplicado y se incubaron por 1 h a temperatura ambiente. Las diferentes diluciones de sueros se hicieron para
cada antigeno: 1:200 para GLURP, 1:100 para MSP1 y 1:20 para MSP3. Estas diluciones se seleccionaron después
de estudios pilotos preliminares, que manifestaron mds de una diferencia de 10-veces entre las muestras control y
prueba. El anticuerpo unido se detecté mediante inmunoglobulina anti-humana de cabra conjugada con peroxidasa
(Caltag Laboratories), diluida 1:3000. El color se manifesté por O-fenilenodiamina (Sigma, St. Louis, Mo.) y H,0,
en solucion reguladora citrato pH 5 por 30 min. La densidad éptica (OD) a 492 nm, se determind en un lector de
placa (Titertek Multiskan MCC 1340). Las placas se lavaron extensamente con PBST entre cada una de las etapas de
incubacién. Todas las pruebas de ELISA incluyeron 6 sueros control, seleccionados aleatoriamente entre 100 donantes
de sangre Franceses nunca expuestos a la malaria.

Para la determinacién de las subclases de IgG1-4, se utilizaron subclases anti-humanas de ratén monoclonales
(clones NL16=IgG1 (Boehringer ®), HP6002=IgG2 (Sigma®), Zg4=IgG3, y RJ4=IgG4 (ambos de Immunotech®)).
Se diluyeron 1:2,000, 1:10,000, 1:10,000, y 1:1,000, respectivamente en 1.25% (peso/v) de leche descremada en
PBST y se incubaron por 1 h a temperatura ambiente. IgG anti-ratén de cabra conjugado con peroxidasa (Caltag
Laboratories®), se diluye 1:3000 en 1.25% (peso/v) de leche descremada en PBST se adicioné y se incuba por 1 h. El
anticuerpo marcado unido se manifesté como se describe anteriormente. Las diluciones de cada anticuerpo monoclonal
isotipo-especifico (MAb) han sido determinadas previamente como aquellas que discriminan entre las subclases de Ig
humana, i.e. que no produce reacciones en cruz entre las subclases (Oeuvray, Theisen et al. 2000). Los resultados
para IgG total asi como los niveles de anticuerpos de subclases se expresaron como proporciones de respuesta del
anticuerpo que fueron calculadas dividiendo la OD media de la prueba con la media méas 3 SD de los 6 controles
normales corren simultdneamente. Una muestra con una proporcion de >1 se considero positiva.

7.A.5. Andlisis estadisticos

La prueba U de Mann-Whitney y el coeficiente de correlacién de orden de rango de Spearman, se utilizaron para los
célculos de los valores-P. La asociacion entre el riesgo del ataque de malaria durante 1998 y los niveles de anticuerpos
(expresados en proporciones) se probaron con el software JMP®, utilizando tanto un modelo de regresién de Poisson
donde el efecto de factores de confusion tales como edad, género, tiempo de permanencia en el pueblo y transmisién
se controlaron como un andlisis de regresion logistica (con o sin presencia del ataque de malaria).

7.8. Resultados
7.B.1. Infecciones por P._falciparum en el estudio de cohorte

Los 116 sujetos en el estudio de cohorte fueron del pueblo OoDo situado en Myanmar, Sudeste de Asia, donde
la malaria es hiper-endémica (Soe, Khin Saw et al. 2001). La prevalencia de parasitemia de P. falciparum fluctia
alrededor del 40% de Enero a Julio y se redujo alrededor del 20% de Agosto a Diciembre en 1998. La incidencia
de malaria clinica, que se calculé como el nimero medio de ataques por mes en el estudio de cohorte y se expresd
en porcentaje varié considerablemente durante el afio, alcanzando un maximo en Junio. La velocidad de inoculacién
infecciosa no se ha determinado para OoDo, sin embargo, Tun-Lin, W et al (Tun-Lin, Thu et al. 1995) encontraron
13.7 picaduras infecciosas por persona por afio en un pueblo, que se localiza 15 km al Este del pueblo OoDo. El
hallazgo concuerda bien con un niimero estimado de 11 picaduras infecciosas por persona por afio, seglin se calcula
por el método de (Beier, Killeen et al. 1999). La mayoria de las infecciones (98%) fueron debidas a P. falciparum
(Soe, Khin Saw et al. 2001). Durante el periodo de 12 meses de supervision clinica continua, 86 (74%) de los 116
aldeanos tuvieron al menos un ataque de malaria como se define en la seccion Material y Método y estos individuos
se consideraron que eran susceptibles a la malaria. Durante el mismo periodo de 12 meses, 30 (26%) de los aldeanos
no tuvieron episodios de malaria clinica, y estos individuos fueron considerados como protegidos clinicamente.
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7.B.2. Reconocimiento de anticuerpo de derivados de antigenos MSP3, GLURP, y MSP1 del P.falciparum

Los niveles de IgG, y las subclases IgG contra el péptido MSP3bygy 550 (MSP3b) y las cuatro proteinas recombi-
nantes que representan las regiones GLURP,;_s5y (R0), GLURP 59 795 (R1), GLURP;p5_;179 (R2), y MSP1-19-kDa C-
terminal, se determinaron en los 116 sueros recolectados durante Septiembre 1998. R2 fue el antigeno reconocido mas
frecuentemente por los anticuerpos de IgG (67.2%) seguido por R1, MSP3b y MSP1 (todos a 62%), y RO (58.6%).
Los valores de OD mas altos se obtuvieron contra RO y R2, mientras que MSP3b produjo los valores de OD mads bajos.
Los niveles de IgG contra las tres regiones GLURP y MSP1 se asociaron significantemente con la edad (coeficiente
de correlacion de orden de rango de Spearman, R=0.51, 0.26, 0.41, y 0.43 para RO, R1. R2, y MSP1, respectivamente,
P<0.05) mientras que la respuesta de IgG contra MSP3 fue independiente de la edad (R= 0.16, P=0.17). En cuan-
to a las respuestas de las subclases, IgG1 e IgG4 contra MSP1, IgG2 contra MSP3, IgG1 e IgG3 contra RO, 1gG2
e IgG3 contra R1 e IgG4 contra R2, se encontraron significantemente asociados con la edad (Tabla 3). Ni el nivel
ni la prevalencia de la respuesta positiva de anticuerpo variaron con el género para ninguno de los antigenos de la
prueba.

TABLA 3

Relacion entre la edad y el nivel de respuesta de las subclases de los anticuerpos a cada uno de los antigenos
estudiados. Los valores Py R se calcularon, mediante el Coeficiente de correlacion de Rango de Sperman

Antigenos | Subclases de IgG | P R
MSP1 IgG1 0.0002 | 0.344
IgG4 0.0009 | 0.309
MSP3 IgG2 0.0090 | 0.242
Antigenos GLURP
RO IgG1 0.0220 | 0.213
IgG3 0.0040 | 0.268
R1 IgG2 0.0040 | 0.268
IgG3 0.0008 | 0.313
R2 IgG4 0.0140 | 0.231

7.B.3. Respuestas de anticuerpos y proteccion clinica

Una diferencia notable entre las respuestas de las subclases de IgG y la proteccion, se observé para los tres di-
ferentes antigenos (Tabla 4). Por ejemplo, la respuesta de IgG contra el fragmento C-terminal 19-kDa de MSP1, fue
casi exclusivamente de las subclases IgG1 con un valor promedio de 8.6 veces mayor en el protegido que en el grupo
susceptible mientras que, los anticuerpos IgG3 predominaron contra el epitope MSP3b en individuos protegidos con
un valor promedio de 6.5 veces mayor que el encontrado en individuos susceptibles. Aunque menos pronunciado, una
disparidad similar en la respuesta citofilica de las subclases de IgG también se observé para diferentes regiones de
los anticuerpos de GLURP, IgG1 predominantes contra la regién-R0O no-repetida y los anticuerpos IgG3 prevalentes
contra la region repetida R2.
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TABLA 4

Niveles promedio (y el rango interquartil) de anticuerpos de las subclases de 1gG para los antigenos MSP1, MSP3 y
GLURP encontrados en aldeanos de OoDo considerados como ya sea protegidos de, o susceptibles a los, ataques de
malaria por P._falciparum durante 1 afio de seguimiento activo y continuo. Dado el niimero de pruebas estadisticas
realizadas, el factor de correccion de Bonferroni se aplico para determinar el nivel de significancia y solo los valores
P <.0025 se consideraron significantes (*). Los valores P se determinaron a partir de la prueba U no-paramétrica
de Mann-Whitney. La diferencia de veces se refiere a la proporcion de valores promedio de los dos grupos. # Valores
marginalmente diferentes

Antigeno | Subclase IgG | Grupo protegido Grupo Valores | Diferencia de veces
(n=30) susceptible P
(n=86)
MSP1 IgG1 9.5(0.8-25.03) 1.1(0.5-8.22) 003 # 8.6
IgG2 0.9 (0.8-1.26) 0.9 (0.8-1.09) >.05
IgG3 0.9 (0.1-2.63) 0.4 (0.0-0.81) >.05
IgG4 1.2 (0.8-3.01) 1.0 (0.7-1.47) 01
MSP3 IgG1 1.4 (0.8-2.4) 0.7 (0.4-7.0) <.001* 2.0
IgG2 1.1(0.9-1.57) 0.8 (0.7-1.0) >.05
IgG3 6.5 (2.5-14.03) 1.0 (0.6-1.49) <.001* 6.5
IgG4 1.3 (1.0-1.82) 1.0 (0.9-1.35) <.001* 13
RO IgG1 3.9(2.4-7.62) 1.8 (1.0-3.15) <.001* 22
IgG2 0.9 (0.4-2.5) 0.8 (0.4-1.33) >.05
IgG3 1.3 (0.6-3.76) 0.9 (0.3-1.44) 019
IgG4 0.2 (0.2-2.05) 0.6 (0.2-1.07) >.05
R1 IgG1 0.3 (0.1-0.9) 0.2 (0.1-0.4) >.05
IgG2 0.9 (0.4-1.64) 0.6 (0.4-0.91) >.05
IgG3 1.2 (0.4-2.64) 0.5 (0.2-0.91) 039
IgG4 0.2 (0.2-0.52) 0.7 (0.2-0.94) 021
R2 IgG1 2.0(0.9-54) 1.1(0.3-3.11) 01
IgG2 2.0 (1.0-4.02) 0.9 (0.2-1.73) <.001* 22
IgG3 6.4 (1.7-12.01) 0.9 (0.3-2.83) <.001* 7.1
IgG4 1.0 (0.6-1.2) 0.6 (0.4-0.85) .003

Dado que los titulos del anticuerpo contra GLURP y MSP1 aumentan en funcién de la edad, la correlacion del
estado clinico de los aldeanos con diversos anticuerpos fue reexaminado en un modelo de regresién logistico que
considera la edad y todas las respuestas de anticuerpos (log transformado) como variables explicativas. Cuando se
prueban estos parametros en el modelo y en particular cuando la edad se control6 para, entre todas las respuestas de
anticuerpos, los pronosticadores mds fuertes de la proteccion contra la malaria identificados fueron aumentando los
niveles de IgG3 contra MSP3b (proporcién F = 67.5; P < 0.0001) y contra GLURP-RO (proporcién F = 23.1; P <
0.0001). Otros anticuerpos no se asocian significantemente con la proteccién. En contraste, los andlisis indicaron que
los niveles de IgG4 contra RO (proporcion F = 4.4; P = 0.038) y R1 (proporcién F = 3.9; P = 0.051) aumentan con el
nimero del ataque de la malaria, i.e. eran en cierta medida pronostico de la susceptibilidad a la malaria.

7.B.4. Respuestas de especificidad del antigeno de 1gG3 en aldeanos protegidos

La Figura 14A muestra el patrén general de respuestas del anticuerpo IgG3 encontrado contra los diferentes an-
tigenos de la etapa sanguinea en OoDo. El rango de valores fue grande para la mayoria de respuestas de anticuerpos
de antigeno-especifico y esto sugiere que diferentes subgrupos de “respondedores” podrian existir. Los sueros de al-
deanos que fueron protegidos de la malaria clinica no muestran todos valores de IgG3 altos contra ambos MSP3b
y GLURP-RO. Algunos individuos mostraron una reactividad de IgG3 inesperadamente baja, contra ya sea uno de
estos 2 antigenos. En un intento por entender cémo estos aldeanos fueron protegidos contra los ataques de malaria,
dos sub-grupos se identificaron, caracterizados por: a)- respuestas de IgG3 bajas contra MSP3 (7 de cada 30 casos) o
b)- respuestas de IgG3 bajas contra RO (15 de cada 30 casos). Los niveles de anticuerpos IgG3 contra los otros tres
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antigenos se estimaron (Fig. 14B). Los 7 individuos protegidos (edad promedio + lerror std = 33.9 + 7.0 afios) con
una respuesta de IgG3 baja para MSP3b (IgG3 proporcion= 1.26 + .22) se encontrd que tienen una fuerte respuesta de
IgG3 para RO (proporcion I1gG3 = 9.09 + 3.41) y para R2 (proporcién IgG3 = 8.36 + 5.86). En el segundo subgrupo
de los otros 15 individuos (24.7 + 4.3 afios de edad) también protegido a pesar de una baja respuesta de IgG3 para
GLURP-RO (proporcién IgG3 = 0.55 + .08), la situacién inversa se encontrd (Figura 14C): una respuesta de IgG3 alta
de anticuerpo contra MSP3b se observé (proporcion IgG3 =10.45 + 2.07) y para unas extensiones menores contra
GLURP-R2 (proporcion [gG3 =4.43 + .80). Los titulos para aquellos que responden a solo un antigeno tienden a ser
mas altos que aquellos que responden a ambos antigenos (Tabla 4). El nimero de afios en el pueblo OoDo no difiere
significantemente entre los grupos de baja respuesta a MSP3 (20.43 + 4.70 afios de residencia) y RO (18.7 + 10.6 afios
de residencia).

Los sueros de 13 de los 30 individuos considerados como protegidos en 1998 también han sido muestreados en
1993, y por lo tanto se utilizaron para comparar en un intervalo de 5 afios los niveles relativos de anti-MSP3 y anti-
RO IgG1 y anticuerpos IgG3. Segtin se muestra en la Fig 14D y 14E, no hubo cambios principales detectables en los
niveles de IgG1 especifico contra los dos antigenos. En contraste, los niveles de anticuerpos IgG3 para ambos MSP3 y
GLURP aumentan de 1993 a 1998. En el subgrupo de 7 individuos con IgG3 elevada contra MSP3 en 1998 (Fig 14D),
la diferencia corresponde a un aumento de 1.67 veces (P=.11). En el subgrupo de 6 sujetos con elevada IgG3 contra
RO en 1998 (Fig 14E), la diferencia correspondia a una mds importante, ie. Aumento de 3.93 veces (P=.05). Los 6
individuos con respuestas de IgG3 altas contra MSP3 en 1998 también tuvieron altos titulos 5 afios antes, sugiriendo
que ya eran protegidos via una respuesta de IgG3 anti-MSP3 sostenida en 1993, cuando tuvieron 18.2 + 9.8 afios
de edad. En contraste, para GLURP los 7 individuos con una fuerte respuesta anti-RO IgG3 detectable en 1998 tuvo
respuestas de IgG3 anti-RO sustancialmente inferior 5 afios antes (P=0.0157), cuando tuvieron 23.7 + 6.9 afios de
edad. Asi, hubo un cambio drastico en aquellos 7 individuos protegidos via IgG3 para RO en 1998 y su proteccién 5
afios antes, se relaciond posiblemente a IgG3 contra MSP3.

7.C. Discusion

El presente estudio es el primero que muestra una asociacidn entre las respuestas de anticuerpos antigeno-especifi-
cos y proteccion de la malaria clinica en el Sud Este de Asia. La prevalencia de la respuesta positiva de los anticuerpos
contra GLURP y MSP3 fue alta en OoDo, oscilando de 58.6% (R0) a 67.2% (R2). Esta observacién estd en concor-
dancia con el hallazgo que los epitopes de la célula-B entre GLURP y MSP3 se conservan altamente entre lineas de
laboratorio de P. falciparum y aislados de campo de Africa y Asia (Huber, Felger et al. 1997), (McColl and Anders
1997; of Stricker, Vuust et al. 2000). La prevalencia de anticuerpos frente a MSP1-W-19 también fue alta, siendo casi
dos veces los valores encontrados en Gambia y Sierra Leona (Egan, Morris et al. 1996) y en Ghana (Dodoo, Theander
et al. 1999) sugiriendo que las cepas relacionadas con la cepa Wellcome podrian ser prevalentes en OoDo.

Los titulos altos de ELISA se encontraron contra las regiones GLURP RO- y R2- recombinantes y MSP1. Las
diferencias en los titulos de ELISA de GLURP-RO, -R1, -R2 y MSP1 muy probablemente reflejan diferencias en la
reactividad del anticuerpo en suero. En contraste, el ELISA de MSP3 dio sefiales comparativamente menores, sin
embargo esta discrepancia puede ser al menos, en parte, relacionada con el uso de un péptido sintético pequefio que
define un solo o nimero limitado de epitopes, en comparacién con las proteinas recombinantes en el caso de GLURP
y MSP1 que se conocen por definir varios epitopes (Theisen, Soe et al. 2000).

Los niveles de IgG contra todas las regiones GLURP y MSP1 se asociaron significantemente con la edad (P<0.05)
mientras que en contraste con esta situacion, la respuesta de IgG contra MSP3 se encontré independiente de la edad.
En cuanto a las respuestas de las subclases de IgGs, varias de ellas también se encontraron significantemente asociadas
con la edad y estas variaciones podrian reflejar la duracién de la exposicidn a los pardsitos de la malaria, asi como la
maduracién progresiva del sistema inmune con el tiempo.

Hubo un incremento estadisticamente significante en los niveles de IgG3 contra RO y MSP3 entre los individuos
protegidos que viven en OoDo en comparacion con aquellos no-protegidos. Estos resultados estdn en desacuerdo
con aquellos de Dodoo et al. (Dodoo, Theisen et al. 2000), quienes encontraron que la respuesta citofilica de los
anticuerpos contra RO y R2 fueron fuertes pronosticadores de proteccién en nifios de Ghana, y los de Oeuvray et al.,
que encontraron una consistente correlacion entre la proteccion y la IgG3 elevada contra ambos GLURP-RO y R2 en
Dielmo, West Africa (Oeuvray, Theisen et al. 2000). De modo semejante las respuestas de IgG3 de MSP3-especifico
han sido previamente asociadas con la proteccion contra la malaria clinica en Dielmo. En conjunto, estos resultados
sugieren que la misma respuesta de las subclases de IgG con los mismos epitopes fundamentales se involucran en el
desarrollo gradual de proteccién contra la malaria por P. falciparum en Africano, asi como en poblaciones Asidticas
que viven en zonas endémicas de la malaria. Ademads, el presente estudio encontrd una correlacion significante negativa
entre los niveles de anticuerpos no-citofilicos contra RO y R1 y proteccién clinica. Por consiguiente, por una parte,
existe una asociacién positiva entre las respuestas de las subclases de IgG citofilica y la proteccion y por otra parte,
una asociacion negativa entre las respuestas de las subclases no-citofilicas con la misma especificidad del epitope y
la proteccién. Este resultado epidemioldgico estd en desacuerdo con la observacién in vitro que los anticuerpos no-
citofilicos pueden inhibir el puente de los merozoitos y monocitos humanos por anticuerpos citofilicos contra el mismo
objetivo antigénico y por consiguiente reduce la capacidad de la tdltima para controlar la multiplicacién del parasito
por el mecanismo de ADCI (Bouharoun-Tayoun and Druilhe 1992).
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Considerando que la mayoria de los residentes protegidos de OoDo tuvo respuestas de IgG3 altas contra ambos
MSP3 y GLURP, un nimero de individuos con baja o casi ninguna respuesta de IgG3 contra ya sea uno de estos
antigenos también parece que es protegido. Los inventores encontraron que todos los individuos protegidos con baja
respuesta de IgG3 de GLURP-RO especifico tuvieron niveles de anticuerpos IgG3 anti-MSP3 especificos significan-
temente elevados, y viceversa. Esta observacion sugiere que los anticuerpos contra GLURP y MSP3 pueden actuar de
una manera complementaria para controlar la multiplicacién del pardsito en individuos inmunes. Esto es relevante en
consideracién con el papel de estos anticuerpos en el mecanismo de ADCI. De hecho, solo la evaluacién simultdnea
de varios antigenos revel6 este efecto complementario. Este hallazgo estd en favor de las pruebas de varios antigenos
de forma simultdnea para complementarios como para posibles efectos antagonisticos que podria tener consecuencias
en el disefio de vacunas combinadas.

En conclusion, el presente estudio muestra que (1)- los epitopes fundamentales en los antigenos MSP3 y GLURP,
que son mds conservadas, son blancos de anticuerpos protectores en zonas endémicas distantes geograficamente del
mundo. (2)- anticuerpos IgG3 para MSP3 y GLURP-RO son los pronosticadores mas fuertes de proteccién de la
malaria clinica en un Africano y también un Asidtico. (3)- Para alcanzar un estado de premunicion en Asia, asi como
en Africa, es necesario producir una subclase citofilica de anticuerpo contra antigenos fundamentales (a saber, MSP3b
y GLURP que ambos inducen los anticuerpos activos en ADCI). (4)- Parece que es un efecto de complementariedad
entre estos dos antigenos. Las respuestas de IgG3 pueden tener efectos similares contra el riesgo de los ataques de
malaria, a condicién de que se presenten contra un antigeno cuando las respuestas a los otros son bajas o casi ausentes.
(5)- Las respuestas a diferentes epitopes de célula B en un antigeno dado parece evolucionar independientemente y el
nivel de reconocimiento puede cambiar con el tiempo.

La complementariedad de las respuestas observadas a los dos principales blancos de ADCI identificados hasta la
fecha, proporciona la primera base racional para combinar estos dos antigenos en una formulacién de vacuna hibrida.
Adicionalmente, los estudios de inmunogenicidad realizados en modelos de animales pre-clinicos con la vacuna de
hibrido presta mds apoyo a esta combinacion de antigeno demostrando que mejora la inmunogenicidad con respuestas
bien balanceadas, equilibradas a cada molécula.
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(1), 91-101 [0143]

e Tun-Lin, W.; M. M. Thu et al. Hyperendemic malaria in a forested, hilly Myanmar village. J Am Mosq Control
Assoc, 1995, vol. 11 (4), 401-7 [0143]
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REIVINDICACIONES

1. Un Polipéptido antigénico de la proteina MSP3.3 de SEQ ID NO:6 que comprende al menos un motivo del tipo
MSP-3-c/d como se define en SEQ ID NO:27.

2. Un polipéptido antigénico de la proteina MSP3.3 de SEQ ID NO:6 que comprende al menos un motivo del
tipo MSP-3-c/d, obtenido por sustitucién conservadora de al menos un aminodcido de SEQ ID NO:27, siendo dicho
motivo reconocido por un anticuerpo dirigido contra el motivo del tipo MSP-3-c/d como se define en SEQ ID NO:27,
a condicién que dicho polipéptido antigénico no sea un fragmento de MSP-3-1 de la SEQ ID NO: 2 o un fragmento
de MSP-3-2 de la SEQ ID NO: 4.

3. Un polipéptido antigénico de acuerdo con la reivindicacién 2, que comprende al menos un motivo del tipo MSP-
3-c/d, que muestra al menos 90% de identidad con el motivo segtin se define en SEQ ID NO:27.

4. Un polipéptido antigénico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que ademds comprende al
menos un motivo del tipo MSP-3-b, que tiene una secuencia seleccionada entre la secuencia de SEQ ID Nos: 17 a 24.

5. Una composicién polipeptidica antigénica que comprende un motivo del tipo MSP-3-c/d como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y al menos otro motivo del tipo MSP-3-c/d seleccionado en el grupo que
consiste de:

a. SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30;

b. un motivo del tipo MSP-3-c/d obtenido por la sustitucion conservadora de al menos un aminodcido en una
secuencia seleccionada en el grupo que consiste en tener una secuencia de SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID
NO:28, SEQ ID NO:29 o SEQ ID NO:30, siendo dicho motivo reconocido por un anticuerpo dirigido contra cualquier
motivo del tipo MSP-3-c/d como se define en SEQ ID NO:25 a SEQ 10 NO:30; y

¢. un motivo del tipo MSP-3-c/d que muestra al menos 90% de identidad con SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26,
SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:30.

6. Una composicién de polipéptido antigénico de acuerdo con la reivindicacién 5 que comprende un motivo del
tipo MSP-3-c/d, como se define en SEQ ID NO:27 y al menos otro motivo del tipo MSP-3-c/d seleccionado en el
grupo que consiste de SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:30.

7. Una composicién de polipéptido antigénico de acuerdo con la reivindicaciéon 5 o 6. En donde los citados al
menos dos motivos del tipo MSP-3-c/d diferentes, se llevan por moléculas distintas.

8. Una composicién de polipéptido antigénico de acuerdo con la reivindicacién 5 o 6, en donde dichos al menos
dos motivo del tipo MSP-3-c/d diferentes se llevan por una molécula tnica.

9. La composicién polipeptidica antigénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, que ademds
comprende un polipéptido antigénico que comprende al menos 10 residuos de aminoacidos consecutivos de la regién
RO de GLURP.

10. La composicion polipeptidica antigénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, que es un
mixotope que comprende los péptidos sintéticos que comprenden la secuencia:

L-X X5 X5-X4-X3-X5-X-X7-D-X5-Xo- X 10-1-X1 1 -X 12 X 13-X14-X 15-X 16 (SEQ ID No:33),
en donde:

X, =E,08S;

X,=L,H,S0Q;

X;=1,VoL;

Xs=K,N,YoP;

Xs=T,SoP;
Xs=SolL;

X; =K, WoS;
X¢=E,K,Rol;
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Xo=EoN;
Xiw=D,NoQ;

X”:I,V,S,POA;

X,=K,DoN;
Xi3=HoE;
Xs=NoS;
Xis=EoD;y
Xis=DoQ.

11. La composicién polipeptidica antigénica de acuerdo con la reivindicacién 10, que es una mezcla de al menos
50, al menos 100, o al menos 500 péptidos de diferentes secuencias.

12. El polipéptido antigénico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o la composicién polipepti-
dica antigénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, en donde una molécula lipidica se une a al
menos parte de las moléculas polipeptidicas.

13. El polipéptido antigénico o composicién polipeptidica de acuerdo con la reivindicacién 12, en donde la molé-
cula lipidica es un residuo C-terminal palmitoilisilamida.

14. El polipéptido antigénico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o la composicién polipep-
tidica antigénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13, en donde al menos parte de las moléculas
polipeptidicas se unen a un soporte.

15. El polipéptido antigénico o composicion polipeptidica de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde el soporte
es particulas virales, o perlas de nitrocelulosa o poliestireno, o un polimero biodegradable

16. El polipéptido antigénico o la composicién polipeptidica de acuerdo con la reivindicacién 15, en donde dicho
polimero biodegradable es el lipofosfoglicano o el acido poli-L lactico.

17. Una composicién inmundgena que comprende, como un inmundgeno, un polipéptido antigénico de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a4 y 12 a 16, o una composicién polipeptidica de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 5 a 15.

18. Una vacuna contra la malaria que comprende, como un inmundgeno, un polipéptido antigénico de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a4y 12 a 16, o una composicién polipeptidica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 15, en asociacién con un vehiculo farmacéutico apropiado.

19. La composicién inmundgena de la reivindicacién 17 o la vacuna de la reivindicacién 18, que ademds comprende
al menos un antigeno seleccionado entre LSA-1, LSA-3, LSA-5, SALSA, STARP, TRAP, PfEXP1, CS, MSP1, MSP2,
MSP4, MSP5, AMA-1, SERP y GLURP.

20. La composicién inmundgena o la vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 17 a 20, que se
formula para inyeccién intradérmica o intramuscular.

21. La composicién inmunégena o vacuna de la reivindicacién 20, que comprende entre 1 y 100 pg de inmundgeno
por dosis de inyeccidn.

22. La composicidon inmundgena o la vacuna de la reivindicacion 20, que comprende entre 2 y 50 ug de inmundgeno
por dosis de inyeccidn.

23. La composicién inmundgena o la vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 17 a 22, que ademds comprende
SBAS2 y/o Alum y/o Montanide como un adyuvante.

24. Uso de un polipéptido antigénico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a4 y 12 a 16, o una
composicién polipeptidica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 16, para la preparacién de una com-
posicion de vacuna contra la malaria.

25. Un anticuerpo sintético o recombinante dirigido contra el motivo del tipo MSP-3-c/d de un polipéptido antigé-
nico como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.
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26. Una mezcla de anticuerpos dirigidos contra una composicién polipeptidica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 16.

27. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 25, o una mezcla de anticuerpos de acuerdo con la reivindica-
cioén 26, en donde dichos anticuerpos son anticuerpos humanos o humanizados.

28. Uso de una composicion que comprende un anticuerpo o una mezcla de anticuerpos de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 25 a 27, para la preparacién de un medicamento contra la malaria.

29. Un medicamento para una inmunoterapia pasiva de la malaria, que comprende un anticuerpo o una mezcla de
anticuerpos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 25 a 27.

30. El medicamento de la reivindicacién 29, que ademds comprende anticuerpos dirigidos contra al menos un
antigeno seleccionado entre LSA-1, LSA-3, LSA-5, SALSA, STARP, TRAP, PfEXP1, CS, MSP1, MSP2, MSP4,
MSP5, AMA-1, SERP y GLURP.

31. Un método para el diagndstico in vitro de la malaria en un individuo que puede ser infectado por P. falciparum,
que comprende la puesta de una muestra bioldgica de dicho individuo en contacto con un polipéptido antigénico de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en condiciones que permitan la formacién de complejos antigeno/anticuerpo
entre dicho péptido o polipéptido antigénico y los anticuerpos, posiblemente presentes en la muestra bioldgica, y la
deteccion in vitro de los complejos antigeno/anticuerpo posiblemente formados.

32. El método de la reivindicacién 31, en donde el diagndstico in vitro se realiza por una prueba de ELISA.

33. El método de la reivindicacién 31 o 32, en donde la muestra biolégica ademads se pone en contacto con uno o
varios péptidos antigénicos que se originan de otros antigenos seleccionados entre LSA-1, LSA-3, LSA-5, SALSA,
STARP, TRAP, PfEXP1, CS, MSP-3-1, MSP-3-2, MSP-3-5, MSP-3-6, MSP1, MSP2, MSP4, MSP5, AMA-1, SERP
y GLURP.

34. Un kit para el diagndstico in vitro de la malaria, que comprende al menos un polipéptido antigénico como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

35. El kit de la reivindicacién 34, en donde el péptido o polipéptido antigénico se une a un soporte.

36. El kit de la reivindicacién 34 o 35, que ademds comprende los reactivos que permiten la formacién de complejos
antigeno/anticuerpo entre dicho péptido o polipéptido antigénico y los anticuerpos posiblemente presentes en una
muestra bioldgica, y los reactivos que permiten la deteccion in vitro de los complejos antigeno/anticuerpo posiblemente
formados.

37. Un método para el diagndstico in vitro de la malaria en un individuo que puede ser infectado por P. falcipa-
rum, que comprende la puesta de una muestra bioldgica de dicho individuo en contacto con los anticuerpos como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 25 a 27, en condiciones que permitan la formacién de complejos antige-
no/anticuerpo entre dichos anticuerpos y los antigenos especificos para P. falciparum, posiblemente presentes en la
muestra bioldgica, y la deteccidn in vitro de los complejos antigeno/anticuerpo posiblemente formados.

38. Un kit para el diagnéstico in vitro de la malaria, que comprende los anticuerpos como se definen en cualquiera
de las reivindicaciones 25 a 27.

39. El kit de la reivindicacién 38, que ademds comprende los reactivos que permiten la formacién de los com-
plejos antigeno/anticuerpo entre dichos anticuerpos y antigenos a partir de las proteinas de la familia MSP-3 posi-
blemente presentes en una muestra bioldgica, y los reactivos que permiten la deteccién in vitro de los complejos
antigeno/anticuerpo posiblemente formados.

40. Una secuencia de nucledtido recombinante que codifica un polipéptido antigénico como se define en cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 4.

41. La secuencia de nucledtido recombinante de acuerdo con la reivindicacién 40, que comprende una secuencia
que codifica una proteina de fusiéon que comprende varios motivos del tipo MSP-3-c/d, en donde al menos dos de
dichos motivos se seleccionan entre los motivos de SEQ ID NOs: 25 a 30.

42. Una clonacién recombinante y/o vector de expresién, que comprende una secuencia de nucleétido de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 40 a 41.

43. La clonacién recombinante y/o vector de expresion de la reivindicacion 42, en donde la secuencia de nucleétido

estd bajo el control de un promotor y elementos reguladores de la expresion en una célula huésped, siendo dicho
promotor y elementos reguladores homdlogos o heterdlogos vis-a-vis la célula huésped.
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44. Uso de un vector de expresion de acuerdo con la reivindicacién 43, para la preparacién de un medicamento
para inmunizacién genética contra Plasmodium falciparum.

45. Una vacuna de ADN que comprende una secuencia de nucleétido de acuerdo con cualquiera de las reivindica-
ciones 40 a 41.

46. Una célula huésped recombinante, que se transforma por el vector de la reivindicacion 42 o 43.

47. La célula huésped de la reivindicacion 46, que es una bacteria, una levadura, una célula de insecto, o una célula
de mamifero.

48. Un polipéptido antigénico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a4 y 12 a 16, o una composicién
polipeptidica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 16, para utilizar como una composicion de vacuna
contra la malaria.

49. Una composicién que comprende un anticuerpo o una mezcla de anticuerpos de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 25 a 27, para utilizar como un medicamento contra la malaria.

50. Un vector de expresion de acuerdo con la reivindicacién 42 o 43, para utilizar como un medicamento para
inmunizacién genética contra Plasmodium falciparum.
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Fig 4
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Fig. 6
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Fig. 8

Reduccion de parasitemia (%)

Promedio * SD de 2 grupos de 6 ratones Dias

39



ES 2335094 T3

FEB 34

6LT Uﬁﬂhdﬁdddﬁﬂmmﬂ&dmwdddbhEUHLLMﬁHQ&ﬁhEdUﬂUEﬂbﬁﬂBﬂhﬂdﬂdﬂdﬂﬂﬂdﬂd
08T DIMLYLYYDO Y LY VY Y DL IO L LI LY IV L LIV OV D L L LO I IV YOSy
6L T IV IV IV DOV S0 AL LOL LID IV IV LL LY D LY LLOL LYY DY DYy
GLT DLV LY IO T DO Yo oL L LI LY LY L LI OO LY LLOLY L DOy
BLT DLW LYY DO L O L IO LI ALY LY LL LY D L LI OL LY O I
64T OLY LY LYY DO LY DD WO LLOL LI LI L LIV N S LLOLY IO O
6L T ALYLY.IN Y YDOVY IO YL LI 1L LY LWL LIvOvVo L ELLOLY LY NNNY
6LT OIYLYIVVYDDWVIYOO YO LIDILLOIY LY LL IV I L LALY LYy B OV
LT DLV LYEYY Yooy LY OOy oL IO L LY T LI LY VDL YL L L LY Y O vy

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa P P P P P TP P F T Py
611 YYOYOWVYOYIDILOD00% 00V AALL I YOO LL OO LLLLY IN LY DY LLOY L L L3O
00T YWY OY OO LLOOOON SOW DD LLIM YOS LL OO LLLLY I LY LY LEOW I O L LoD
STT YOV INYEYIOLLAIBEYES T DELL LYY LLEEY LLLIY PR LU B E R LU T DL Lo
81T ﬁﬂUﬁUﬂdﬁIUUEHGUUEEQGEGEEEP#&EO@FHwﬂﬁﬁbhhﬂhdﬁFdﬂhﬂhhﬂﬂHUHEUﬁﬂ
£1T ¥¥IYITYOY OIS0y Oy Do L LIV a LE DS L L L LI LI O L LA TR L LS
£11T OO 0L OO0 oY DO EL L OO LL OO LL LLY LY LI L Y L LY I ) LIOE
ST WOV ITYDYIOLIOOoOY oY DD LI LY YOCs L LY L L L LY IV LI ALY L LAV LTSS
ETT WROYOEYOYOOLI OOy oSO LL I ool L L L LLVIN LIV LY LIOW L LLODY
1T WYY OO LI OO O DO LI YOS L LY LI L LY I Y LIS LY L LT L) LI

¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢¢
&5 ﬂwiddduUiiddHhHBGBUGﬂdUUdmduummddduHﬁkhuwhdﬁmdddummddﬂdﬂhﬁﬁ
0% WOV YO LLLL OO S O Y D O Y Y O L YL L O D YOS DYDY LL
65 ¥OTYE DDV LLLLOL Y OU O DT LY L L L O DO LY L -
65 WO L LT L S S Y O O D Yo L L L L DO TV LY L
6% WOMYYEDOYYEYLLLL DL ) oA Y O S O LY L L O T Y O DO DAY L -
69 YOV OD YL I.LLOL ) O Y OO D O L L D Y DO LY L -
6% WOVYUEDDYYTTLLLL DL e DO A L Y L L DL L -
68 WOVYEYOOWYTYLILLOL N Y o D N W L Y L L OO P OO D LY L -
65 ¥ONYYYJOWYTYLLLLOL O Y o O D T o LY LA O LT DoAY O Y L -

[5:4
48
LOE

ST EdSH
AT EdSH
JT°tdSN
2T E45H
21" EdEH
2T Ed5H
Q17 EJSH
i) G )
ST T Ed5W

oT° £E45H
o1 Ld5K
LR -ty
J1° EdSK
dT " EJSH
) '
ST EdSH
oJT " E4A8H
JTEASH

o1 Ed8KW
QT EdEH
OT " EdSM
2T EdSH
ST EASH
2T EdSH
2T Ed3M
OTEdSH
OT " EASM

m._.n__:n_:._ EI3U2N3aE B| @0 DlU3ILLeSU ]| ﬂ.NW.—U_ M TIY1ENID

[-EJSTN eI ST R IR Coprgara nu of £

L N<haE B G LA LU e

a(diyni SAEISN|D CIUBIWESLIY (281} M TVLSNY

40



ES 2335094 T3

F.fﬁs

86€ JLLILVVLLLYYOWDLOOVYOOLYIVOWYYYYYYYILYOLYYIVYVVOOYYLOVVVYOYYOVY
86€ JLLIVYILIVVOVOLIOVVOOLVIVOVVYYYYYYOLYDLYYLYVYYOO VY LOYYYOVVOY
86€ JILIVVILLYYOYILIOYYOOLYIVOVYYIYYYYILYOLYVLYYYYOIVYLOVYYOVYOY
9Tb JIILVVIIIVYOVIOVOOYVODLYIVOVYYYYYVYOLYOLYYIVYYYOLYYLOYYVOWYOY

238 S3%8 32PN L X3P 338%3808

65 € YVYWYOVVYOVVOVYYVY WYY YOIYVOYOYYOVY OOV OYYOVVORYOVYOVVOVVOY

09¢f YYYYOVYOVYOWVYUYYTYY YOLIYYYYOYYOVYIDOYYYOYYOVYD OYVYOVYOY
95t YYVVOVVOVYOUVYVYVITWY YOLVYWYOYYOVYIOWY - - - WWOWVO OVVYHYVYOV
£5 € YYVYOYVYIVYOVYYVYYY YOVl VYV YOYYOVYOOWY - - - - - - A4 03) 214 (3)4 £) 4

BEE YYVOOWVYOOVOWYYY-|------------------- YOWYOVYOD OVVOVVOYYOV

BEC VYYIOVYIONOWNYY- <[ ------------------ YOVVOUVOD DYYOYYOV
§EC YYYIOWYIOVOWYYY- |- - - - --vvenvnenns YOVVOVY WYOYVOYYOY
8EE YYYIONNIOVOVNNY - |- -~ ------momomm oo - YOYYOYYIOVVHYOVYOVVOVYOY
9SE YYYYOVNOVVOVYVYVIIVY VOLYVVYOYYOYVIONY - - - YYOYYORYONYOYYOVYOY

NEBGEPINIPBLINIFIPISFBUININNY SURBGUIN GNP G IIIIBEIIPINILEIIYIY
667 YOVYOYVOLYOWYOLOVYIVYYOVDLYYOIDVVVOVYOYYOLYVYYYVYYOYYOLIOVYOY
00€ YOVVOYVYOLYOVYOLIOVYIVYYOVDLYYOVOVVYOVYOYYDLYYYYYYYOYYOLIOYYOY
662 YOUVOVYHIYOHVYOLOWYLYYYOYOLYYOVI YYVOYYOYYOLYVVYVYYDVVOLLIOYYOY
662 YOVYOVVOLYOVVOLOVVIVYVOVILYYOUIVYYOUYOYVOLYYVYVYYOUYOLIOYYOD
667 YOVYOVYOLYOVVYOLOYYLYYYOYDLYYOOIYYYOVYOVYOLVVYVYYVOYYOLIOVYOY
662 YOVVOVVYOLYDVYDLOWVY.LYYYOVILYVYOIIVYYOVYOWYO LYYYYVVYOVYOLLOYVOY
662 YOVVOYVOLVOVYOLOVYIVYYOYD LYYODDVYYDOYVYOWYOIVYYYYYYOVYOLLOVVYOY
662 YOVYOYVOLYDYVOLOVY.LYYYOYDLYYODIVYVOVYOYYOLVIVYYVVOVYOLLOYYOY
662 YOVYOYVYOLYOVVOLOVYLYYYOVILYYOYOYYYOYYOVYOLYYYYYYVOYYOLIOVVYOY

SOV VINPUINGURSIINBIPLINBIB IS NSV IIENIEY BHVVEIIININRIINES
6 €T YOVYOVVYOVOVYVOVYOVOOOVYOVYOVYIOVYOVOLYOVLIVIOLYOLYOLYYYYOOVYL
0PZ YOVYOYYOVOYYVIYYOVOOOYOVYOYYOOYYOYDLYOVILYLOLYOLVOLYYYYOOWVL
6E£7 YOYVOYYOYOVYYIVYOVIOOYOVYOVYITVYOVOLVOVILYIOLYOLYOLYYYYDOYYL
6£Z YOVYOVYOYOYYYOVYOYIDOVOVYOYYOOVYOYDLYIVLLYIOLVOLYOLYYYYOOVYL
6£Z YOYYOYYOVOVYYOVYOYOOOVOVYOVYHOVYOVOLYOVLLYLOLYVOLYDLYVYYODYYL
6€£Z YOVYOVVOVOVYYOVYOYIIOYOYYOVYIOVYOVILYOVLLIVIOLVOLYOLYYYYOOVYY.L
6€Z YOYVOVYOVOVYYOVVOVIOOVOVYOYYOOYVOYOLYOVYLLYLOLVOLVOLYYYYOOVVL
6€£Z YOVYOYYOVYIVYYIVYOVOOOYOVYOVYOOVYOVOLYOVLILVLIOLYOLYOLYYYYOOWY.L
6£2 YOVYOYYOVOVYYOVVOVYIOOVOVYOYYOOYVOVDOLYOVLLYLOLYOLVOLYYYVOOVVY.L

1 4-
td
cH
Lag

sa
va
€a
ca
St
ve
12:4
24
Lqe

sa
ta
€a
za
sd
tda
£d
4
Lae

sa
va
€a
za
sg
14°1
| 2:
ca
Lqe

ot”
a1°
JT°
ot’

T’
T
ot
o)
ot’
ot
o) o
T
o

IT”
At
ot
at
ot
otr’
o) o
T
ot

ot
ot
ot
ot
) &
ot
a1
ot:
ot

E€EdSKH
£dSH
tdsu
€4ASH

€4SH .

£dSKH
€dSK
€dSKH
tdSKW
£dSH
EdSKH
€dSKH
£dSH

tdSH
€dsSH
€4d6W
€dSH
€dSW
tdSH
£dSH
€dSH
€dSKW

EdSH
£4SH
€dSK
€45H
€dSH
€dSK
£dSH
£dSKW
£dSH

41



ES 2335094 T3

F‘X ac

6LS
0%s
9€S
€€s
81s
81s
81s
81s
9¢Es

6LY
o8t
Ly
€LY
8st
sk
8Sb
-3
YA

61¢%
oce
9TV
€Tv
86t

0,5 VYLIVDIWVYWWYILILYIVYYIOLYLIVYOY -
TLS VYLIYOLVYYWYLLLLYIVYVYOOLYLLYYOV
L95 YVYILYDIVYYVYYLILLLYIYYYOOLYLLYVOW
$9S VYLLYILVVYYYILLIVIVYYOOLVLLYVOY
6%S WYILVILYYVYYYLLLLYIVYODILVLILYVYOY
695 YYILYOLYYYWYLLLLYLYYVYOOLVILYVOY
6%5 YYILYDLYVYYYYLLIIYLYYYOOLVLLYYOY
L¥S - -LIVOLVYYWYYILLIVLYVYOOLIVLLYYOY
£L9S YWLIVOLVYYYYLLLLYLYVYIOLY.LLYYOY

BIVIBIFIT ISR S ISP BN IV LA UIIBINIIPRIFIINNSS SELFININEENINLNIINS
YOYLOVLLIVOVYYYLILOOVLILLYOYLYYYILYYIVYYOOOVYOLYYLLLODIOOVLILL
VYOVLOVLLIYOVYYYLIIOVLILIYOY LYYV VY LVYYOOOYYOLYYLLLOOIIOV.LLL
YOVIOVYILLYOVYYYV.LIODYLOLLVOVIVYVO LYV IVYYOOOVYOLYYLLLODIOOVILL
VYOYIOVILIYOYYYY.LLOOVLILIYOYIVYYOLYY IV VOOOWYO LYY LLLOOLIOVLILL
YOYLOVLLLIYOVYYYLLOOVLILIYOVIVYYD LYY IVYVOODLYOLYVLLLODIOOVYLLL
YOV LOVLLIYOYYYYLLOOYLOLIYOYLYYYILYYLYYVOODYYOLYYLLLOOLOOYLIL
YOVLOVILIVOYVVY.LLOOVLILLYOVIVYYO LYV LYYYODDYYOLYYILILOO1DDYLILL
YOYLOVLLLYOYYYYLIIOYLOLLYOYLYVYILYVIVYYOOOVYOLYYLLLODLOOVLILL
YOVIOVLLIYOYYYYIIOOVIOL YOV LY YYOLYYLIVYYIOOYYILYYLIIODLIOVLLL

LER B X KB Z llI.¢C.lCl..’...‘l’.'ﬁ-.ﬂ.l.'ﬁ.c’i.liiiIIII’.‘.CII.'.'.C
OYYYYO LYV LYIOVYYOLOOLIOVYOYYYY LOOYVY VYOV LY YLV LYYOVIOVY YL
OYYYYOLYYLYIOYVYOLOOLIOVYOVYYYLOOVYVYYOYOLYYIYYLYVOVIOVYYYYL
JYVYYOLYY LYIOVYYOLIOLOOVYOVYYVY LOOVVVYVOVOLYYIYY LYYDVOOVVYWYL
IYYYYOLYY.LYIOYYYOLIDLIOYYDYYYYLOIVVVYYOVILY VLYY LYYOVOOVYYYY.L
OVVYYYOLYYLYIOVYYOLOOL IOVYOYYYY IOV YOYOLYYIVY LY YOOIV YYYYL
SYVYYOLYVY.LYOOVYYOLIOLIOYYOVYYY LODVYYYVOYOLYY LYY LYYOVOIVYYYYL
SYYYYOLYYLYIOVYVOLIOLIOYYOVYVYLOO VWV WY OYOLYY LYY LY YO VOO YYYVYL
JYYYYO LYY LYIOVYYOLIOLOOVYOVY VY LOOYYYYVOYDLY VLY LYYOVOIVVNVVL
JYYYYDLYILYIOVVYYALIOLOOYYOVYYYLOOVY VYOV DLV VLYV LYNOVOOVYYYYL

XA REREEREEEE RS Y I YIS YRR RS SRR RS SRS RS KRR LR EEE T TR R R X ]
Ukhhd<8h94<u<ohuQ<<OOFdH<O<<<<<4<<UP<OH<<&<<<<OU<¢h0<<<04<04
OLLLYYLLIYVOYIIOOVYOOLY IYOVYVYYVYYILYOLYYLYYYYDLOVLOVYYOYYOY
JLLIWYVLLIYYOYILIOYYOOLY LYOVYVYYYYYILYO LYY LYY VYVOLYYLOVYVYOYNOY
J11IVYVLLIVYOYIOYIOVYOOLY IYOYYIYYYVVYILYO LYY LYYV OLYYLOVYYOWYOY
DLLIYY.LLIVYOUILIOVYOOLY YOV YV ILYDLYYIVY VYOO YY.LOVYIOVYOY

sa
va
ea
<a

4
td
431
Lae

sa
va
ta
za
SH
ve
td
[4:1
L4t

sa
+a
£Q
ca
sq
1454
£d
[4:4
Late

sQ
¥a
€a
<a
sd

o)
ot
ot
o’
21°
ot
2T
e
ot

o1°
J1°
o1
a1
ot
ot
ot
a1’
o1’

2T
o’
ot’
o1
oT°
ot
ot
ot
o) Oy

ot
o) A
)
ot
ot”

€dSH
€dSK
€dSH
€dSK
€dSKW
€4dSK
€dSK
€4dSW
EdSKH

€dSKH
€dSK
€dSH
€4SK
£4SK
€4dSH
£dSH
€dSH
€4dSH

€dSH
£dSHW
€dSK
€dSH
€dSH
€dSH
£4SH
£dSH
£dSH

£4SW
€dSK
€4Sk
€dSKH
€dSKW

4



ES 2335094 T3

@Bﬁ

081 JYYIOVYVORIVIVYIOYI YOV OWVOLYYYYYLIOVY LY IVYYYLYOIWYLYY.LYIOLY
08T JWVIOVWYOYIYLVYLOVLYOY LOVVOLVRYYYVIOVYLLY LYV YYIVOOYVYIYY LY.LOLY
081 OVVYLOVNVOVIVLVYLOVIVOVEOVVOLVYVYVIOVY LIV IV LYOOW LYY IVIOLY
081 DYVYIOVYYOYIVLYYIOYLYOY IOVVOLYYYYVIOVY.LLY LVVYYLYOOVYLYYLYLOLY
0BT JVYLOVWYOULYLYYIOV LY OYL OVYILYYYYYLOVYLLY EVVYYLYDOVYLVVYLIYLOLY
08T JYYIOWWWORIYIYY IOV IOV IOVYOLYYYYVIOVYLLY ENYVYY LYOOYVIVYLEIOLY
081 JVVIOYVYOVIVIVY.IOVIVOYIOVYLYYYYYIOVYLLY VWY LY OOV IVVYLIYLOLY

LY Y Y Y Y Y Yy Y T Ly Y R PP F R I R YR P22
021 YOLLOOIWYYOWYLILLYYLYDOVVVYVYYIOYVYIVILOVYOLYYYOVILYLIIOVYLYY
021 ¥OLLODLVYYOWVLLEYYLYOO VYV VY VYOOV VYLV LLOVVRM Y YYDV I LY LLIOVYLYY
0ZT ¥OLIO91 VWYY LLLYYLYIO VYWYV SOV IVLLOYVOLYYYOVI LYLLLOYYIVY
02T ¥OLIDIVWRONVVLIIYY LY IOV Y OOV I VLLOVYDLYYY OV O LY LLIO VY LYY
02T NOLLONLYYYOYYLLLYY LY OVNVYYYVOOYY VLN ILOVYOLYWYOVOLYLLIOYY LYY
02T ¥OLIOOLYVYOWVYIILYVIVOOVVVVVYYROYVYLIYILOWYOLYWYOYILYLLIOYY I Y
02 ¥OLLODLYYYOVY LLLYYLYIO VWYY Y OONYY LV LLOYYOLY Y OV O LY L LLOYYIVY
021 YOLINDLVWYOWYLLLYYLYIO YWY YYEOYWYLV.LLOVYOLYYYOVDLVLLIOVRINY
021 ¥OLLOOLYYYOYYILEYV.LYIOVYVYYYYOOWVYLY LIDOYVDLYYY DVOLYLLLOYY LYY
021 YOLLOOLYVYOWVIILYYIYID VWYYV YOOYYY LY LIOVYOLYYYDOYOLYL LIOYY IV

YSCUISMIVIVISNTIEETLISSTRILNNNSS SO4Y FOVPUCUNUNNNIY JYUNNVIVIN
09 YYDIVYVYIVLVIYILOVYYYILLIOLLYOLLLLOLLLLOYLINIYY LY LLLYOYYIYYOLY
09 YYOLVYYLVIYLYLEIOYYYIILIILLYOLLOLILLOLOY LIV L VY LY IL LYOVYLYYRIY
09 YYOIYYYLYIYIVYLEOYYY.LLLIOLLYOLLLLOILLLOYLINVIYYL VLI VIV L YYOLY
09 YYOLYYYIVIVIVYILOVYYILLIIALIVOL111D LLIOYTINVIYY LY LLLYOVYLYYOIY
09 YY¥OLYVYLYIYIYLLDVYYLLLIOLLYOLLLLOLLLLOVLLY LY LY L LYOYY LYY OLY
09 VYSIVYYLYIVYIVILOVYYILIIOLLYILLLLOLLLIOVIIYIVVYLY LI LYOVYIVYOLY
09 YVYOLYVYLYIVIYIIOVYYLLLIILLYOLLILILLLIDYLINIYVY.LY LLLVOVYIYYDIY
09 Y¥OLYYYLIVLIV.LYLLOYYY.LLLIOLLYOLLLLOLLLLOYLINIYYIYLLIVOYYIYYOLY
09 YYOIVVYIVIVIYLIEOVYYILIIOLIYOILIIDILLISOVIIYIVYIVLIIIVOVYIYYOLY
09 YYDIYVYYLYLIYILYLIOYVYYLLLILOLLYOELLLLOLLLLOVLIVIYYLIVLILLVOVVIYYOLY

Zaq 13e-
1q 14¢-
Sq 142
e 14T’
£a 142°
18 132
Lag 14z

sa 4T
*aq 1de’
£q 13T’
Z2q 14z°
1d 1aT”
S€ 14T
e 142
€49 142°
18 14T
Lqe 13T°

5Q 14z°
*q 4z’
€Q 14¢°
Z2a 13T
a 4z
S 1Lz
LA O S
£ 14Z°
19 3T’
L0t 14Z°

EdSH
EdSKH

"EdSkH

€5k
€3S
€3SK
€dSK

£dSW
£dSK
€dSH
€4SK
£dSK
E3SK
tdSH
€3SW
LdISK
€JSKH

€dSN
€45k
€dSH
£4SK
1219
E4SH
€dEN
€£dSH
£4SKH
£tdSKW

2|dNW e13uaNade ©| 2p UDIFRBUIE (2B 1) M TELSNID

TEASIW TTORNTRRTER) & 1q 10y SOPHQAIDIN 9P ©10UINIS MIEIST|D LOIIERUIIY

GEBOLVUBYBDINELIININNT BIFTHARLALN

43



ES 2335094 T3

09t
She
She
SYE
Stt
143
1343
343
she

see
00¢
S8¢
114
114
s8e
13:14
S$8¢
s8¢
S8t

obe
ove
1} 24
ove
are
1] 24
ove
ove
ove
oke

081
081
081

YOVYOOYOOWOOLOOLODIL LYYILYLYOVVOOOVIVLYIVOLILLOOLOLLLILLODLLY
VOOWDOVILYOVLOLLOOLLLYVOLYLYO VYO OVYOVIVIVOLYLLOOLOLLLLLIOOLLY
YOOVOOYILYOVLILLODLLLVYILYIYOYYIOWYOVIYIYOLYLLODLIOLLLLLODOLLY
¥OOVOOVOLVOYLIOLLIOLLLYYDLY.LYOVYIDWVOV LY LYOLYLIODIOLLLILODLIY
VOOVOOYILYOVLOLLIOLLLYYILYILYOYYDOWVYOVLYIVOLYLLODIOLLLLLIDLLY
¥OOVYOOYILYOVLOLLOOLLLYYILY LYOVYOOVYOYLYLIVOLYLLOOLOIILLIOOLLY
YOOVOOVYOLYOVLILLODLLLYYILYIVOVVOOYYIYIVIYOLYLIOOLOLLLLLIDLLY
YOOVOOYDLYOVIOLLODLLIVYD LY LYOYOOVYOVLIYIYOLYLLOOLOLLILLIDILY
YOOVOOYILVOYLOLLIODOLLIYYI LY L YOYVYOOYYOVYIYIVOLYILOOLOLLLLLODOLLY

CCC!C.ICCCCCICICCctﬁlcc#clt.citc.idccl’i 23885

VYOO LLIYOLYOLLO LY YV YV OV LY OV LY L YO LY OO - ==~ == = === - = o -
YYOYOLLVOLYOL LOLVYVYVYVYYVVOV I VO YV LY IV OVYOVIOLYVYLIOVVIVYOYYD
YYOVOLLYALYOLLO LYYV YWY YOV L YOV IV IYOIVOYLO- -~ ==~ - - ----=
YYOYILLYOLYOLL) LY YV VY OY LY OV IV LY OLYOYLO- - ~ - - ===~ - - = =~ =
YYOVDLLYOLYOLLO LYY YV VYOV LYOYY LY IVYOLYOYLD- - - - - - - -~~~ - - - -
YYOYILLYOLYOLLOLY VY YY VY YYYYOV LY OYY LIV LYOLVOYLD- - - -~ - === - - - - - -
VYOV LLVALYOLLOL YV YWYV YV OV IOV LY LYDLYOV LD~ - = === === - - - - =
YYOYILIYOLYO LLOLYYYYY VYV OY LY O WY LY LY OLYOYLD ===~ -~ == ~~a--—--
YYOYOLLYOLYOLLO LYV YTV VY YV YOV LY OV LY EYOLYONED- == - - - == - - - - - - -
YYOVDLLYOLYOLLO LYV YV VYOV LY OV LY LVOLYOYLD- = = -- - == - - - e == -

(AR X XS X T E E R 2 R AR X R X A R R R R A X A S R SR RS RS RS AR S S A R SR SR X X
LYVLIOOYVYY.LLLLOYYOYYOOCOLYOLLYOYY.LYOYODLILYYOOYILLVIOVLYV YYD
LYYIOOYVVYLLLLOVYOYVOOCOLYOLLYOVY.LYIVOOLOLYYODVOLLYLOVLYYYVD
LYVIDOVVYVYLLLLOYYOVVYOOSOLYOLLYOYYLVOVOOLILYYOOYILLVIOVIVYYYD
JYYLOOYVVVYLLILLOYYOYYODOOLYDLLYOYY.LYIYOOLIOLYYOOVOLLYLOYLYYYYD
LYYLOOVYYYLLLLOVVYOVYODDOLYOLLYOVYLYOVODLOLYYOOVILLYLOY LYY YYD
LYYLOOYVYYLLLLOVYOYYDOOOLYOLIVOWNIYOVOOLOLYVOIVOLLY LOY L YYWVD
LYVYLOOYYYYLLLLOVYOVYOOOIOLVOLLYOVYLYOVOOLOLYVOOVOLLYLOYLYVY VYD
LYVIOOYYYYLLLLOYYOYY D099 LYSLLYOVYYIYOVOOLILYVOOVOLLYLOVLIYYYYD
LYY LOOVVYYLLLLOVVOVYOOOOLYIILYOVYLYIOVOOLIOLYYOOVILLY LOVIVVYYO
LYY LOOYYYYIIIIOVYOYYODOOLYOLIVOYYIYOVODLOLYYOIWILIYLIOVIYYYYO

L Yy Y Yy Y Y P YTy Y Ty P Y P YTy S PPy PP
OYVYLOVVVYOVLYIYYLOVLIVOVYIOVVOILVVVVVIOVVYI LY LYVYVVILYOOYYIVYYLIYLIOLY
IYVYLOVYYOVLYIYY IOV LYOYLOVYOLYYYVYLOVYL LY LYVYYLYOOVYIYYLYIOLY
OVYLOWYYOYLY. LYY LOYLYDYIOVYOLYVYYYLOVYLIVY LVYYYLYOOYYIVYLYIOLY

¥a
116
ca
1a
)
14:1
34
14
Lag

sa
va
€a
ca
1a
sd
1 4:1
€a
1d
Lase

sd
¥a
1 X0}
<a
1Q
sg
vd
€8
g
Lae

sa
146
€a

14T
4e”
14e’
1az:
3¢’
1az:
1de’
nae-
P

1de-
nae’
n4e-
14z
14z
13z’
14z’
14z
14z
142"

3¢
13e”
13e:
14e:
14z
14e’
14¢”
1dc’
14
14z

14z
1ae-
1ae:

£4SW
€dSKH
£dSK
€dSW
£dSKH
£dSK
€4dSH
tdSW
£dSh

£dSH
€4SH
EdSK
tdSh
£dsSW
€dSKW
£dsSu

‘edSH

£dSKH
E4SW

£dSW
€dSW
£dSHW
£4dSKH
tdSW
€dSW
tdsS
€dSW
£4SK
EdSKH

€4S
€dSK
tdSh

44



ES 2335094 T3

by oF

9Zs
L1S
L1S
LS

L1S
L1S
L1S
L1S

S9¢p
83b
S9¢%
S9%
S9%
S9b
S9¢%
S9¢b
S9b
sob

SOF
gov
S0%
Sov
SOV
Sov
1024
sov
SOV
Sov

144

L N 4 ¥ 3 8 S38v 33 ¥ ¥ B s 4 LE 2 L]

YYYYLOWL-~------ ODHLIDLOYIIDLVYYYVLYVYOVYYOLILOYYYOOYYONLOLLD
JLIVYODLOIVIVOSOYILY.LLIYIDD LY LYVOOYDOILYIYYIOOVOY - - ¥YOLIOLYD
YLVVYLOYL--===<~~ YOLILLOVLID LYY YV LYYYIVYYOLILIYYYOOVYOVLOLLO
YlvWliovl-~------ YOLOLLOYLIDIVYYYY LYYV IVYYOLOLOVYVOOYYOVLOLLD
YLYYLOYL-------- YOLIOLLOYLID VYWY LYY YO VYYD LOLOYYYIOWYIVIOLLD
YIYWIOWL------~-~ ¥OLOLLOVIIDLIVYYYY LYY OYVYOLOLOVYVYOOVYOYLOLLD
YIVYIOYL--~=-=-=-~-~ WOLOLLIYIIDLYVYYYLYYYOYYVYOLOLOYYYOOVVOYLOLLO
YIWYlOYl--===~-~ YOLOLLIYLIDLYYVYY.LYYVYIVYYOLIOLOYYYOOWVNIVLIOLLO
YIVVYLOVL-------- VOLILLOYLOD LYY VYWY LYYYOVYYOLOLOVYYIOWVOVLIOLLD
YLIYYLIOWL-~~----~- YO LOLLOYLIID LYYV YY.LYYYOVYVYOLOLOVYYIOWYOYLOLLO
» » ¥ *& s s . L L 2 & 2% ¥ ¥ ¥ 44 » » »

YYOYIYLIVIVYYYOYOYYODL 9OLOVVLLIOOLYYYIOYOOOVYYYILIYIOOYILNLY
YOIYYIOLYYLOLIOIYIVIOLY LOLYOVIOLIYLIOLLIOLOOYYOV.LOVIOLOVYLOYOY
YYIYIVLLYLYYYYOUIVYOOLOOLIVYLLLOOLYYVIOYOOOVYYYILIVLODYOLYLY
VVIVOVIIVIVYYYOYIYYIOLOOLIVYLIIOOLVYVIOVODOVYYYILLYIOOYIOIV.LY
YYOVOV1IVIVYYYOYOYYIOLOOLOYYLLLIOIVYYOOYIOOVYYYD LLYIOOYOLVLIY
YYOYIVILIYLYVYYOUDVYIOLODLOYYLLIDOIYYYIOYIDOVYYYILLYIOOYILNLIY
YYOVIVI LY LYYYYOYOYYIOLOOLOVYLLIOOLYYYIOYOOOWYYVILLYLODYOLYLY
YYOVIVLLYIYYYYOVOYYOOLOOLOVY.LLLDOLYYYDOVIOOVYYYOLLYLODVILYLY
YYIVOYLLVIVYVYOVIVYOOLOO LIV LLLIOLYYYOOYOOOVYYYOLLYLOOVYILYLY
YYIYOYLLYLYYYYOVOYYOOLODLOVY LLLIOOLYYYOOYOOOVYYYOLLY.LOOYOLYLY

v xx  ws - ss w3 & TR Y S ) TR X s sy LY
LOLYOVLLOLIOVIVLIVYOLYVYYOVOOLOVYYOYYYYLYIDOLIOVIO LYY LOLYYLYY
- - ~YOYLIIL)- - -OYODLLYYLOLOVIYYYOOYODLOVYIOOL - -DOLYYYL - - -YLLY
1I1YOYLLOLOYIYIYYD LYWV OYODIOVYYOYYYY LY IIOLLOVOD LIVV.LOLYVY.IYY
LOIVYIYLIOIOYIVIVYDLYYYYOVOOLOVYYOWYYY.LYLOOLLOYIDLLYYLOLYNIVY
LOLYOYILOLOYIVIYYOIYYYYOYIOLOVYYOVYYYLYLIOO LIOVYOOLLVVY.LOLYY LYY
LOINOYLIOLOVIYIYYOLYYYYOYIDILOVYVOVYYYLYLOOLLOVYIILLYYLOLVYLYY
121YOVIIOLOVLYIVYIIYYYYOY DD LOVYYOVYYY.LYIOOLLOYIOL LYY LOLVY.LYY
LD1YOYLIOLOVLYIVYOLYYYYOYDOLOVYYOVYYYLYLIODL LOVODLLYY LOLWYIWY
LJIVOVLILOLOV.LYLYYOLYYYVOYOOLOVYVIVYYY LYIDDLIOVIILIYY LOLYVIVY
LOLYOYLILOLOVIVIVYD LYYYYOYOOLOVYYIVYYYLY.LODLIOVODLLYVYIOLYY.LYY

$3 S4888 9% N8 SFENFFPNBENGEBIIND SHFINBBIL SNSRI EINNIINIENY

YOOVOOWILYIVLILLODLLIVYDLYLYO VYO OVYOVLYIYOLYLLOOLOLLLLIOOLLY

sa
¥a
ta
Za
1a
sd
14:)
td
1d
(qe

sa
va
£a
[4s|
1a
1
vd
€g
1
Lac

sa
ta
€a
za
14
sd
4: ]
13: |
19
[Xe}3

sa

1d4¢°
gt
14z
13z’
14¢°
142
14zT*
14¢”
gt
3¢’

gt
1de-
1Je-
14z
1de”
14z’
nae:
1de-”
142"
nae”’

1ae
14e’
14z’
14z
peia
14e’
3¢
14z
dec”
T142°

142-°

£dSKW
EdSK
€dSKW
€4S
€4S
€dSu
€4Sk
tdSH
€4Sk
£dSh

€dSK
€dSK
€£dSKH
€dSKH

£dSHW

tdsSk
€dSH
€dSW
€4S
€4ASH

€dSH
€dSKW
EdSi
£dSK
tdSH
€dSK
€dSKH
£dSKH
tdsSKW
€dSH

€dSKW

45



ES 2335094 T3

Fg 36

5L

L69
S0¢L
L69
L69
L6%
L69
L69
L69
LES
L69

LE9
9¥9
LE9
LES
LEY
LES
LES
LE9
Le9
Le9

LLs
98S
LLS
{Ls
LLS
LLs
LLs
LLS
LLs
LLs

OYOVYVYOOLLLYYYVOYOVYYOYOYY----- - YOWVOLYOYVOLVYOVYOLYOVVYLVYLY

BEBABIBUNY SIHEBN SFIBRNTUREPLIBENFIBBNNNBLNIRININ SP2BPNVES
OYVYOYYOLIDIYOOYOY LYY LOVYOWYILYYIYILYOIIIILYOVV LYYVOVIVODDLIYD
OYVYOHVYILIOVYOSYOVYYYIOVYOYYOLYYOVILYODIDDOLVOVYIYYYOVLIYIOOLIYD
OYYOYYOLIOOOY OOV OVYYY LOVYIVYOLYYIYOLYOOODOLYOVY LY YYOVLVODDLYD
OVYOWYOLOODYODYOVYYY LOVYOVYOLYYOVILYODIDDLVOYYLYYVOVIVOODLYD
OYVYOYYOLIOOVOOVOVVYV LOYYO VYO LYY OVYOLYOIDIDLYOVVIVYYOYLYOOOLYD
OVVOVYOLIDODOYOOWOYYYY.LOYYOYYO.LYYOTDLYOID IO LYOVY LYY YOV.LYODOLYD
OVYIVYOLOOO YOOV OVYYY LOVYOVYOLYYOYOLYDIDDOLYIVVIYYYOVLYDIOLYD
OYYOYYILIDOWOOYOWYYY LOYYOVYOLYYOYSLYDIIID LDV LYYV LYODOLYD
OWVIVYILOOOVOOYOVVVY LOYYOVVOLYYOYILYDIDDD LYDVYLYYYOVIYOODLYD
OVVYOWYYIOLOJOYOOVOY LYY LOVYIVYOLYYOYOIYOIIIDLYO VY LV YOV LVOODLYD

FEINENY PEIBBINBIRIBEVIIFISRPIIT BBV BBNRY SRR EBIPFINRRLRPINNS
JYI0LLYVYYYLYYYOYYOYLOVLLLYLYYOYOVOYVYTVYLYOVYOYIOLOOVOOLYYYY
LVIOLLYVYVYLYYYIYVYOY LOVLLLYLYYOYOVONUVYYLODOYYOVODLOOVODLYYYY
JYOOLILYYYYY LYVYOYYOV IOV LLLY L YYOVOVOVYYVYLYOYYOYIOLOOWSO LY YYY
LYODLLYYVVYYLYYYOVYOVLOVLLLYIYVOVOYOWYYYYLYOYYOYIOOLOOVODLYYYY
LY¥ODLLVVVYVY LYV OYYOYLIYLLLY LYY OO DYOYYYYYLIYOVYOYDOLOOVYODLYVYY
LYIIL LYYWV LYYV OVYOY LOVLLLVIVYOVIYOVYYYY LY OVVOVOOLIOYOOLYVYY
LYOILLYYVVY LY VYOV VOV LIV LLLYIYYOVOVOUYYYY LYOVYOVIOLIOVOOLYYYY
LYOOLLYYYYYLYYYOV VYOV LOYLLLY LY YOI OWOVYYYY LY OYYOYIOLIOYOOLYYYY
LVYOOLLVOYYYLVYYIVYOYLOVLL IV IYVOYIVOVYYYY LYOVYOYIILOOVIOLYYYY
JYOOL LYYWV LYVYOVVOYLOVLL LY LYY OYDVOVYYYYLYOYVOYIOLIOVOD LYY

BN SFBIAVABSVELIBINSBIRIRILISIENNIED SN NEESIL ¥ saun
OLOJLIOLOOYOOYODLLLYYOOOLYOOLIOVYIVIYVIVYIYYOLOLOLLOYYOVIOVLD
OLOOLOOLOOYOOVYODLLLYYOOOLYOOLLOYIYIYYLOYLYDDLOLILYOLLYLIOYLY
2LI3229LODOYODNYDDLLLYYOODLYOOLLOVIVIVY LYY LYYOLOLILLOVYOVLOYLD
SLoOLOOLOOYOONYODOLLLYYOODLYOOLLOY LY LYY EVYIVYOILOLOLLIVYOYLOYLD
OLO0100190VIOYOILLLYYOOOLYOOLLOVIYIVYLYYLYYOLILOLIOVYIVLOVLY
ALJO0L09LOOYOOYIOLLLYVOOOLYOOLLOVIVIVY LYY IYYOLILOLLOVYOYLOVYLD
JLIJLO0LOOYOOVOOLLIYYOOOLYOOLIOVIVIVY LYYIYYOLILOLLOVYOVLOYLO
OL33LODIOOYOOVOOLLLYYOOOLYOOLLOVYIVIVYLYVEYYOLOLOLLOVYIYIOVYLD
JLIJLOOLOOVOOVIOLLLYYIOOLYOOLLOVIVIYYIYY.LYYOLOLIDLLOWYOVIOVLD
QLOILOOLOVYOOVOILLLYYODOLYOSLLOVLYLIYYLYY.LYVOLILOLLOYVOVLIIVID

Lae

sa
ra
ta
ea
1a
SH
4!
tg
1d
L4t

sd
va
£a
za
1a
sd
1431
td
14
Lae

sa
va
€d
Zq
1a
sg
1 2:]
13
14:

1az:

14z
T4z
1ac”
1ae°
14z
14z
14z
1ae-
1aec:
14z’

13-
gLt
14z
4z’
14z"
14z
14z
4T
e
14z

LA
gLt
1de”
1de-
14z
naz-
1de-
14z
14Z-
Lae 14e”

€dSW

€dSH
£dSW
€4ASKR
tdSKW
t€dSH
€dSW
tdSKW
£dSK
€4SHW
€dSKH

€4SKH
€dSK
€dSKH
€dSKW
€dSKW
€dSKW
tdsw
tdSW
£dSKW
€dSW

tdSW
£4SKW
£dSKH
€4S
£dSKk
£4SKW
€4S
€dSKW
€dSKH
€dSKW

46



ES 2335094 T3

(Z'SH

1€£6
€6
€6

TLe
988
T8
e
s
TLs
s
TLe
TLe
L8

199}
9Z8
118
118
118
118
118
1is
198
s

TS¢L
99¢L
1§72
15¢L
sl
1874
tse
15¢L
1S¢L

YLV LYWWV YYOYYOOYOVYYLIOYYHLYVYOVLILYYYOLYYOY OO IVVYVYVY VOV YOVY
YLVIVYYYYOVYOOYOVYYLLOVYOLYYYOVLIVYYOLVYOYOYII OV VIYOYWOVY
Y LYIYYYYYOYYOOYOVYYLLOYYOLYYYOYLLYYYOLYYOY OVOOWYYYYYYYDYYOYY

SB35 33583555588 JABBRIPINNS BRIV VBPIPIBEBIRIINREIRANILIINS
YV YV YO VYOO YYYYY VYOV VO VYOV OOVYV VYV Y OVYHIVOVYOVYOOVYYYOYVYOYL
VYV VY Y OYY OOV YTV OV OY YOV SYY DOV VY Y OYV OO YOV YOVYOONVVYOYVOVL
VYV YY YOV YOOV VY VVVVYOVVYOVVYOYYODIVYYVYYO VY OOV OVYOYVOOYYYYOYVOYL
YWY YO VYOOV WYY YOYY OV OV Y OO VYV VYV VOV VOOV OYY OV YOOV YYOYYOVYL
YOV OO YWYV OV OV YO T OOV TV OV YOOV OVVOYY OOV YYOVYIYL
VYV YOV OOV YV YV OV OVYOVY DOVV YTV OV DOVOVVOVYOOYYYYOYYOYL
VY VYV YOV YOOVYYY VY VOVYOVYOVYODVVY VYTV OVYDOVOVTVOYYOOYYYYOYYOYL
VYYVYYOVVDOVVVVYYY YOV VOVYO VY DOVYVYYY OV DOV OVYOVYOOYYYYOYVYOYL
YV YY YO YOO VYY VYV YOV Y OV OV YOOV YV YYYOVYDOVYOTVOVYOOYYYYOYVOVYL
YYVY VYOV YOOYYY VY YOV YOV YOVYOOVYY YT VOYYOOVOVVOYYOOYYYYOYYOYL

[ EX R R R R ESE R RSN E SRR RS R R ERE SRR R SRS RS X R S SRS RS XA S KL K R X N
OLOVYYOVVOLVOVLYIVYOLYOVYOTYO LYWV VOV YOV IYOYOVYYOLYYIVYLYOLYOYY
DLOVVVYOVYOLYOYLYOVOLYOVYOVYOLYYVYOYYOVLVOVOVYDLYVIVVYIVOLYOYY
OLOYVYOYYOLYOYLYOYOLYOVYOVYO LYY YOYYOV I YOV OV YOI VY IVYIVOLYOYY
OLOVYYOYVYOILYOVLVOVOLYOVYOYYOLVYYVOYYOYLYOYOYYOLVYIYYIYOLYOYY
DLOYYYIYYOLYOYLYOVOLYOVYOTYO LYYV YOYYOVLYOVOVYOLYYLYYIYDLVOYY
OLOVYYOVVOLYOVLYIOVOLYOVYOVYOLYWYVOYYOYLYOVOYYOLYVLYYIVOLYOYY
DLOWYYYOYYOLYOYLYOVOLYOVYOVYOLYVYYOVYOYLYOVOYVOLVYLYYLYOIVOYY
ALOYYYOYYOLYOYLYOYOLYOYYOVYOLYVYYOYYOULYOVOVYOLYY LYV IVOLYOYY
OLOYYYOYYOLVYOYLYOVOLYOYYOVYOLYYYNOVVOVLYOVOYYOLVYLYYLVOLYOVY

OLOVYYOVYOLYOWLYOVOLYOVYOVYOLYYYYOYYDYILYOVOYYOLYV LYY LYOLYOWY
BB BB HTRLEBIRU35803433020 BABEERIIFREZG55888080000
OYOVYVYOOLLLYYYYOVOYVYOYOVY - -~~~ VOWVOLVYOWYYOLYOYVOLVOVVVLIYYLY
OYIVYYOILLLYYYYOYOVVYOYOVYYOVY DL VOYYOLYOWYOLYOVVYOLYOYYYIYYLY
OYIVVYOOLLLYVYYYOYOYYYOYOYY - - - - - - VOYVOLYOYYOLYOYVOLYOVYYLYYLY
OYIVYVYOOLLIVVYVOYOWYYOYOYY------ YOYVYOLYOYYOLYOVVOLYOVYYLYVYLIY
OYOYYVYOOLLLYYYYOYOYY VOOV -~ - - - - YOVVYOLYOYYOLYOYYOLYOVWYLYYLIY
OYIOVYYOOILLLYYYVOYIVYYOWOYY - -~ = = - YOYVOLYOVYOLYOYYOLYOWWYLYYLY
OYIVVYVYOOLLLYVYYOWIUYYOWIYY - - - - - -YOVYOLYOVYOLYOVYOLYOVYYILYVYLIY
OYOYVYOOLLIVYWVYOVONYYOYOYY - - -~ = = OOYYOLYOVYOLVOVYALYOYYYLYYLY

OYOVYYOOLLIYYYYOYIVYYOWOYY - - - - = - VOVYOLYOUVYOLYOYYIOLYOVVYLYYLY

€q
1
Lae

sa
¥a
€d
za
1a
sd
(43
£d
1d
IX¢13

sq
tq
£d
Za
1da
SH
1 2:1
1 %:]
18
Lae

sa
va
tq
Za
1a
sd
va
td
1d

14¢°
1d4e-
13z’

13z¢°
13e’
13e’
1de”
14¢"
13z’
1az°
13e”
3¢’
132"

14T
1az:
132"
142"
14z’
3¢
1de¢”
1de°
4e°
4z

4z
n4e°
3c”
14z
13z
ok [
3¢’
3¢
3z

€dSH
€dSKW
€dSH

€4SK
€4dSK
€4Sk
EdSKW
£aSK
€dSH
€dSKH
€4SH
€dSH
€dSH

tdSK
€dSKW
£dSKH
€dSK
€dSK
€4SK
£4SW
€4S
€dSKW
EdSKW

€dSK
€dSK
£aSW
£dsW
€dSK
€dSW
€4SHW
£dSK
£4SW

47



ES 2335094 T3

TTIL
19944
111t
it
Tt

1501
9901
IS0T
1801
1501
1501
1501
15071
1so0t
1S01

166
9001
166
166
166
166
166
166
166
166

€6
9¥ve
1¢€6
1€6
1t6
1€6
1¢6

YIVYLOVYLLLYLOLYOOLYOLYYVYOYYOVLOVLLLYYLYYYLYLOVLOLLYOYIYOVOLY
YIVYLOVLLLYIOLYIJIVOLY VY OVYOVLOV LLLIYYLVVYLYLIOVLOLLYOYIVOVOLY
VIVYLOVILLYIOIYODLVOLYWVYOYYOVLOVLLLIYYIYYYLYLOYIOLIYOYLYOVOLY
YIVYYIOVLILLY1OLYDOLYOLYVYOVVOVLOVLLLYVIYVYLYLOVIOLLVOVIVOVOLY
YIVYLOVLILLYLOLYOOLYOLYVVOVVYOVLOVLLLYVYIYYYIYIOV.LOLLYOVYIVOVOLY

L Yy Y Yy Y Y Y Yy y Yy Y YR YT O Y ¥ ¥
YYYYYYOLYYLLLYLLYOOLLOOLLYOYYYYLLOVLYLYYYYOLIOLIOVOVYYYYVOYVY
VVYYYYO LYY LLLYLLVYOSLLOOLLYOYYYYLLOYIYIVVYYOLIDLIYOUVYYYYOVYYY
YYYYYYOLYYILIYLLYOOLLOOLLYOYYYYLLOY IV IVYYYOLIOLIYOYYVYYO VY
YYYYYYOLYYLLIYLLYOOLLOOLLYOVYYY LIOVIVIVYYYOLIOLIOVOVYYYYYOVYY
WWYYYYOLYYLLLYLLYOOLLOOLIVOYYYYLLOY.LYLYYYYOLIOLOVOYYVYVVOVYY
YYYYYVYOLVYVILLYLLYOOLLOOLLYOVYYYLIOVLY.LYVYYOLIDLIVOVYVYYVOVYY
YYYVYVYOLYVILLYLLYIOLIOOLLYOVYVYI.LOYIYIYYVYOLODLOVOVVYYIYOYYY
YYYYYYOLYVY.LLLYLLYOOLLOOLIVOYYYY L LOYIVLYYYYOLIOLOVOVYV YOO VYY
YYWVYYYOLYYLLLIYILYOOLLOOLLYOVYYYLLOVIVLIVYYYOLIOLOYOVYYY YO VYY
YYYYYYOLYYLLLYLLVOOLLOOLIVOVYYYLLOYLYIVYYYOLOOLIVOVYYYVYOYYY

BEBUBISBLRBNNBEPEY SIS BGERIFFIRFRLRRVERIBBINBINBRNB0085080
OLVOLVYYOYVVYVYIVVOYYLYYLOLLIYYLLLYYYYOOODLYYVY.LYIVOLOVYOOVOLLOD
OLYOLYYOYVYYY LYYOYVYLYYIOLLLYYILIYYYYIODOLYYYIVIYOLOYYIOYOLLO
OLVOLYYOVYYYY LYYOYY LYY LOLLLYYLLLYYYYIOOOLYVY.LYILVOLOVYOOYOLLO
OLYOLYYOVYYYY LYYOYVLYYLOL LLVYILLYYYYOODDLYYYLYLYOLOVYOOYOLLD
OLYOLYVYOVVYYY LYVOVYOVYYLIOLLLYYLLLYYYYOO DLV VN LYLYOLOYYOOVOLLO
OLYOLYYOVYYYVYLYVYOYYIYYLOLLLYYLLLYYYYOOJOLYVY LY LYOLOYYOOVILLD
OLVOLYYOVVVYVYLYYOUYLYYLOLLLYVILLYYYYOOOOLVYYIYIYOLOVVOOVOLLO
OLYOLYYOVYYVYIVYOYYLYYIILLLVVLLLYYYYOOOOLVYVYIVLYOLOVIOOVOLLD
OLYOLVYYOVYVYY LVVOVY LYV LILLLIVYLLLYYYYIOOOLYYV LY LYOLOVNOOVOLLD
OLYOLVYYOYVYYV LYYOYYLYVLOLLLYYLLLYYYYIODOLYYYLYLYOLOYYOOWOLLO

L R X YRR Y Yy
Y IYIVYY YO VY OOVOVYVLLOYVYOLYYYOV LLYYYOLYVOVOVIOWYYYYVYVOYYOWY
YIYIVYY Y OYYOOVOVVYLLOVYOLYYYOVLLYVYOLYYO YOOI VWYYV VDYYDYY
YLV LYYYYYIYYOOYOYYVYLLOYYILYYYOVLLYY YO LYY O YOV DO WYYV WYOVYOVY
VLY LYYV YYOYYOOTOVYY LLOYYOLYYYOVLLYYYOLYYOVOY D OVVY VYV YYOYYOUY
YIY LYYV YYOYYOOVOVYVLLOYVILYYYOYLLYYYOLYYO VOO WYYV YYOYYOVY
YIYIYVYYYYOVVOOYOVYY LLOVYILYYVYOVLLYYYOLYYOYOVIOVYV YV YOVYOVY
Y1V IVYYYYOYYOOYOYVYLLOYVYOLYYYOYLILYYYOLYYIVOVOOWN VYV OYYOVY

sd
td
td
¢
Lace

sa
+a
ta
[408
1a
sd
1£°
td
14
Lae

sa
va
£Q
<a
10
sd
431
tq
1d
Lae

sa
¥a
£q
(4}
1a
sd
kg

142
14c’
14T
gt
14¢”

14¢°
132
13z
14T
1ae-
3¢’
gcia
14z’
de”
nde;

142"
13¢"’
14z
14e°
14z-
n4z-
13e”
14z’
nde:
1de’

3¢’
142
13
14z°
142
142°
13z’

E3SKW
tdSK
€dSKW
£dSH
£4dSK

€dSK

€dSKH

€dSW

tdSh
€dSHW
£4SW
€4SKW
£dSK
£4SKW
€ASKW

€dSH
€4S
€dSH
£dSK
tdSH
tdSW
£dSKW
£4SW
€ASKH
£3SHW

£3SKH
€4SKH
€dSW
£dSKW
£4SKW
€dSW
€4dSK

48



ES 2335094 T3

5353

61T
ozl
azy

I1TY
SZIT
1111
(TTT
71T

LOALOVLILYYDYIYOODINRALYIOLILLY LOJLOLL YLV YIDJ LI D VONVOOVY YYD
L1OOLOYL LIYVYOYLYDOOALYALYOSLILLY LIJLI MY LIYOY LI DOVONYOOYYYYYD
LOOIOVLILYYOYLYODO LYOLYDOLILLY LD LOLIVLYIYLIALIOVEVY DOVYYYYD

AR AR A A AR X E LY Y R Y Y VY Y YV Y VY Y Y V¥ e, B248385V880883 00

LYV L OO LIVOV IOL YWY OLY LALY YV Y LYYV DL YV YT YOVYORO LV
IVVVOLYYWY DTV VYO LLYDY LO LYY LY LOLYVY VY IVNVEOLY Y Y YO VOVOLY.L
LYW LYY OVTYYY D LIYOY 1Ol YYD I Y LOLYVYVYIYVYYI LYNVUYORVOUOI Y.L
LYYVD LYYW ON VYYD LLYOY L O LY YO I VL O LUWY WY L YN VLYYV VY DY YOVE LY.L
LYVOLV Y OVYYYYILLY O¥ L ALYV DLV LIV VYV LYYV AL VWY OVYOUDI VY,
LYY LYY WYYV YOL LY OV LALYYVOL YL O LYYV LYW D LYY Y SV OYOLY -
LVVO LYY OV YO LL VOV LYY WOL Y LOL YWY Y. LYY Y Y LYYV OV YoYDL Y.L,
LMVVO LYY ON NNV I LLYOY IO YW YDL Y LAL Y VYWY LYV Y ALY Y Y YO YYOYNIVL

2d1jINW €12UaNE €] 0 UCIRIUIR

Zd J¢
19 Ot

Lag

50 dS¢-
¥d ot”

ot

Taq Ot

g Ot
3 ek
Za Of°
g d¢-’
Lae oe-

‘€dSH
*€dSW
"tdSH

TISK
€SN
"EdSH
EdBH
TdSH
tdsH
€dSK
€dsu

(Ze° 1) M4 TVLSNID

£ Ed S T T ) S e ANGa/any 2P SPIoUaNIee. MITIENT UOTR2UIY

neva
8T11 wvlirv
TE€EIT YYLLY
9TTT YVYLLY
IV VWIiv
STIT YVIIY
STTIT YYIIVY
9TTT YWILY
STIT WVILY
STTT YWILY
LTI YNILY

Ql..i.."...l....IIII'IC'CICC....C...."IC...".l."...' oo
MENMLONLLIVIDLIYI) LYOLYY VO YOV IOV.LLL YV YVVIL VIOV LILLYSYIVOVOLY
VIVVIOVLLIYLOLYOOLYDLYYYOYYIVI OV LLLYYIVVYL Y LOYIILLYOY.LYOOOLY
YIVVLOWLLIVIOLYDDLYOLY Y YOV INLDYILIYYINVYLYIOVLOLLYOVLYOYOLY
MLYRLOVWLLLYIILYIIIYDLYYVOVVOVIDV LI IV LYY LYIDOV.LO LIVAYIYOWS LY
VIWVVLOYLLLYIOLY IO IWO LY WYOVY OV IOV L LI WY LYV YLYLOVI )L LVOVINOVILY

sq

€a
Ta
10

X 14

14z’

14T
4
4T

3¢

13
142
TEISNW

1az

1aec’

TISH
EASW
"EASH
£4SN
£dSW
£EdSKW
" €dSwW
“EdSH
"€dSH
£d5K

£d5K

TdSH

LdSH
EASW

49



ES 2335094 T3

fy 3K

09¢

00¢g
00¢
oot
00¢
00t
662
oot
00t

02
ore
otz
orZ
ove
6EC
ove
ove

081
08t
081
08T
081
6LT
081
081

0zt
0zt
0zx
ozy
0zt

LYYVYYOYYOV LIV IVYYOYVOYYOULLYIOYYOVYOOVYILYOOLLYIVOVOVYOYIOWYD

(R X X R R S R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR S P R R R R RS RS S X S R E S X 22 2 X 2 J
OYYY LY LILVYYOOYYY YOOV LYV OVYOUYYOVYOYYO L YOLYDOVVOLYDDOYYYYOLYD
OYVV LY LLVYYOOYYYVYOO VLY VYYYOYYOVVOYYOYYOLYOLYOVYOLYODYYYNOLYD
OVVYVYLYLILYYYOOYYYYOOYIYYYYYOVYOVYOUVOYYOLYOLYOVVYOLYOOYYYYOLYD
OVYY LY LLYYVDIYYYYDI VI YWYV OVYOVVOVYOVYOLYOLYOYVOLYOOWYYYOLYD
OVVV LY LLYYYOI VY YYOI VLY VYYVOVVOVVOVYOVY DO LYOLYOVYOLYOOVYYYOLYD
OVVYLVLLYYYOO VY Y YOIV IYVYYYOYYOVVOVYOVYOLYOLYOYYOLYOOVYVYOLYD
OVYYILYLLYYYOOWYYYOIVIYYYYYOYYOYYOVYOYYOLYOLYOYYO LYODYVYYOLYD
OVYV VL LYYYOOVVYYOO Y LYYWV YOYVOYYOVVOYYOLYOLVOYYOLYOOWYYVOLYD

Yy Yy Y Yy Y Y Y T YR XYYy Y Yy
YYYLLOLYOOVOLYYYYOOVYY.LLOLLY LYOOVOYYYLYOOOLOOLVOVYLILYYYLOYDL
VYV ILLOLYOOYOLYYVYYOOVYLLOLLYLYOOVOVYY LYOOOL DD LYOYYLLLYYYLOYOL
YYYLLOLYOOYOLYYYYOOYYILOLLY LYOOYOVVYIYOOOL 00 LYOYVYLLLYVYIOWIL
YVYLLOLYOOYOLYYYYOOVYLIOLLYIYOOYOYYYLYOOOLOOLYOWYYLLLYYY.LOYOL
YYYLLOLYDOVOLVYYYOOWYLIOLLYLYOOVOVYYIYOOOLOOLYOVYLLLYYYLOVOL
YWY LLOLYOOVOLVYYYOOVVLLOLLY LYOOVOYYYLYDDOLOOIYOVYLLLYYVYLOVOL
YWY LLOLYOOVOLYYVVOOYYLLOLLY LYOOVOVYWYLYOOOLOOL YOV LLLYYYLIOVIL
YYYLLOLYOOYILYVYYOOVYLLOLLYLYOOVOVVYIYOOILOOLYOVYLLLYYV.LOVOL

BENBRBSBNB RIS IUN IR SR IPINR N SP ISR IINBINANSINBINIRIIIRLENGY
VVYOVLLLLOLYYYYYYYOYYY.LYYYYOVYYHLOYOO LOVYVYVOYO LYV L LIIYIVLLLIOO
YYOYLLLLOLYYYV YV OV YV LY Y YV OV OLO YOI LOVYVVYOVO LYY ILILYLYLLLOD
VYOV LLLLOLYYYYYVYO VYV LYYW YO YYOLIVODLOVYYYYOVYOLIVYLLLIVIYILIOD
VVYOYLLLLOLYYYVYYYOVYY LYY YYOYYOLOVOOLOYYYYYOYODLYVILLLYIVILIOD
YVYOVLLLLOLYYYYYYYOYYY LYY YOYYOLOYOO LOVYYYYOYDLYVILLLY.LY.LLLID
YVOVLLLLOLYYYYYYYOVYY LYY YYOYYOLOVOOLOYVYYVOVOLYVLLLLYLYLLLOO
YYOYLLLLOLYYYYYYYOYYY L YYYYOYYOLOYOI LOVYVVYVOVOLYYLLLLYLYLILOO
WYYOVLLLLOLYYYYYYYOVYY LYYYYOYYOLOVDDLOVYYYYOYOILYYLLLIYLIYILILOD

[ XX R R RS RN R SRR R R RS R R E R RS S R E R R RS R R R R SRS RS RS RS R 2R L 3
199LOVLLLYYOYLIYODOLYOLYIOLOLIYIOIIILLYLYOYLODIIDOYOVYOOVYYYYO
L9919V LIVYOVLYOOILYOLYODOLILIVIOOLILLYIYIVIIOOLII YOV OOYVYYYO
LODLOVLLIVYOYIYOOOLYOLYOOLOLLYLIOLOLLYLYOYLOOLOIVOVYOOVYYVYD
JOOLOVIIIVYOYIYOODLYOLYIOLOLLYIOOLOLLYLYIVIOOLOOVOVYOOWYYYYD
LOOLOVLLLYYOVYLYDOOLYOLYOO LI LIYIIOLOLLY LYIULODLOOWOWVOOYYYYYD

Lqe

sa
ba
Za
ia
sd
cd
14
Lae

sa
va
Za
1a
sq
4: 4
18
Lase

sa
va
[4e]
1a
sd
[4:4
14:4
Lae

sa
va
ca
1a
sd

oe’

o) 2
2€°
ot”
ot’
ot
ot’
ot’
ot

ot
og’
oe’
ol gy
ot
)
o) 2
ot”

o€
oE*
bo 2
ot
ol
ot”
o)
ot

J€°
at”’
oe’
ot’
o€

£dSK

tASKW
€dSH
tdSKW
€dSH
tdSk
£dSKH
£dSu
£dSKH

£4dSW
£dSK
€dSH
£dSKW
€4S
€dSH
€dSW
tdSKH

€dSW
£dSW
£dSKW
€4dSKW
€4dSKW
€dSH
€dSKW
EdSK

€dSH
£dSW
tdSKH
EdSKH
EdSK

50



ES 2335094 T3

Fa'g.u

SRR IBIIREINPINIRBI IS IIINARIINIISRSNIIBIINNIINANI RSB IINERS
0%S LYOVLIVVOLYYYVYYOOLYVY.LIVLILLOYYIYOLILIOVOVILYYLIVOVYYOYIOLOY
0%S JLVYOVIIVYOLYYYYYYOOLVVYLLYLLIOYYLYOLIIOOVOVOLIYYLLYOVYYOVIOLOY
0vS LVYOVIIVVYDLYYYVYYDOLYYVY.LLYLLILOYYIVOLILOOWOYI LYY LLYOVYVOYIOLOY
0FS LVOVLLIVVOLYVYYYYOOLYVVYLLYILLOYYIYAOLILOOYOYILYYILYOYYYIOYODLOY
09S IVOYLIVVOLYYVYYYOOLYVYIIVILLOVYIVYOLO LOOYIYOLVYLLYIVYYOVOOLIOV
6tS LVDYIIVYDLYYVYVYOOLYYYLLYLLLOYYIYOLILOOVOYOLYYLLYOYYYOYOOLOY
0bS LVOYLIVVOLVYYVYYVYOOLYVYLLY.LLLOYYLYOLOLOOYOYOIVY LLVYOVYYOVIDIOVY
0¢S IYOVIIVYOLVVIVVYOOLYYYLLIVLLLOYYIYOLOLOOYOVYOLYYLLYOVYVYOVOILOY

IPBINSVISHIBININNNS BHSBIBITNVUITISINNNSPIIBUSNEIIIINEEIIEINSY
08Y YWYYYOYOLYYVYLIVOLYYIYOOWYLIYLOVYOVYIVLLLYYLLLOVIVLILVILYYLYYIYD
087 YVYYYOVDLYYVYILYOLYY LY OOV IYLOVYOVVLIVLLLYVYLLLOVIVLLYLLYYLYYLIYDO
08% YVYYVOVOLYYY.LYOLYVIVOOYYIVIOWYOVYIVYIIIVYYIILOVLVYLLY.LLYYLYY.LYD
08 VVYVVOVDLYYYLYOLYYLYOOVYIVIDYYOVYLVYLLLIYYLLLOYIYLLYLLYYLIYV.LYD
089 YYYVYOYOLYVYIVOLYYIYOOVYLYLOVYOVYLVILIYYILIOVLY LLY.LLYYIVY.LYDO
6LF VYUYVOYILYVVYLVOLVVLIYOOVYLVIOYYOYYLYLLIYYLILLOYLIYLILYLLYV.IYYLIYD
08F YVYYVOVILYWYIVOLYYLIOOOWVLIVIOWVYOVY IV ILLYYLLLOVIVLLVILVVLYVIYO
08¥ YYYYYOYOLVVYLYOLYVIYOOWYLYIOYYOYY LY LLLYYLLIOYLY LLYILVY.IVYIYD

SUNBBBUINTIBIBTINIVINGIBIIBIOIIII ISR I SIS IIIIIIBNIIPIEITISOINIIYYSS
0Z¥ OVYYOIVLLLVOVOOVLYIVYYVYDOYYVYOVLLLYOLOVVOVIYOYLOVOVLVOLYYYYY
0Z% OVYYOLYILIVOVOOVLIVIYYYYYOVYVYOVLLIVOLOWYVIOV LYOVLOVOVL YO LYVYVY
0Z% OVYVYOIVY.LLILVOVOOVLIVLYYYYVOVYYYOVLLIYOLOYVOVLYDYLOVOVLVALYVYYY
0Z% OVWYOIVLILYOWDIVIV.LYYVYYOVYYYDYL LLVOLOVYOVLYOVIOVOYLYOLYYYYY
0ZY OVVVOLYLLLYOYOOV LY LVYYYYOVYYYO Y LLLYOLOVYO VLY OV LOYOYLYOLYYYYY
6T% DYVYYOLVLLLYOWOOYLYLVVYHVOWYVYOYLLLYOLOYYOYLYOYLOVOVIVOLYYYYY
0Z¥F OVYYYILIVLLLYOYOOVIVIVYYYYOYYVYYOVLLLYOLOVYOYLYOWLOVOYIYOLYYYYY
0Z% OVYVYVYOLYILLYOWOOVIVIWVYYVOVYVYOYLLLYOLOYYOVLYOVY LOYOVLYDLYYYYY

(A X2 R X R 2 A 2 X A XS R R R R R R S X R R S E R R R RS R R XSS RS 2 2 2 X )
098¢ LYVVVOVVOVIILYIVVVOYYOUVOVLLYLOVYOVVYODOYOLYOOLLYLYOYONYOYOOWYD
09f LYVYVYOVVYOVILYLYVYVOVYOYYOVLIYIOVVOVVYOOVOLYOOLLYIVIVOYYOYOIVYD
09t LYYYVOVVYDYLLYIYYVYOVYOYYOYLLYIOVYYOYYOOVOLYOOLLYIYOYOUYOVIOVYD
09t LYVYYOYYOVILIYIYYYOVYOVYOVYLLYIOVYOVYOOVOLYOOLLYIVOYOYYDYOOWYD
09¢f LYVVYOVYOYLIYIYVYOYYOUVOVLLYLOVYOVVOOVOLYOIL LY LYOVOVYOYIO WD
6S¢ IVVYVVOVYOVLLYLYYVYOYYOVVYOVLIVIOVVOVVYOOVDLIYODLLYIYIVOYYOVII WD
09t LYVYYOYYOVLLYLIYYYOYYOWYOYLIYIOWYOVYDOUDILVOOLLYIVYOVOVYOVYIIWYD

Sg at*
¥a O¢°
g 2t
1a ot
Sg O¢°
4 Bite | 3y
18 Ot
{ge oe’

Sq Ot°
*g ot*
eq o¢-
1q J¢°
sd D€”
td ot’
18 Ot°
Lage oe-

sqg ot
pa Ot°
ca ot’
1ag a¢°
s€ Ot
g ot’
19 O¢°
Lae ot

sa of"
va o¢*
za og”
1a oe’
sa o€’
za of"
18 o€

£4SK
tdSKH
£€dSK
€35W
€dSK
EdSK
€dSH
£dSH

€dSKH
€dSK
€dSH
£dSH
€dSH
€dSH
£dSH
£dSK

£4SKH
€dSH
tdSK
tdSKW
tdSK
€dSKH
£dSKW
tdSh

£dSW
€4dSKW
£dSW
€dSKH
€4SKH
€dSW
£dSHW

51



ES 2335094 T3

%317

o6t U.thr.vO(ahéktuoghﬂﬁ(h(gogégt%tgkihhg
------------------------------------------------------------

ozt dbpub«kgdﬁr«.ﬁhﬂhgu‘gguggogdg
0Z1 <EUhh(hgwgbtt<ﬁ<k§<kOP-.UUE.—.UEOOEOOEHQ
(174 4‘_.0._.U.—.hthgmghu¢t<t<FEU<H§EUhUOHOOE§E<UO
ozy dhuthtkgipﬂbczdtﬁhgudkguhhubgwchu.—.._.UBEZOD
oZ1 ﬁhugdh§E¢hh4h§§BU§o§umE§
6TL <HUE<H§GE¢&E¢E§U¢§§§§FH§
027 <ubhohFt,_.goghUduL,dEtHgU(hcuBUEhbggghcuo

ccccccccc f'i‘!it.iiccctuccd’i”d‘c.tticacoco¢c'.¢ci-00¢ca|o
09 F8U<0<E<<.—.g34&05&.&&&5‘0(385&0&0&03&826
09 .-.8U‘Gdkp&hiugtu.05F§H§5844980hug§<<ﬁ<0

09 hoo0§E§F<¢U§O<&U<¢Hﬁk§80§hwﬁohUghohddha .

0s hngdgggi&huﬁhﬁhggbéhgusghvhihco
09 FB%‘E&hggdhghﬁhgggoozg.—Ud&dgﬂdh«w
09 POUO&O&HHH‘C&éu(‘udkuﬁkﬁh38<0§8‘<hucubg§<¢hﬂo
§S .-.ODU¢0¢hhh4<h¢<b<<udhUiPE&gtguuozhohvhog?§H< -
o9 hgh&kéﬁgﬁghUﬁkﬁhgggﬁuhguf‘hg:h{o

2|01}|NW ©12UINIE 3P UO1IRIUI®

LAE DIV €dSW

10 O% £dSN
TA 2P EASW
§Q@ J%°EdSW
Ya Ot tdSW
S8 OV €dsK
T8 Ov tdSH
¥ 0% EJSHW
tdt Ot {dSW

Q@ Ot edsik
2a D% £dERW
S Jt°£d6W
¥a Db tasu
5  JO% €dSKH
19 Or €dsSKW
v OV €dSKW
LdE  J¥ €4Sk

(Z8 T} M TYISNTD

P d S THTBRINITITHE R 3T S e 1081300 20 SEISUanaS MITIEN| ) UOIoRRU Y

SUISBILINNINIUBIOOPLILILLS C24¢004458050000335953 398000 ¢rsse
P6S WVLIWVIL YIYOULLLLIIVYOOLYLLLOOYLYOVYYY.LLYOYYOYYLYIOVL D
P6S WVLIVVIVIVOV.LLLLLLYYODIVLLL DOVLVDVYVYLLYOVOOWY.LYIOVLOD
$6S WYLLVYIYLIYOVLIILILILYYD BLYLLLOOYI Y DYYYVLIVOYYOWY LYIIYLDD
$6S YYLIWVYLYLIYD YILLLLLYYDOLYLLLODV LY DY VYV LVOYYOYYLVDOVLID
¥65 WVILVYIV.IVOYLILLLLYNAOLYLLLO9Y, LYOYYYYLLYOYYIVY.LVDOVY.LOD
£6S §EQH<H<U<Eh.—.ﬁngUOdhdughB(Ogﬁkgto
»6S YVILVYLVLIYOVLILLLLVYDOL VL LLODY L OVVY Y LLYOVYOVYIYSIYLIO
65 VILIYWIWIVOVLLLLLLYYD SLYLLLOOY.LYOYYYY LLYOYYBYYLVOOVLID

50 O¢ £dSH
3 OF ' €dSW
¢a O€"£dSK
TQ Ot €dSKW
SE J€ €dSW
29 Ot edSi
18 DT EdSK
L€ D€ €dSW

52



ES 2335094 T3

fiy IN

AL T Ry R Ty Y Yy Yy Yy Y Yy Yy YT Y Y
09f JLOVYOVYYYVYODVVIYVYVYOOVOYYOY LY.LYOVYOOIVIVIVYOLOYLYIOVOOOVIYD
09¢ JLOYVOVYVYYODYVLYYYOOYOVYOVLIYLVOVYODIVIVOVYOLOVLYOOYODOV.LYD
09¢& JLOYYOVYVYYOOWYIYYYYOOYOVY OV LY LYDYYODIVIYOVYOLOVLYOOVOOOVLIYD
098t JLOYYOWVYYYIOWYLYVYVOOVOVYOVLYLYDOYYOOIVIYOYNOLOYIVOIYOOINIVD
09¢ JLOVYOVYYYVYOOWYLYYYYDOVOVYOYLYLYOVVODIYIYOVYOLOYLYOOVIOIYLYD
098 JLOYYOVVYYVVODYYLYYYYOOVOYYOVIY.LYOYYOOIYLVOVYOLOYIYOOVYOOOYLYD
65t JIOVVOVYYYYOOWYIYYYYOOYOVYOY LY LYOWYODOYLYOVYOLOYLYIOYSOOYIYD
09€ JIOVVOVYYYVDOVYIYVYYOOYOYVOVLYIVOYYODINIVOYYOLOYLYDOVOODYLYD

FREBBBBIBIINURAISRNS SRNANIIIBNRENNABBNIPNIIIINRIFNGIILIIENY
00¢ YYODOVIYOLYVYIVYYOLYOOYYYYOVYOLYOLYOVYOVYIVYYYOVYYOYYOYOOVYD
00E VYYOOOVY1IYOLYYYIVYYIOLYYOUYYYOVYOLYOLYOVYOYVOVVTOVYYOYYOVOOYYD
00t YYODOVLVOLVVYIVYYALYYOYYYYOYYOLYOLYOYYOYYOVYYYOVYYOYYOYODYYD
00t YVHIOVLYOLYVYOVYYOLYYOYVYYOYVDLVOLYOYYOVVOVVYNOVYYOYYOYOOVYD
00€ YVOOOVLYOLYYYOVYYOLYYIYYYYOYYOLYOLYOYYIVYOVYYYIYYYOVVOVOOWVD
00€ VVYOOOVLYOLVYYYOVVYOLYYDOYYYYOYYOLYDLYOVYOTVOVYVOVVYOYYOYDOVYD
662 YVYOHOOVWIYOLYYYOVYYOLYYOYYYYOVVYOLYOLYOVYOVYOYYYYIWYYYOYYOYOOYVYD
00€ YYOOOWLYOIYYYOVYVOLYVYOVYYYOVYOLYDLYOYYOVYOVYYYOYYYOVYDYEOYYD

Y Yy Y Y Yy Y Y Y Y Y Y Y VY P P Y Y YO Y Y
0rZ LYYYYOOLLYVOYVOYYOLYOVYOOYOD LY YOVYOVYIVVOVVOVYOYIYVYYOVYOVOY
CbZ LVYYVDILIYYOYYOVYDLYIVYOOYOOLYOVYOYYOVYOVYOVYOYYDYLYVYOYVOYOY
0bZ LYVYYOOLLVYOVYOYYOILYIVYOOYOOIYIWDYYOYYIVYOYYOYYOVIYYYOVYOVDY
0bZ LYVYVOOLIVVDVYOYYOLYOVYOOYOOLYOVOYYOYYOVYOYYOVYDYIYYYOVYOYOY
092 IYVYYOOLLYVYDOVYOVYOLYOYYODYODLYOYDYYOVYOVYOYYOVYDYIYYYOYYOYDY
062 LYVYVYOOLLYVYOVYOVYDLYOVYOOYOOLYOYDOVYOIYVOVYOVYDVYOVLYYVYOVYOVIY
6£C LVVYYOOLLYYOVVYOVYOLYOVYOOYIOLYIVOYYOVYOVYOVVOVYOVIYYVOVYOYOY
0PZ LYVYVOOLLYNOVYOYVOLYOYYOOVIOLYOVDYYOVYOVYOYYOVYDVYITYVYOYYOYOY

VRS FX P33V BBIFNBLITIIRBBIININIDINBLRRININIIRINIVINILNIIINRINLS
08T DLOLVOOVOIVYVIVOOYVYLYLLYLYOVYOYVOLYOOVYYOLYOVYLLYVYYIYY.LLYYD
08T 9LOIVOOYOIVVYLYOOWVV.LYLLY LYOYYOUVOLYIOVYYO LIV LIV Y IVYLLYYD
08T DLOILYIOOVOLYVIWIOWVVLVILYLIYOVYOWYDLYDOVYVO LYOYYLIYVYYIVYLLYYD
08T OLOLYOOVYOIYYIVOOWYYLY.LLY LYOYVOYVOLYOOVYVIILVOVYILLYYVYIVYILYYD
08T OLOLYOOVOLYVIWIOVVYIVILVLYOVVOVYOLYOOVYVOLVOYVYILYYYVIYV.LIYYD
08T OLOLVDIVOLVYYLIWYOOVYYLYLLYLYOVYOUYDIYOOVYYOLYOYYLLYVYYIVVIIYYD
6LT OIOLYOOVOLYYIYOOWYVLIYLLYIYOVYOVYDIYDOVYVOIVOVYLIYYYYIVYLLIYYD

Ta
Zda
5a
¥d
121
14
vd
Lac

1a
zq
sa
ra
sg
18-S
g
Lae

1a
a
sa
¥a
sd
14
1 4:
Lat

ta
ca
sd
+a
sg
14
vd

v
o) ¥
oy’
o’
av’
ol 3
o]
ov"

bl
b
ol A
o} B
o] N
ol o
ol 2
ol 3

ov

o)
o) B
ol
oy’
ol N
ol
ol

o’
b’
oy’
o] 2
ok’
bl A
ol N

€dSW
€4SW
£dSH
CdSKH
tdSKW
€4S
£dSKW
€dSKW

EdSH
€dSHW
£4SK
EdSKH
€4SKH
€dSKH
€dSK
€dSH

"tdSHW

EdSK
€dSW
€dSHW
£dSKW
€dSK
£4SK
€45SK

£4ASKH
£dSW
€dSK
€dSKW
€dSK
€4S
€dSKW

53



ES 2335094 T3

%ﬁo

£LS WYIVYYYYOLLLYILIVOVOYOLYIYOVYOVIY
€L5 WYIVVVYVOLLLYLLIVOVOVOLYIVOWYYONDY
€4S YVIVVYVYOLLIVILLYOVIVALYIVOYYOVDY
€LS WYIVYYWYOLLLVLLLYOYOYOLYLYOYYOVOVY
£L9 YVIVVYYVOLLLIVLLIVOVOYOLYLYOYYOVOVY
LS VYIYYYWYOLLLYILLYOVOVOLYLYOVVOVIOY
€45 VVIVYVVVOLLLVLLIVOVOVOLYLVYOVYVOVOY

A E A XX I T R Y Y Y Y R Y Y Y Y R YV I IS rrry
09S OLLLODOVVLLLILYIOVYYDOLLIVYIVYIVYLYOLYVYLLLYLLIOWYLLLYLOVVYYYY
0%S OLLLOSOVYLLLLLVIOVYYOOLLIVYLIVYIVYIVOLYY.LLIVILIOVLLIVIOVYYVYY
0%S OLLIOOOVYLILLIVIOVVYOOLLIVYIYYIVY.IYOLVYLLIVLLIOVLLIVIOVYVYYY
0%S OLLIODOWYLLLILYIOVVYOOLLIVVIVYIVY.IVOLYYLLLYILIOVLLLVIOVYVYYY
0bS OLLIOSOWYLLILLYIOVYYOOLLIVYIVYIVYLYOLYYILIVILIOVLLIVIOVYYYYY
0?S OLLIOSDOWYLLLILVIOVVYOOLLLYY.LYVLYYLVALYYLLLVLILOVLLIVIOVYVYYY
6£S OLLIOOOVVLLLLIVIOVYYOOLLLYYIVYIVVIYOLYVLLIVIIIOYLLLYIOVYYYVY
0%S OLLIDDOVVYLILLLVLOVVVOOLLLYVIVYLYYIVOLYYLLLVLLIOVLILYIOVYYYVY

....C'C..""CCC..'1C’.l."I'CC.”.‘C’..'.IC".’C.C'CC."...'
08F OLOVIVIDLWVYALIOLLOLYYYYYYLOYVOLYYIVYIVIOYV LY LIOWYLOVILYLOVYLY
08F OLOVIVIDIWYVYOILIOLIOIVYYVYYLOVVOLVY.LYYOVOOVYIVILOVYIOVOLYLIOVIV
08F DLOVIVLIOLYYOLOOLLOLVVYVYVIOWVYOLYY LVYOYOOVYIVLLOYYIOVDLYLIOVLY
08¥ OLDOVIVIOLIVVOLODLLOIYVVVYVIOVYILYYLYVOVODVVLYILOWVIOVDLYIIVIV
08F OIOVIVLIOLYYOLODLLOLYYYYYVIOVYOLVYIYVOVOOVYIVILOVYLIOVIIVIOVLIV
08¥ OLOVIVIOIVYOLOOLLOLYYVYYYLIOVYOLYYIYVOYDOVY.IYILOVYIOVOLYIOYIY
6L% OLOVIVIOLYYILOOLLOLYVVVVYIOVYOLYV.LYYOVOOVYLIYLIOVYIOVO LYLIOVIY
08% OLOVIVIOLVYOLOOLLOLVYVYVVYIOVYOLYY.LYYOVOOYVIVIIOVYLOVDLYIOVLY

C’OCCCCCC'.'.C”"iii....t.ii”’.’....CO..’ BPSIBLB052808000
0Z¥% ¥ODIWLIVOLIVOVYOOYDLLOVYYYOLLIVIOWYYYYYYYYOLOWYYVYIVYIVYDLYYLIOV
0Z¥ VOOLVIVOLIYDOYYDIYDILLOVYYYILIIVIOVYYYVVYYYOOOVYYOVYIYYILVVLOY
02 ¥OOLVIVOLIYOWVOIYOILLOVYYYILLIVIOVYVVYYVYYOLOVYYOYVYOWYOLVVIOY
02t ¥OOLVYIVOLIVYOVVOOYOLLOYVYVYYO.LLIYIOVYYYYYYYVOLOVVYOYVOVYILYYLIOV
0ZF ¥OOLVIVOLILYOWYOOVOLLOVYYVOLLLYIOVVYYYVYYVYOLOWYYYIVYIVYI LYY LOY
02% V¥OOIVIVOLLYOWVOIVOLLOVYVYYOLLIYIOVWYYYYYYYOLOYYVIVYIVYILYYIOY
6% YOOIVIVDLLYOWYOIVOLLOVYYYOLLIYLOVVYWYVYYYOLOWYYVIVYIVYILYYLOY
ozy YOOLVLYD LLVOYYOOVOLLOVYYYO LLLY.LOVVYYYYYYYOL OVYYOYYINVI LYY OY

za
sa
va
sq
14
vd
Lag

1a
<a
sa
va
sd
14
4:4
Lae

1a
ca
sa
¥a
sq
14
4.4
Lat

1q
Za
sq
ta
sd
149
ve
Lae

ol 4

ol 2
o
ov’
ol 2¢
v
or:

)
ol

ol

ov:
o
o) 2
ol o
ol o

ol 2
o] 2
o
ol
ol
oy’
ol
o’

o} B
o)
oF°
o’
o] 2
bl

ov
o

"tdEH
£dSKH
tdSW
€4SKH
tdSh
tdSK
tdSKW

€dSHW
£dSH
"EdSW
€4S
€4ASKW
tdSh
€4SK
£€d5W

CdSKW
€dSKH
€dSH
£E4SH
€ASKW
£dSH
€dsu
£dSKW

€dSW
€dSKW
£dSHW
£dSW
£dSK
€dSH
‘tdSKW
‘€dSKW

54



ES 2335094 T3

P

—

hs J

02T SYVLIVYOVYOVDOIIVYVIVLIODWYOILIDIONLOOVIOLIVYVOOSLYODLLLLYIOYD
0ZT DYWLVYIVYOWO)IIWNYIVIOOVVIOLODLHDLONOOL LYYYDOOLYIOLLLIY.IOV)
0TT OYWLYVOVVOVODIIVYYLIVYLOOVVIILIDIDOLOOVODL LVWYOSALYIDLLLLYIOVD
0Z1 OYWYIVYIVVOVDIIIVYVYIVIOOVVOD IO ODLOSYOOLLYVYDDIALYOIDLLLIVIOVD
0Z1 DYVLYYOYNOVYOIIIWYYIVIOOVYOD LIDLIDL OVOOLLVYYOOALYIPLL LIVIOND
021 OVWLYYOYYOVOIIIWYVIVIOOVYOO LI 21 0010ENOOLIVYYOOOLYIDLLLIVLIOYD
0ZT OWYLVVOWWOVOODIWYYIVIOOYYOILIDLODIDEYDALLYVYOODLYOOLLLLYLOYD

ccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccc
09 OWYIVIVIDLYOMIYIVVWYD LYYl VYYD VYYDYIVYOYYVOOVOVYIO¥DOOWVALID
09 JVYLVYLVOOLVONIYEIYVYVI LYV LYWV YOLVYYOVIVYOVYNIOWYOVYII¥DOOVVALDD
09 OWYLYLYOOLYOVOYLYYYYILYY.LYWYYOLYVYOY LYY IVYYODYOVYOIVOOVYILID
05 OVVIVIYDDL¥OWOVLIVYVYD LVYLIVVVYOLYYYOVLYYOYYVYODYOVYIIVOINNOLDD
09 JYYIYIVIIIVOWIYLYVYYDIYYLYVYVOIWW VDY IVYOVYVOOVOYYO OVDOWYOLDD
09 JYVIVIVDILYOWOVYIYYYVDLYYIYVYVOLYYYOYIVYIVYNIOVOVNO DVOONYALID
09 DYVYLYIYIOLYDYOYLYVYVYILYVIYYVYOLIYYYOYLYVYIVYYIONOYVOOVIONVILOD
09 IVVYLYIVODIVYOWDY LYWYYOLYY.LYY VYD LYWYON LYV OVYYOOVIVVOOVDORYOLID
09 JYYLYIVOILVOOOVLIVVWYIL VLYV YO LYYYOY LYYIVYYIOVOVYIOVDOVYILDD
08 JVVLVIVIDLYOYIVIVYWYILYVIVVYY D LYYVOVLIYYOVYVIOVOVYIIVOOVEOLID

Ta OL " EdSKH
Sd OL”tdSH
e 3L €4S
£€g 2L " €dSH
144 JL° €dSHW
1d JtL°E36KW
(Lae Jt EdSW

reuotappe JL°Ed8K
sa oL {dSKH

za 3L £dSH

a RIART. N7

SH QL CASH

td Ot TdSH

8- (o7 X1 10

[£:] 2L €dBNW

g JL°EaSW

Lag JL°EdSH

2d1INW LI13UINIRE ©| 20 LOIWIUNT (T T) M TYLSNID

LIS TIMIDPATTRINEAR) Jg 30 SCRiIcaan0 2P STIILINIS MICISN|) U0IRIUITY

ccccccccccccccccccccccccccccc

LX XX}

€LS WIVVYYVOLILYILLVOVOYDLYIWDOVVYOYOY Tad Db EdSK

55



ES 2335094 T3

3Q

00€ LYOYYDOLOLLYYYOOVYYVALYIVYDDLYIYOYYOVIYYYDYYO LOVYYOOYOLIYLYD
00€ LYOYVOOLOLLYYYOOVVYVOLYOVYODLY LYOYYOVIVYYOYYO LIVYYOOYILIYLYD
00f LYDYWODLOLLYYYOIVYVYOLYOYYOOLYIYOVYOYIVVVOVYOLOVYYOIVYOLOVIYD
00f LYDVYDILOLILVYYOIWYYYOLYOVYOOLYIYOYYOYIVYYOYYOLIVYYOOVOLOYLYD
00€ LYOVVOOLOLLYYYOOVYYVYOLYOVYOILYLYOVYOYOVYYOVYDLIVYYDIYOLOVLIYD
00€ LYOVYODLOLLYYYOOVYYYOLYOVYOOLY.LYOYYOVIYYYOVYOLIVYYOIVOLIVIYD
00€ LYOVYDOLOLLYYYOIYYYYOLYOVYDIIYLYOVYOVOVYYDYYDLOVYYOIYOLOYLIYD
00E LYDVYOOLOLLYVYOIVYYVOLYOVYODLVLYOVYOVOVYYOYYOLOYYYOOVDLOVLIYD
00 IV¥OVVOOLOLLIYVYOOYVVYDLYOVYOOIY LYOYYOYIYYYONYOLOVYYOOYDLOVLYD

IC’CCCC..‘.CC.CCC.!CCCIC’CC'CCCCCCCC‘C.C’"'i‘.’i."l..’."”
0PZ WVOLOVYVOOVOLOYOWIYYOIIVVYOYYI LLOYYOOIIYYYVOYOVDYVOLVVYVOVYY
0¥T WYDLIYYYOIVDIIOVIVOVYOLOYYYOYVOLLOYYOI DO YWY YOVOYOYYDLYYYYONYY
0%2 YYOLIYYVOIWILOYIVOVYOLOVVYOVYOLLOVYDOOIVYVYIVOVOVYOLYYYVONYY
002 YYOLIOYYYOOYALIVOVOVYOLOVYVOYYOLLOVYOHOOOVWYYI Y IVIYYOLYYYOYYY
0vT YYOLOVYYODYALOVYOVYOVYOLOVYYOVYILLOVYDDOOVYYYO YOYDVYELYYYYOVYY
0vZ YYOLOYYYOOWILIVOVOVYOLOVYYOVYI LLOVYOI OOV YO VO VOVYOIVYVYOTYY
0bZ VYDLIYYYOOWALIVOVBYYDLOVYYOYYD LLOVYOIOOVYYYIO VI VOYYOLYYIVOTYY
02 YYOLOVYYDOVOLIVOWOVYDLIVYYOVYD LLOVYOIOIVYRYOVIVOVYOLYYYVOVYY
02 VYOLOVVYDIYOLIVYOYDYYOLOVYVOVYOLLOVYDIOOVYYYIVIVOUYOLYYYYOVYY
0¥Z YVOIDVVVOIOVDLOVOYDVYOLOVYVYOVYILLOVYDIODYY VYO YOYOYYALYYYVOVYY

AR L I L Y Y Y Yy Y Y Y T Y Y YT Y TY F Y Y P
08T LIVYIVLIVOVYOYYYLIYDOOLOILIOVLLYYYYYLIOYOVYOYLODLLLLY.IVYIVOOWY
081 LIVYIVIVOWYOYYYLYDOOLOILOOVLLYVYYYLOOYIVYOVLIOLLLLVIVYLYOIWVY
08T LLVYIYLIYOVVYOYVYYLYIOOLOILIOVLLYYYYY.LOOVOVYOVIDOLLLLYIYYIVOOVY
081 LIVYLVIVOVYOVVYIYDOOLOILIOVIIYYYYY.IOIVOVYOYLOOLLLIVIYYIYOOVY
081 LLVYLYLIVOVYOYYYLYOODLODIIOVYLIVYVYYY.LOOVOVYOYLIOLILLYIYY.LYDOVY
087 LLYVLVIVOVYOYYYIVODDLODIOOYLLYYYYYLIODOYOYYOYLODLLLIV.IVYIYOOYY
087 LIYVIVIVOVVYOVYYLYOOOLODDOIWYLLYYYYYIOOYIVYOVLIOLLLLYIYVYIYDIVY
081 LIVVIVIVOVYOVYVLIYODOLODLOOVLIVYYYVIOOVOVYOVYLIIOLLLLYIYVIVOIWY
08T LIVVIVLIYOYVYOVYYLYOODLOIIOOYLLYYYVYYLOIYOVYOVIOOLLLIYIVYYIYOOVY
081 LIVVIVIVOYVOYYYLYOODIOIIOOYLIYVYYYIODVOYYOYLIOOLLLLYIVYIYOOVY

A I T I L L Y Y Y Y Y Y R Y N Y TR YV VY ¥ P PP ey gy
021 OVYIVYOVVOVOIDDWYYLYLOOYYODLOALIOLOOYOOLIYYYOOOLYIOLLILYLIOVD
02T OVVIVYOVYOVODOIWYYIYIOIYYODLIOLODLOOYIOLLVYYOODLIYIOLLLIVIOVD
02T DYYLYVYOYYOYDIDOWVYIVIOOYYIDLOOLODIOOYOOLIVYYOOOLYOOLLLIYIOYD

sd
<a
1a
1§
re
€d
(4: |
14
Lag

TeuoIIppe
saq
za
1a
]
¥d
€d
[4:
1q

Lae

Teuotappe
sa
za
1a
sg
b4
tg
c8
148

Lae

Teuotappe
sa
Za

oL
oL
o’
oL’
o T2
L’
oL*
oL’
oL

oL’
aL:
oL-
o’
oL
K’
-’
oL’
AL
oLe

oL’
o’
bo T2
L’
oL’
oA
oL’
oL’
L’
AL

aL”
oL’
L

€dSH
£35KW
EdSH
€dASKH
tdSW
£dsu
€dSK
tdSKW
tdSKW

€dSKW
EdSW
€dSKW
€dsu
€4Sk
€dSH
tdSK
EdSW
€dsKW
€dSH

tdSi
tdsH
£dSW
EdSK
EdSK
€dSK
EdSH
£dSH
€dSW
tdSK

£4SH
€dSK
€dSKH

56



ES 2335094 T3

F':Ié 3R

08¥F IWOLVOWWOYILYOLYWYYVYVYOYYOLOYYVYYYYLYIVYOLYYIOLLIVYLIVVYYYD
08% LYOIYOYYOVLLYOLYYYYYYVYSYYOLOVYVYVVIIVIYYOLYYIOLLLYYLIYYYVYD
08% LYOLVOYVOVLLYILYYYYYYYYOYYDLOYYYYYYYIVIVYOLYYIDIL LYY LLYYYVYD
08¥% LYOLVOVYOVLLYOLYY YV YYYOYYOLOVYYYYYYIV LY YOLYVIOLL LYY LIIVYYYYD
08¢ IYOLVOVVYOVLLYILYWYYYYVYOYYOLOVYYYYYYLYIVYOLYYIOIS LYY LINYYYYD
08% LYJLYOYVOVLLYOLVVYYYYYYOVYOLOVYYYYYYLYLYYOLYVLILLLYYLIYYYVYD
00Y IYOLVOVYIOYLILYOLYYYYYYVYOVYDLOVVYYYVYIVLYYOLYY.LIDLLLYYLIYYYVYD
08% IYOLYOYVYOVLLYOLYYYYYYYYOVYOLOYYYYYYYIVLIYVOLYYIOLLIYYLLYVYVYD
08% L¥DLVOVYOVLIYOLYYYYVYYVOVYOLOYVYYYYYIYIVYOLYYLOLLIVYILVVYYYD

BRI RN RIS SISO NSRS UNIRIN NI INI NI IGSANIIIINREIIIN LIS
0Z¥ JLOOVYYOVOLYOYYODIWID LIVOVLIVYYVIVYVOYYOVVYOLLLYLIYIVOLYYYDVYIOV
02F LOOYYNOYOLYOVYOOIYLILLY OV LYYV LY VOVYOWYOLLLYIVIVOLYYYOVIOY
02 JOOVVVOVYOLYOYYODIYIOLLYOYL LYYYYLYYVOYVYOVYOLLLIY LY IYOLYYYOYLOY
0Z% JLOOVYVOVOLYOYVYOOIVLILILVOVLLYYYYLYYYOVYOYVYOLLIVLYLVOLYYYIV.LOY
0Z% JLOOVYVYOYOLYOWVYOIOVLOLLYOVIIVYYYIVYVOYYOVVYOLLLYLYLYOLYYYOYLOY
02% LOSYYVOVOLYIVYOIIVLOLIVOVLLYVYYIYYVOVYOVYOLLIVLY VDL YYYOVLOY
0Z% LOOYYYOYOLYOYYDOOWLIOLLYOYLIVYYYIVYYOUYOVYOLLLYLYIVOLYYYOYLOY
0Z% LOOYYYOYOLYDYYOOOVLOLIVOVLLVYVYLYYVOVYOYVYOLLLYLYIVOLYYYOVLOY
02¥ LOOVYVOVOLYOYYOOIVYIDLLYOVLIYYYYIVYYOYYOYVYOLLIVIVIVOLVYVYOYLOY
0Z% 1OOVYVOYOLYOVVYOOOVLILIVOV LLYWYYLYYYOYYOVYOLLLYIYLYOLYYYOYLOY

LR Ty YTy Yy Yy Yy Y Yy Yy Py Py YY YY)
09 LVYYVVIVVILVYIYOVVYOVIIIVWYIOLVYLYOOVALYOLYOVYOLYYYYOYVYOYLLYYD
03¢ LVVVYYVLYYILYLYOVVOVYLILIYVYYIDLYYIVOOYDOIVOLYOYYOLYYVYOYYOVLLYYD
09t LWVYYYIVVILVIVOVYOVLLLYYYLIOLYIIVOOWOLYOLYOYYOLYYYYOYVOYLLYYD
09f LVVVYVLIVVLIVIYVOYVOVLLLYYYLOLYYIVOOVYDLYOLYOVYDLYYYVOYVIVIIVYD
09t LYVYVYVIVVYLLYLYOWYVOVLILVYYYIOLYYLYODYOLYDLYOVYOIVYNYOYYOYLLYYD
09€ LYVYYYLYYLILYIYOVYOVLLLYVYIOLYYIYDOVOLYOLYOYVYOLYYYYOYYOVLLYYD
09¢ LYVVVVIVYILYIYOVYOVLLLYVYLOLYYLIVOOVOLYILVOVYOLVYYYOYVOYLLIYYD
09¢f LYVVVYLYVYLLYIVOVYOVYLLIVVYIOLVY.LYDOYOLYOLYOVYOLYYYVOYYOYLLYYD
09¢ LYVYYVIYYLLIYIVOYYOVYLLLYYYLOLYYLYOOVOLYOLYOVYOLYYYYOYYOVLLYYO
09€ LYVYYY.LIYYLIVIVOYYOYLLIYVYYLOLYYIVDOYOLYOLYOYYOIYYYYOWYOVLLYYD

lllllllll A A A AL A A R L A I X R S RS R R R R RS RS RS R X 2 2 ¥ )

00€ LYDOYYSOLOLLYYYOIVYYYOLYOVYODLYIYOVYOVOYVYOVYDIIVYVIOYOLIOYIYD

sQ
Za
Taq
sq
ve
£q
[4:
14
Lat

Teuotrippe
sa
ca
1qQ
;!
-
1 1:1
za
14

LQt

Teuotippe
sa
za
1a
sq
ve
£€d
Zd
1d

Lae

Teuovappe

oL’
oL’
ain’
an’
oL’
A
L’
AL
L

oL’
L’
oL’
A
oL’
oL’
AL’
oL’
oL
oL’

aL-
L’
o T A
L
aL’
AL’
L’
oL
L’
oL’

oL’

€dSKH
€4S
€dSK
€4SK
EdSKH
€4Sk
€dSH
€dSK
€dSKH

€dSKH
E4SK
€dSK
€dSKH
€dSW
€dSKH
€4SH
€4SH
€dSH
€dSH

EdSH
€dSH
£dSKH
€4dSKW
€dSH
£dSh
£dSKW
€dSH
€dSW
€dSK

€dSKH

57



38

]

ES 2335094 T3

[4:] ¢ CdSIY CPURAN|IXR AdI}INW ©IIUINIIE ©] 20 LOIIUIE {ZG T) M TYLSATD

8-CJSIN IR TR I£4Y0 SOPIOIINU IP SRIIUINIIE MIRISN|) UOIRIUIY

--------------------------------------
6LS YOLLYIIOWYIYWYLLLLLLLLIOWWLIOVOLYYYYOVIL
6LS YOLIYIOWVIVYYLLLLLLLLIOWYILONOLYYYYOVLL
6LS YOLLVIDVNIVYVLLLLLLLLLOVYIIOVOLVYYVOV.LL
645 YOLINIDVWIVYVLILLLLILIIJYYILOVOIYYYYOV.LL
6LS YOLLVLLVYIVYVYLLLLILILLIOYYILONOLVYVYOULL
645 YDLINIDYYIVYVLLLLLLLLIDVYIIOYOLYYYYOYLL
605 YOLLYIOVVYIWYWLLLLLILILLOYYLIDYDLYYYYOYLL
645 VOLIYIOWVVIVYYLLLITILILOVYLLOVALYYYYINLL
645 VOLLYIAWWIVVYILLLLLLLLIYVLIOYOLYYYYOY.LL
6.5 VOLIYIOWYIVYYLLILLLLIIOYVLLOVOLYYVYOY.LL

............................... FEOSR52330NIBB3830000059% 0
0FS LYOYYYYIOVOLLOOLNOVIOVYDOWY LYY VOVYYOVLLLLLIYVLLIY LLVIDLVYYLD
0F5 IVOWVVNY.LIVOLLODLYOVI OVYOO VW LYY YOVYYIVLLLILIVYLLLYLIYLOLYYY LD
0%5 IVOWWVYY.LIVOLLODLYOVIIVYIOVYLVYVOWYVVORLLLLLIVYI LI Y LIV IO LYYYlD
0S5 LYDVYVVLO¥ILL IO LWV L DYV IO WY LN VYOV YOV LLLLL WY LLLY LY LOLYYVLO
0%5 LVOVYYVIOYILLIILY OV LYY I I YWYV VYOI I LI LI WY L LIVLLYIJIVWVYLO
395 LYDVYVVIDWILIIDLYOY IOV IOVY LY WYOVYYOVLLLLLLYYLLIYLIYIDIYVVIO
0%5 LYDWYYVIIYILLIO YOV IOV OIVY LY VYIVYVO YLLLLILVYL LIV LY I JL YLD
085S 1YOWWVYIDWILIIOLYOV.LOYVIDVYLYVYIVVYOVLLLLLI VYLLLIYI I¥I DL VVV.LD
DTS JNOWYWYIOVILLJOLYOVIOVY O VY LW YYIVVYIYILIL LI VY LLEY L 1Y LOLYYY LD
0%S LNVOWVYVIOVILLIDLYOV L) WY IOVY LY VYO YWVOVLLLIIIYVLILYLLVLOLYYYIO

cccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccc

08F I¥ILVOVYOVLLY LYY VYYYYOVY AL OVVYYYY.LYVIVYOLYYIOL LIV LY VYYYD

Teustappe

sa
za

reuctIppe

sa
za
ta
s

EUOCLIppe

JL EISK
Ol tdSKW
OL" €dSH
OL" EdSH
L edSKH
L tASW
OL " EdSHW
JL " €dSH
JL° tdSHW
JL° €dSN

AL " €dSH
JL ' tdSW
JL T EISN
JL " £dSH
oL’ €dSKW
JL° €asw
DL tdSH
L E4ASH
OL " €dSH
Ot LdSKW

JC°EA5H

58



ES 2335094 T3

00t

ove
0¥z
ove
] X4
ove
obe
ore

081
081
081
081
08T
o8t
08T

ott
ozt
ozt
01
0zt
ozt
ozt

09
a9
09
09
09
039
09

<<<<h<<<O<<O<<U<U<<h<b<ﬁ<<0<h<4<00009404049<<HP<<<O<<Q<<U<F<

400‘60.‘CCC’CQ"C'CCCCCCCCCCCC.##GCl"’.“.’i”llﬁlb.lCCCICC
OYOYYOOLIYLOLYOVYOIOVVVILYYLIOVLYOVOYYOLLY LYODOIVLILOLY.LLLOD
SYOYYOOLIVIOLYOVYOIOVYYILYV.LOOYIYOYOVYOLLYIVOOOLIYLILOIYILLID
OYOYYOO LIV IOLYOVYOIOVYYOLYY IOV IVOYOVYOLLYLYDOILYLLIOLYLLLID
OYOYYODLIYLOLYOVYOIOVVYOLYYIOOVIYOVIVVOLLYLYOOIIVLILILYLLLOD
OVOVYODLIVLOLYOYYIIOVYYOLYY IOV IYOVIYVOLLYLIYOOIIVLILILYLLIOD
SYOYYHOLIYLOLYOVYDIOVYYILY Y LOOYLYOVIYVOLIVLYOODIYLLLIOLYIL1ID
OVOYYOOLIVISLYOVYODOVVYOLYYLIOVLYOVOVYOLIVIVOODIVLLIILYLLLID

PEEEBAINNINURINES SPSBUFIIFSINSBIIIPIBIBANARIIESENIRSRINIIEY
Y1991 LYYOVLIIOOIOVYOOOVYYYYY LOLYOYYOOVYLOLOVOVYOVYILLOLOLYOL
V1O9LLYYOVLLLIOLOVYOOOVYYYYYIOLYOYYOOVYLILIYIVYIVYOLLILOLYOL
YI109LIYYOVLILIIOLOVYOOOVYYYYY LOLYDOYYODYYLILIVOVYIVYALLILILYOL
YL1OOLIVYOVLLIDOLOYYODOVYYVYYLOLYOWYOOVYLIIIVOYYOYYSLLIIOLYOL
Y1ODLLYYOYLILIOLOYYOOOVYYYVY.IOLYOVYOOYVLILOVOVVOYYALLILO1YIL
YI99LLYYOYIILIOLOVYODOVVYYYY.IOLYOVYOOVYLIOLOVOVYOYYOLLOLOLYOL
Y199LLYYOYLLLIOLOLYOOOWYYYYY I OLYOVYOOWYIOLOVOYYIVYOLLOLOLYIL

CtitCC.CCCCCCCC'.CCCCCIICCCCCC#CCCC‘CCCCCC’.'.‘..CC'CIC“C”
YOLOD9LOYLOVY LLYYOOLLLOOOVOOVOLLYOVY IO LLIOIYOYIV IOV LOLLYD
¥ILO99LOVLOVYLIYYOOLLLOOOYOOVOLLYOVYLOLLIDLYOVLYLOVYYYIOLLYO
Y21999LOV.LOVY LLYVOOLLLODIYOOYOLIVOWYLILLODIYOVLYIOVYYYLOLIVYD
YILO90LOVIOVYLIVYOOLLLOIIYOIVOLIVOYYIOLLIOLYOVIVIOWYYYLOLLIYD
YOLOOOLOVIOVYLLYYOOLLLOIOVOIYOLIVOVY.LOLLOOL VOV LYLOVYYYIOLLYD
YII1999LOVYLOVYLLYYOOLLLOIIYOOVILIVOVY.LI LLOOLYOVLYLOVYYY.LOLLYD
¥21995LOYIOVYIIVYOOLILOIOYOOYILIVOVYIDLLIOLYOVI VIOV VYLOLLYD

’C.Ci“.i’.lﬂ’..i'..’.'ciCCCI..”Ci“'..C.'CC’.C..CI.CII".I
¥OLYYOTYOIOYOLOIOVIOOVYIIYYY LOYYOYYOILYIOYLODLLOLYVLOVYYOLYD
YOLYYOYYOIOYOLODIOVLOOVYIOVYYLOVVOVYIO LYDOYIODLLOLYY LOVVYYILVD
VI LYY OYYOIOYOLODOYLOOYYIDYYY LOYVOVYID LYIOY LODOLLOLYVIOVYYOLYD
YOLYYOVYOIOYOLODOY LOOVYIIYVILOVYYOVYIDLYIOVLOOLLOLYVLOYYYOLYD
YILYYOYYOIOYOLODOYIOOVYIOVYYIOVYOWYIDOLYDOVIIOLLOIYYLOVYYOLYO
VI LYYHYYHIOYOLOIOYLOOYYIIYYYLIOVYOYYIOLYOSYLODLLOLYVYIOWYWYOLYD
YO LYYOYYOIOYOLOIOYIOOVYIDYYYLOVYOYYIDLYIOYLOOLLOLYVLOWYYYILYD

Lae

¥a
Za
1a
St
(43
14:]
Lae

461
ta
1a
SH
vy
14
Lae

va
<G
1a
sd
q
14:]
Lae

¥a
<a
1a
sd
-
1d
Lae

o8’

28’
a8’
J8°
o8
387
o8’
o8’

o8’
J8°
o8’
o8’
J8°
J9°
J8*

I8’
o8
o8’
o8
o8’
o):
oe*

a8
o8-
J8°
28°
o8°
J8°
J8°

€dSW

tdsi
£dSH
tdSK
€4S
€dSKH
£dSHW
tdSKW

tdSH
€dSKW
€dSK
€dSW
€dSh
£dSK
£dSH

£4dSW
£3SH
¢€dSKH
£aSK
£dSKH
€dSH
£dSKW

£dSKW
€dSH
€EdSW
tdSH
£dSKW
E4dSKW
£4dSW

59



ES 2335094 T3

8zs

89¢b
SSb
osb
oge
89¢v
(134
89¢

80V
96t
oce
(k4 4
g0¢%
ozy
B8OV

09t
09¢
09¢
03¢
09¢
09¢
03¢t

00¢
00t
00¢
00t
00E
00t

LYVVOILOOVYYYYOLYOVYYVYOVOLIVYLYV.LLLYDOVYYOVYYYOLOVIIVIVYOYIY

[ I AEEE LS XX XS L CCCC‘C.’.CCC.CC‘CCCIC”.'C.O.CC’.CCCCCCC.‘C.CI
LYVYYY YOV LYYVOVYVYYOVYOY.LIOD LYV LYWV YV LLYYYOYYOYYOUDITWVYOYD
LYYYYY LYOV LYYYOVVYYYOYYOVLOOD LYY LYYWV LLYYVOVYOVYOVOOYYYOYO
LYYYYYIYOV LYYVOVYYYYOUYOY DO LYY LYYV LYY O Y IYYOYOIVIYOVYO
LYYWV LYOVLYYYIOVYYYOYYOYLIOD LYYV IYYYYYLLYYYOYYOVYOYIOVWYWOYD
LYYYYY.LYOVLYYYOYVYYYOUYOYLIO) LYY VLYYV LLYVYOVYOYVYOVIOVYYIYO
LYYYYYLYOVIYYYO VY YOYYOVLODI LYYV LYYV VYL IVYYOVYI YYOYIOYYYINI
LYVYYY LYOV LYYWV YVYOYYOVLIDD LV LYY VY LLYYYOVYOVYOYIOWYYOYD

BEB BI85 388 PP LENPIIBINNINNS
YYOY LYY OV LIOVOYYYQYYOL- - -~ ------~~ YOVYIOWYD OVOYYVYOYYD
YYOVLYYYOVYYY - --------------=-°==~--=< OYIVYYOVYORYOVOVYIVOVND
VYOV LYYV OYYYY LOVIVYYIWYOLYOYIOYYOVYOVYOYIVYYOVYORYOVIVYYOTYD
VYOV LYY OVY YV IOYOVYYIVYOLY OYOOVY OV YOVYOY OV VYOV YOHYOVIVVYDYVD

YYOVIVVYOVYYY LOVOVYYIYYDL~------~-~ -~ YOXVDOVYOYYOPNYOYIVVVOWVD
YYOYLYYYOVVYY.LOVOVYYIUYOLYOVOOYYOVYDVVYOVOVYVDOYY DI YOVOVYVOVYD
YVOYLYYVOVYVY LOYOVYIVPUYOL- =~~~ ----- =~ VOVIOWVVOYYORNYOYIVYYOVVYD

B38B9 & SHIEEPIBRBBPEENBARNNINBINIRIENE ¥ ISZT RS R SESR SRR S

YYOYI VYV OVYOYYOVIV Y OVYOVY OV LY IVOVYOVYOYIVYYDVVOVYOVYLVLVOVYD |

YYOYIYYYOVYOVYOVIVYYOVVOVYOYLYI VOV OO IV YOVYOVYOV LY LYOVYD
YYOYIYYYOYYOVYOVIVYVOVYOYYOY LY LYOVYOVYOVIVVYOVYOVYOYIYLYOYYD
VYOV LYY OYYOYYOVIVYVOVYOYYOYLYLYOVYOVVVY LVVYOVYOYYOVIVIVOWYD
YYOY I YYYOVYOYYOVIVYYOVYOYYOV.LY LVOVYOVYOVIVVYOVYOYYOULYLYDOYYD
VYOV LY. YOVYOVYOUIVYYOYYOVY OV LY IVOVY OV VYV LY VYOV OYVOVLYLYOVYD
VYOV OYYYOVYOYYOYIVYYOYYOYYIVLY LYOVYOYYOUIVYYOVYOVYIYLYIVOVYD

.“..C.ﬂ....‘...".C!C.‘C‘ﬁiﬂ’...'.'l’.’..'..“.ﬁl’...I’C.ﬁ.’...
YYYY LYY OYYOYYOYIVYL VLY LYYOV.LYVYODOD LYOVOV LYY LLYVYOVYOYYOVLY
VYV LYYYOYYOVYOYOVY.LYLY.LYYOVIVVYOOOD LYOVOV LYY LLY YV OVYOVYOVLIY
VYV LYY OVYOVYOVYIVY LY LY LYYOVIYVYOODOLYOYOVLYYLLYYYIYVOVYOVLY
WYY LYYYOVYOVYOYIVYLYLY.LYYOY LYVYOOOOLYOVOV LYY L LYY OYYOVYOVLY
VYV IYYYOVYOYVOYIYYLYLY LYYOY LYYYOOODLYOYOY LYY LLYYYOWYOYYOVLY
VYV LYYYOVYOYYOVYOYYLY.LY LVYOVIYVYOOOOL YOOV LYY LIVYYOVYOVYOYLY

Lae

va
<a
wa
sg
td
14
Lae

va
[4e!
1a
sd
v
19
Lae

va
ca
1a
sq
vd
1d
Lac

za
1a
sg
48
1d

a8’

J8°
ol:
J8°
o8’
J8°
o8°
o8-

og’
fol: 0
o8’
o8-’
o8
ol
J8°

o8°
o8
o8’
o8’
b
J8°
o8’

o8’
ol:
ol
o8’
o8’
o8’

€4SKH

tdSW
€4dSK
£dSW
€dSKH
€dSK
€4SH
£dSKW

€dSKH
C4dSH
£dSKW
edSK
EdSKW
£dSKW
£dSW

€dSKH
€dSKH
EdSH
EdSKH
€4Sk
£dSW
£4dSH

€4SH
€4dSHW
€dSKW
£4dSKW
€dSHW
€dSKW

60



ES 2335094 T3

——

B v

8v9
9¢9
099
099
8k9
099
8¥9

88s
9LS
009
009
88S
009
889

8Zs
91s
0%s
o¥s
8zZs
0bs

BEUBBERBRLIPIVENNIIBIVEIIBIINIBIENLD
189 VVLLVVYYYILLVLLLYYYOVLLY.LYOVYYYOL
699 YYILLYVYYYLLLYLLLYYVOVLLYIVOYYYVOL
€69 YVLILYWYVVYLLLVYILLYVYOVILVIVOVYYVYOL
£69 VYLLYYYVYLILLYLLLYYYDVLLYLVOYYYYOL
189 YVLLYYYVYVYILLYLLLYWVWOVLLVLYOVYYYOL
€69 VYILIVWYVYILLLYLLLYYYOYLLY.LYOYYYYOL
189 YYLIVVYYYLILLYLILYYYOYLLY.LYOYYYYOL

Ry Yy Yy Yy Yy Y Y Y PR Y2 Ry
YLLIOYLYYOLLIOVLOLIYOLOVYOOLYYLOOYYOYYOVLIYL LLOY LIV ILYYOLLYY
YLLLOVLYYOLLIOVLIOLIYOLOYYOOLYY. LOOVYOVYOYLLY LLIOVLLY LLYYO.LLYY
YILIOVLYYOLIDOYLIOLLIYOLOVYOOLYYLOOWYOYYOYLLIY L LLOVIIVYLIYYOLLYVY
YILLOYIYYOLLOOYIOLLIYOLOYYOOLYY LOOWYOVY OV LIV I LIOVLLYILYYOLLYY
Y1LIOVLIYYOLILIOVYIOLIYOLOVYOOLYY LOOYVOYYOYLIVLLIOVIIY LLYYOLLYY
YILLOVIYYOLLOOYLOLLYOLOVYOOLYVYIOOWYOVYOY LIV LLIOVLIVILIVVYOLIYY
YILLOYLYYOLLOOYIOLLYOLOYYOOLYYLOOVYOVYOYLLIVLLLIOVLIVLLYNOLLIYY

[ E XY Y R YR R YRR SRR YRS RSP RSRE RS SRR SRS S S S SR L 2R X 2 2 4
YIOVLILLOVILYOLLOOYYYYY LYOY LOYYOLYY LY LLY YV Y LY LLYYYYYIOLLOVYVYIL
YIOVLILOYIYIOLLOOYYYYYLIYOYIOVYOLYYIVLLYYYVYIVLIVYYYYIDLLLYYLL
YIOYLLLOVLYOLLOOYYYYVIVOVLOVYO LYY LVLIVYVVV IV LIVYYYYLIOLLLYY L
YIOVLIILOVYIYOLIOOVYVYYVYIYOVLOYYOLYYLIYILLYYYYY LY LLYYVYYIOLLLYVYLL
YIOVILIOVIVOLIOOYYYYYIVYOYLOYYOLYYLYLIVYYYYLY.LIVYYYVIDLLOVY.LL
YI1OVLILOYIYOLIODYYYYVYLYOVIOVYOLYVIVLIVYVYYIYLIYVYVVY.LOLLLYY1L
Y1OVLLILOVIYOLLOOYYVYYIVOVLOVYOLVYIVIIVYWYY LY LILYYYYYIDLLLYYLL

C..C.C..CIC.C"O’iCl’..1Q.C.a...Oﬁi'.CCCCCCC’CCCCCCC"UCC.CICCCC.&IC
LYYYOILIOVVYYVYOLYOVYYYVYOYOLLYYIVYLLLYDOYYYOYYYYOLOYIOOVLUDYOY
LNVYVYOILOOYVVYVYYOLYOVYYYVOVYILLYVIVY.L LLYOOYYVOYYVYOLOVYOOVLYOVOY
LWYYYOO LOOVYYVYOLYOVYYYYOYILLYY LYY LLLYOOYYYOVYYYOLOVOOYIVYOWOY
LYYYOOLOOWVYVYYYOLYOYYVYYOVOLLYVIYVILIYODYYVOYVYYDLOVOOYLYOYOVY
LYYVYODLOOWVYYYYOLYOVYYYYOVI LLVY.IVYLLLYODOYVYOYYYYOLOVIO YIYOYOY
LYYYOOLOOVYYYVOLYOWYWYYOVD LLYYIYYLLLYOOUYYOVYYYOLOYOOYIVOYOV

¥a
Za
1aQ
sd
1451
189
Lae

va
Za
1a
sg
ve
18
Lae

¥a
za
1a
b1
¥
Td
Late

va
ca
1a
sg
vd
149

28’
J8’
o8’
o8’
J8°
o8’
ol: Iy

o8’
o8’
o8-
o8’
ol
o8’
o8-

J8°
o8-’
J8°
o8’
o8’
fol: g
o8’

o8’
o8’
o] By
ol Iy
o8’
o8-

£dSH
tdSH
tdSW
€dSKH
€dSH
€dSH
E4SH

£4SW
tdSW
€dSKW
£4SW
tdSK
£dSW
tdSH

EdSW
£4ASK
€dSW
€dSW
£dSNW
€4SKW

£dSK

€dsw
£dSW
€dSW
€4dSKH
£4SK
£dSW

61



ES 2335094 T3

0§61
08T
6Lt
-7A
€LY
(YA
€Ll
€L
6L1

orT
021
611
BlT
(98¢
e
€1t
(984
611

681 HNJIJANSTI
681 HNDIJANSTI
86T HMNJIANGTII
LOT RANAANSTI
281 HNMIADSN3
T8 HMNIAANSTI
TOT HNMEANST3
28T HNMIXNSTI
86T HNMJAASTI

8525020333380 .C...0.....C....’.-....I...........O...‘.....
FATONTLSA TONNON I TOVELY NI SIVYIAANNINNNONIS I INOVIWMINDANNINSD3
FATARTLSQ IONNOA [ TOVIIANI STV INANNINANDNA S I'IROVINDAADANRI S SO
AATANTLSA IONNSH T TOVIIIRI SIYVANANNINNNDIDIS T INOVIHIDINOANNINSDI
JATENTLSQ IONNON L TOVIINN1SIVYIANANRINANDID! § I TNOVIWOH NOANNINSOA
FATONTLSATORNON I TOVIINK I SIVYIANANIINNNDNOIS I TNOVYIHINNDANNINSDI
FATONTLSQ JONNON I TOVTINA 1 SIYVIANANNINNNONAS T INOVIWGN XOANNINSDI
SATANTLSA IORNON 1 TOWILAWI IV IANANATNNNOLIDI § I TNOVIWDINOANNINSDE
FATONTLSTTONNON I TOVIINWI SIVVYIAANDIINNNONIS 1 INOVIWNMINOANNINSOT
FATANTLS A TONNON ITOCTIAWI SIVYIAANNINNNONIS I TNOVAWDINOINNINSOE

LU IRAAJ LR R AR J V2082393393090 00 9020800000003V RRNIIRIS
ABONINANIATINFAIIINIIIIA3S 13SALAIANASITIIIILIIVIIINIATAAANIN
¥AOINNMANIIFYAATIZEIITIAIS TISILIZINAIITIITILIIVIIINIATAAANIN
MROAUNNANIIIX®333I -BIITIA3S 1ASALIIINATITIIIFLIAV3IIINIATINAANIN
MHOINNNANIAAN -B333 -R333303S135313FINNIITINIFLIAVIAINIATAQANEN
ANO3A - - - -333%88- - -B33Z303S rISALIZIINNAITIZITLIIVIIINIATATANIN
ANOIN - - - -333%38 - - -HIFI303$ TISILIITNIZTIFIALIAYIIINIATAAGN I
NRO3A - - - -333%3F- - -B33ZI03S13SIL3TANNIFTIFIF LAAVIIINIATAGAN TN
DA - - --333%33 - - -H333303513SILITINNIITIIFILIIVIIINIATAQANTH
NROARNNONIIANATAT - g3ITIAISTISILITINNITTIIIILIIVIIINIATAQANIN

SRABEIBEBIIBBINIBINIBINNININNBINBIPVENINIINNINNIBNINNININBIGIEN
SINIAGRSSAATHSTWNIINXHIAADDDIIMNOTIXARSSYINOITANDNDIDAVIDINII A
SININANSSAATHS TUNTINNHISADDDITIMOTI AAR SSYIN TAYONNDAYNDIVAZ A
SININTHSSAATHSTHNIZNAHIADDDIIMNOTIAGASSYAN VHIAVONYXOAVII A3 X
SINANONSSAATHSTHNIINRHIGADODITHOTIAGASSYIANTH TAVONIO AV YAHI A
SINSADHSSAATHS TANIINNHIAADODIINOTLATAS SYINYH TAYONIDAVNI AT A
SINZRONSSAATHSTUNBINNHIIADDDITNOTIRAXSSYANHTAYONHOA VNI YHAA
SININANSSAATHSTNNIINNHIAADID IIMNOTT AAX SSYIANYHTAVONYADAVEDIVHIX
SINIAOHSSAATHSTNNIINNHIAADDDITMOTI AAASSYIHVATAYONIOAVNAYAIX
S ININTHSSAATHSAMNIINNHIANADIDSANDTIAGASSYINVHTAYONYAOAVIIAI A

3dn nw e15LINDIE B| P UCIOEIUNE (g L) M

CO L LA L ®[A - JURWVI||Y JIUINb?

JO1° tdSK
1 EdSKW
Il €dSKW
D1 €dSKW
OT - CdSH
O1 €dSH
J1° €dSKH
JT €dSW
T ' tdSH

T CdSK
T CdSK
IT° €ASKW
JT° £4SW
OT €dSW
O1°tdSK
O1° CdEW
OT° tdSW
Ot €dSH

JU° EdSW
JT €dSKH
OT°EdSKH
JT° CdSKW
JT €dSH
JT°€dSH
J1 €dSW
JT CdSH
OT°' €dSHW

JT TdSK
ol O 2137}
T ' {4SW
J1° tdsW
J1 tdSW
o1 €45uW
J1° €dSW
DT ' €ISH
OT €4S

TYLSNTO

T-CASIA 219unH mieisnig uoeaure (I3 1) M TYLSNTD

62



ES 2335094 T3

wrt
L9t
t9t
Lot
9t
L9t
L9t
[A-R¢
L9t

£t
ocrt
ETT
€Tt
€1t
€11
£t
€1t
€11
€Tl

09
0s
09
09
09
09
09
09
09
09

—

OSTHS IOPINYUOIHSONSSL <=~~~ -~ - - SAHdASADITOSTHYIIIIALNDOLEANT I
JNDINLISNYOAADLINILYOLTONYOAND IDSISLALAONIOSON I Td IANNDD- - - - - -
dNDINLISNYOAADLINALYOLTONYOND IDSISLALAONIOSON 1T IANNDD- - - - - -
dNINIISNYOAADLINALYOLTONVONDIOS IS LALAONIOSON IdTd IANNDD- - - - --
dNDINLISNYOAADLINALYOLTONYOND IDSISIALAONIOSON I T IANNDD - - - - - -
OAADLINILYOLTONVOAOIOSISIALAONIOSON I4TdIANNDD - - - =~ -
OAADLINALYOLTONYONDIOS I SIALAONIOSON IdTdIANNDD - - - - - -
OAADLINILYOLTONYONDIOSISIALAONIISON IdTdIANNDD -~ - - -~
OAADLINZLYOLTONYONDIOSISIALAONIOSTA IdTdIANNDD - -- - - -

TiTasNNNBENE BEBNININENINIENINL' Y Y YT Y Y Y Y YA Y YR Y
--S1Sd40ALYDIAADS3d IISAANDINNALIAAN - - - - - NYIIAZIOATAHOSTIHISNI
¥Y9d¥ddd0AIYDIASOSId IZSCUANDDIIALIGIANYOIONITAGIOATINHOSIHISNI
- -S1Sd4DALYDIAADSId IFSGANDINALIAAA - -- - - NYITASIOAINBOSAHISNA
- -S1SJdADALYDIAADSId IFSAQANDIINALIAAA = = - = -NYATAIIOATINHOSIHISNG
~-S1Sd30ALYC1IAADSId IFSAAANDDINALIQQA---- - NYATAIZOAINHOSIHISNG
- -SLSdJ0ALVYOICADSAd IGSAQANDINNALIQAA - - -~ - NYNTIAIIOAINHOSIHISNA
--S1Sdd0ALVOIQADSI3 IASAAANDINNALIAUA- - - - - NYATAIZOQINHOSTIHISNG
- -S1S4 40X 1Y0IAADSA3 IASACANDDINALIAAA- - - - -NDATATIOAINHOSTHISHNIT
--81Sd40ALYOIAADSIdIISAAANDINALITAA- - - - -NUATAZIOTINHOSIHISNI
- -S1Sd40ALYOIAAOSIdITSACGANDINALIACQA- - - - ~NYATATIDAINHOSIHISNTG

..O..I...I'..'!I-CC’.I-I.C.".C.C.’....C’.I....Ii..lnCC.C LR X J
NSIINLANINISTINANNANS ONY TNHNHINI TINY TINNSNT AINTITITILINA IH N
NSTINLAATNISTINANNAWNS ONYINHNIAN I TINI T INNINI ATINTTIZTILINA INNA
NSIINLAAIDASTINANNAWS ONY TNHNAIN I TANY T INNSNIATINTTIITIL I NANC NN
NSI INLAAINASTINANNAWSONY TNHNI SN TINI T INNINIATNTTIITALINA TN NN
NSIINLAAIMDISTINGNNAWSONY TNHNIAN I TANY TANNINTATNTTI 3T LINA TN N
NSIINLAAINISTINANNAKS ONUTNHNANITINI TINNENT A INTIT 3TILINA TN
NSTINLAAINDISTINANNANSONY TNHMNSNITINE TINNGNT AINTTI ST LINAINNA
NSIINLGATMISTINGNNANS QN TNHNIIN I TANE T INNZNT XA INTTT A TALINAIANKW
NSITNLAATNASTIHANNANS DN TNHNIAN I TANY T INNENT ATNTTI I TILINAIANK
NSIINLAINAISTINCNNAWS ONY TNHNOIIN I TING TSNNINTATINTTIATIL INATANKW

a|dninw €12uaN3Ss | IP UOIIRIUIE

va
€a
(4]
1a
St
14:4
€d
1
Lqe

sa
va
£d
zZq
1q
st
e
€g
14
Lae

sa
¥a
ta
ta
1a
S8
ve
€g
18
Lqe

T3T €dSH
T4Z ' EdSH
14T tdSH
T4T° tdSK
TdZ° tdSHW
TIT tdSKH
RETARY. B
T4Z° €dSK
TdZ° ¢dSKW

TIT €dSKW
TdZ° tdSW
14T tdSKH
142 tdSH
TdT €dSH
TdT " LdSK
142 €ds
14T €dSKW
14T €dSH
142° €dSH

T4T tdSKW
TIZ €dSHW
T4T €dSHW
TdT " €4SH
142 €dSKH
14T €dSK
1d€° CdSW
TdZ° €dSKH
TdT° €dSKH
T €ASKH

(28°T) M TYLSATOD

[TIT T RN Y ¥

(013)ua adiana) 149dSI SBIDUINDIIS Yy MIBISN(D UCIDRIUNY

63



ES 2335094 T3

Y Yy Y Y Yy Y Y IR P YRy Yy
SYE OATINAINIVIAALIANINNDINS I INOVNIASASSANOITNATINLI INGINATIANI NN
0S€ OATINAINIYINALIANDIININS ITTNOYNIASASS ANDIDIAINL I INAINAITDAIIHMN
StE OATINAINIVINNLIAIDINNINS ITNOUNIASASSANDITNATNL I INAINAIINNIINA
SEE OATLAAINIYLMALIQNDINNDINS ITNOYNIASdSSANOTTHATINL IINAINAITNN I
StE OATIAAINTVINNIIANNNDINS ITNDYNIQS3SSAN0IINAZNLIIANGDD ADINITHN
STE OATLAATINIVINALIANDIN NINS ITNOYNIGSdSSANDITNAINL IINAINNITAASEINN
S¥E OATIAAINBYLMALIANDINNINS ITTNOYNIASASSANDITINAINL IINAINNIDRITINA
SPE DATIANAINIVINALIGNAANENS ITNOYNIASASSANDATAAINLIINAGANIINATINN
SPE OATIAAINIVINILIANAANDING I'TNOYNIASASS ANOIMMATINLIINGI NI AFINA
StE DATLAAINAVLIALACNNNNINS I INOYNIQSISSANOIINAINL I INAANNIINN I

B BN IN IR RN SNSRI LINE NN IR EIIREY sesvrvarrrnae
S8 IADNIIIIINIIASITIGIQAIINGT IITNNAGILATNELALS - - IFIAI@INGI04AT
062 3IAMINIITITNAIASIIAIAGIINGI I ITNNAAILIINTLILISAIQIAIMINAIDIIT
S8Z 333IYAIIZIANIIASIIAIAATINZTZIIFNNAAILITNELILE - -3C3TA@ING3I0dAd
S8Z IFIANIIFAINIIASTIQICAIANTI TIINNQAILATINILILY - - AGIAIAXNAIDL A
S8Z JIATIHNTITIINTIASIBAIAAIINGI I FANNAAILBINALILE - -IAZAIARNAADIQT
$82Z 3TAMMIITIINIIASIIAIQCIINGI IIINNQAILAINGLILI - -qIAIMINA3I0O3AT
S8Z 33APNIZIIANIIASIAGICATIINIITIINNAAILIINILILE - -83AIAIAANTIDAAT
$8Z 3TIAINNITITINIIASIIALAQIINTI I IINNAAILIINILALD - -3ABAFAANAIDAQT
S$8Z 23INNIFTIFINIIASIZAIAATINIIIIINNACILAINALILE - - IAIQI@INGID4A3
S8¢ 3IIDNIIIITNIIASIIAIAATINIT I FINNAAILAINILELE - - 33IAIMINGIOICT

BRSSPV VPP BIIGIIIIANINEY CPEIBPLIIIITIINEIISE THS & .
(22 IAD3AN3Ad INNYAMS INIDATTIAILNNGIYYONDAVODDIINDT]
0€2 NADINIAJ INNIAMSA IR IOFTTRAALNNOIVYONDIVEOOIIMNOTINSATISSALHI - DL
LTT AADINIAd INNEAMSA IN IO TTRIINAAZYYONDIVEODIAMYTINNNTS LLLSNSHS L
LT2 YADANIA INNYGAMSA INIOITTRAILMNAIYVONDIVEDDIIMDTINNINISILLSNSHSL
LZZ YADINIAA INNYAMS IN IOITTATINNAIVYONDIYOODIAMYTINNNTSLLLSNSHSL
L2Z AADIANIAd INNHAMSA INIDITTAIIMNNATIVYONDI YOOOIIMOTINNNTSLLLSNSHSL
L22 NADAN2Ad INNIAMSA IAI0ATTAILNNATYVONDI VOODIIMOTINNNTSLLLSNSHSL
LTZ YADINZQdINNIAMSd TN IDATTRAILMNAIVYONDAVODOIIMOTI NNNTSILLSNSHSL
Lze w50mzmomuzzmazmmHzHquq»mkxxnm¢<u20m4000mmzmq~zzzqmaapmzmmmb

nmm”uMszQOszxozmmaznomddrmhxxom4<020&<000mmZOQmZZZJmh&&mmemh

: . it [y : L Y I A Y Y A X))

(9T dMINLISNYOAADLINGLIVOLTONYONOIOSISIALAONIOSON 14 1d IANNDD- - - - - -

sa
va
ta
ca
1a
s8
kg
€qg
1d
Lac

sa
¥d
24
za
1a
sg
[ 4:]
td
1d
Lge

sa
va
€a
cd
1a
SH
bd
24
18
Lae

sd

13T LdSH
142" €dSH
13T ¢dSKW
qd¢° €dSW
T42* €dSH
TdZ° €dSKW
14T €dSKH
TIT " €dSKH
13T €dSK
T4 tdSK

13T €dSKW
132 £dSKH
142" €dSW
N3¢ EdSH
TdC " EdSKH
T3Z° edSKW
732 EdSKW
TJT°LdSH
T4Z° tdSH
14T €aSH

T3¢ " €dSKH
132" tdSKW
142 €dSH
142 €dSKW
742 €dSH
14T tdSH
142" tdsSW
14T tdSH
142 tdSKW
142 €dSKH

4T €dSH

64



ES 2335094 T3

0zt
071
01
01T
01
a1
0zZ1
gy

09
a9
09
a9
09
09
09
03

D T VT T S P AR PP SRRy
N33T1333TAIFTATNECHA NI 1ANA XN TZIZAA0FANITIATINTAA ITINANSLINAS
NBITIARITAIIIATIQIION 1 15NT AN TTATIAQAMATIACINTAATAINTHSITNAS
H331ITITTATIZATIARADN [ 1ANTANFZZAIAAZRATANAATNTNA ITTIAMSLIHAS
N337133374293071A3d 0N 1 1ANBANAAIAFQIAAH A AQININA ITTRAMSLINAS
N33113387A3250TI033DNT I BNT ANTITRAACITH2ANAQINTAA IADIAMSL'INAS
N3dTI333TAIFAGTIAIION T I FNIXINAATRAAGIAAZIHACINIHA IQANAMSLTHAS
NIITFIIAFINGZZQTIOAAONT L INT XANFHZIIAAIM ITHAQINTNA ITTAAMNS LTHAS
N3FTIF3ITATIFATIGRIOR T I INIXHIB ETIQGIOHIDIAGINDIA TABHIMSLINAS

VBB R AP IS P IS IIEINIFRATIILTPILEILNEILFPASSITINSSEL SBASS
FTADIDANIILSHATNI X TOISI BYOAGTTIS X LAY OAENSNIBSAANS ANDINANDINEA
AMTADIOANEILSHNENI X TDDS3 T 1DCATIISALIIIDATINSHINSAANS ANANININE X
FTANIOANABLEYN NI KTOISIAIXIGTId SR 1d SHOH INSHINSAANS ASDINTNCDI TR
FTANAOANIILEANINALTOISIT ISAUTII SR LA AONINSH LA SAANSADINIIONI T X
FTADIODINIILSHAUINIXTDOSIT IDAATIISALIIIDNBNSALASAANSANINGILTHA R
ATANDONNEILSHHINAZ TODS I T[0T TIA SALAAYON SNSHINSANNS ALDINGOTAT A
ATANADMNTILSHATNI X TDDSITINAGTIdSALAdAON ENSH INSAANS ALDINNDDI AR
A DARTILSHABNA A TODS 2T TIETQTIAS LA HOHENSHINSAANS ANLINANDI A X

sa
*a
zd

sg
ca
1a
LAt

ca
[4¢}
Ta
1a
PLS
[A:S
4
Lae

oL’ £dSH
oE Edsk
OT " €dSK
Jt " LdSK
OL " €45
2t tdSH
T €dSH
2t EdSH

af " LdSH
J€ " €dSH
% EdSW
DL £dSKW
JE edsSH
O€ " €JdSH
O€°tasK
o€ £dsSKW

a|dnnw eiauandes e ap uoizeauie (28° T} @ TYISNTD

CE2JHBERIIPITIIIITT SR ESEF
1LE NNSITHIWIOAINNILSQIADIENAT
9LT NNSITHIWNIDATNNILSQIONIINAT
TLE NNSATHINIOATNNILISATANDIANIT
TLE NNSJTHIWNIOATNRIISAIINA INIT
TLE NNSAdTHIWIDATNNILSG I INDIINIT
TLE NNSITHINIDAINNIISAYNRAINAT
TLE NNSITRINAOATNNILSQIZNOIENI
TLE NNSITRIWIOATRNIISATINDIEARAT
TLE NNSITHIWIOATRNILSAIINAZNIT
TL€ MNSITHIMNIDATANILSATIANIINAT

JT4YQ seIIUaNIE Yy (€180 ] UolIeaU |y

TIT" LdESKW
3T €ISKH
142" £ASH
TdZ° €4SH
TdT° EISKH
TJT° £dSH
T3Z" £ASKH
142" €4A5W
147 EdSK
13T EdSH

65



ES 2335094 T3

02T
0Z1
021

09
09
09
09
09
09
09
09

081
08t
ogt
08T
081
081Y
081
081

TENMMNIITIATLAZLECLA31ANIINDIAFOATINLIFOINITIZIAII 1A30DIZ 133
TANINIZI103ILAILAAL0ILANLANDIIIAAITALITOANTTIIZAZI 1030032133y
ID3NNZEI 103103100103 LANLIN IIAATTNIIZOINITIAZ03 130DV 133y

ST 90033992933330 0303900080080 83080000845808 30053000008
AQANHA T IQIIMISLINITITSANIILT INLOITYOSOTOUITNNNANNNOYOLASNANG
AJINHAT TAIIMIS LA ITRTSANIALT INLOFTYOSOTOUI TNNNANNNOUO LASNANG
AQANHNI IQ3IMISIIAITITSANTILI INLOITYDSOTOY FTNNNANNNOYO LASNANG
AQINHALIQAFOASLIA LTI ISANIILL INLI YOS TOUI INNNANNNOYD LASNANG
AQINHA I IAIIMISI I ITITSANIIZLI INLOGTYOSOTOUI TRNNANNNOYOLASNANG
AG3INHN I IQIIMISLIAITSTSANIILI INLOZTVOSOTOY FTNANANNNOJOLASNANG
AQ3NHA T 1AFI@ISITAITBTSANIILI INLOFTVOSOTOU ITRNNANNNOHOLASNANG
AQINI I 1A3IMISLITH I'TATSANIILI INLOATYOSOTOUITNNNANNNOYOLASNANG

a8
14
Lae

sa
ta
ca
wa
st
bd
1d
Lae

O tdSHW
b EdSW
Ib°EdSH

¥’ EdSKW
Ob  EdSKW
O €dSH
Ov tdSW
O%° EdSKW
O¥% tdSK
Jb°tdSW
Ob " €dSKH

aidinw B12UINI3S £ 9p LoIdEDUE (Z8°T) M TYLSOTD

v-nmwz (TS HER AR IiqT A sm) C4HO0 SEIPUINIIS WY MIBISN|) UOIdRIUIY

SRV LBLLINOGILIININNS
L6T NALJJSWAUHATENILY
(6T NALJAGWAAHATHNILY
L6T NALJIIWIAUATINILY
(61 NALJAZWIYITHAILY
L61T NALIJIWIYHATHNILY
(61 NALJASWIAMNITUIILY
(61 NALJIGWIUHATHYILY
L6T NALIIWIYMNTHIILY

C...."...C.C”C..’CCCC'.'.CCCCC.'..C..C‘...C'CC’CICCC.CCC.C
ATINIONTISITYLITLOVINISHANTA ANAA I IS AANNANS 1ad I NIATTAS LAALANDA
ATANDIONTISTIVIITLOVINIASHANDI AN X ITTSAANNANSTAL I NN TAS LAALIN
GTINIONTTISITYLITLOVINISHONDMI AP XA I TS XARNANSTAS T NDINIT1AS LAALAN
QTIANIONTTS I'TYLITLOVINISHANMA AN AT TS AANNANS 1Q4 INHAITAS LAALQNDE
AMINDIONTISTTYIITLOVINASHAONAE ANDIX I TSXANNGNSTAd TN 3 TASLAALQND
AT3INDIONTISITYI I TLOVLXISHANDA AN A T TSAANNANSTAd I NI 3 TASIAALANN
ATINDIONTTISITVIITLOVINASHANON ANDI K I TS K ANNAONSTAS TN B TASLAALAND
QTINDIONTTISTIVIITIOYINISHANDI AN A LTS AANNANS TG TNINBTASLANLANA

sa
vd
a
1a
sa
ba:
Td
Lag

sa
140
ca
1a
St
[4:4
14
Lae

Ot €dSKH
J€" tdSKH
J€ €dSKW
Ot " tdSHW
Ot " €dSKW
ot €dSW
JL° €dSW
ot " £dSW

Ot €4dSH
Ot €dSW
Ot " €dSW
It " €dSH
Ot tdSW
Ot " tdSH
Ot " tdSW
JE€ €dSH

66



ES 2335094 T3

05
0%
09
09
09
09
09

IIAIANAMSIINAHITTINGNANNISN AL YOOO1IMYIAHNAJ G INONNININNYII O3 d
1I03IHAMSLINAHITTINGNINNIIN AL YOOD I AMYA KHNAIQ LNONNINUNNYAZ O3
ITAINAMSIINAHITTINGNNNNIIN AL YOODTIAMYIAHNAJTINONNINYNNYYAOTd
T1Q3INAUALINAHBTTINGRINNIAN AL YOO IIMVIARNAJALNONNININNYIIO3d
1IQANGMSIINAHITTINGNINNGANALAVOOD TIMYA AHNAJ AINONNINYNNYAEA 93 d
IIA3AAMSLINAHIATTINQNINNIdN ALd VODDTIMYIAHNAJQLNONNINYNNVEI O3 d
IIGINAMSLINAHITTINQNDINNIANALAYOOD I AMVA RHNAJTINONNINYINNYYIOId

0871
a8t
081
08¢
081
081
081
081

0T
0zt
0zt
0zZ1
ozt

1a
sd
vea
€4
[4°|
14
Lace

OL° tdSK
oL tdSW
JL ' edSK
JL° EdSH
oL €dSK
oL EdSW
OL*tdSW

a|dninw eiouandas @ sp uoceauiie (28 1) M TYISNTD

I ZE R X R XX X 3
061 XDJTALWAIL
061 A047Q1KWQ3L
061 ¥0i11ALWAIL
06T BO4TALWAZL
06T %04TAIWATL
06T HD4TALKAZL
067 ADJ4TALWAAL
06T J0JTQIWAIL

PRV BINILBBPPNBIRBIPIIRBBENSSIBIINIIBENIBILIBIOIININNINERNIIININIGS
TONIILATNNNANI TS ITINAT SAVANIIAZNNTAZSASTIYASAIAAN SISHNASOOONS
TONI T LI TNNNANITS ITNAISIVANIAIRNIAASAS TIBASAIAMI S ISTIISODONS
TONS TLATNNNANS TS ITIAA I SIYANHAINNDIASASTIHASAIAANS ISHHESODONS
TCAIILITNNNANI TSI TINA I STYANIAINNDIASAS TIA ASAIAANS TSN ISDOONS
TONJILI TNNNANITSITINAT STVANIATNNANASASTIYASAZAMIS ISHN ISODONS
TON3 I LI TNNNANITS I TIRA L SAYANIAINNDI ASAS TIHASTIAMI S ISMIISOOONS
TONA I LATINNNANATS ITIHAT STVANIAINNDIASASTINASTIAAN S TSHNISOVONS
TONIILITNNNANITS ITHNRA I SIVANIAINNDIASASTIYASAIAMNS TSI ISOOONS

.....C..C""'CC'CCCC"'CCu.CCC‘..C.0"”0'...."..’."0'."
TINDINIZA103LATITILATLANLINNZAAQATHIFIOBNITIZ303T 130033 133y
TINDINIITIFS1AI1QCLAILANLIND 3IAAIINLIZOANITITZAIATQIDIITI93Y
TDHIDINIIIIAILAILAGIGILANLINEFIAQIINLIIOINITIFAQTI 1C3DO3Z 133Y
TDHIMINIT 10T LAILAALATIANLIMIIAATIN LIIOINITITIATIIQI0VDII 139
I DINTITICILAIIAGLAZLANLIN ZIAATI TN LIIOANTTIRIAYI1A3003T 13

Sa
va
<a
qa
sa
ve
18:!
Lat

sa
*Q
ca
1a
114
vg
19
Lae

sa
*a
ca
Taq
sg

94¥0 SEIGUINIIS Yy MIBISN | UOIdEBUIY

OF EASW
b’ EdSW
OF ' €dSW
Qv €dSKH
Jb° €dSW
Ob°tdSW
Jb° tdSK
J% tdSW

¥ €dSW
ob’tdSKH
¥ €dSH
Jb° £dSH
Ob " tdSKH
OF  €dSH
% tdSKW
Ob  tdSK

JV EdSH
% tdSW
O £dSW
O%  €dSKW
Ob " tdsK

67



ES 2335094 T3

ts 0 &

08t
081
08T
081
081
0871
08T
o8t
081
08T

0Z1
(1)t
0zl
0zt
0zt
[ kA
0ZT1
ozt
0ZT1
ozt

09
09
09

26T ANNT44LTANIT
26T ANNTJ3LTANIT
26T ANNT44173N31T
761 ANNTJJITANAT
26T ANNT44LTaNET
26T ANNT4LTANIT
261 ANNTJLTANAT
26T ANNT441TINGT
6T ANNTJILTANGT

CCCCG.CCCC’OCCCC.C'G’&..ccccactci#&cc¢cccc.ccact’ct’cc.ctccc
DATSICTONNLDTINA TINAHAITISHNIIINNAINS I TADOYIAADLSA I IDATITANIL
DITSIATONNIDTINATINARAI TSN AZINNKANS I THOVHAADLSATH IDATI IANUL
@I1SAQTONNLOTANI TINAHAI TSN ITINNAANS I TAOVIAADLSATHIOZTIIANEL
OITSITTONNIDTINITINAHAI TSN IZLNNAANS I'THOWVHAADLSATHIOZII I ANEL
@ITS3ATONNLDTINS TINAHAI TS IHIT NI XINS I'THOWIAADLSATIIO3TIIANY L
MITSJIATONNLOTANI TINAHAS TS INIZ I ATNS ITHOVIAGDLSATI IOZT A TANYL
MITSAATONNIDTINI TINAHAIISHAZALNNABNS ITHOVIAAOLSATI I0TTI IANEL
MITSdOTONNLDTINS TINAHAT ISHNIT NN AINS ITIOVIGADLSATIIOIT I I ANYL
@ITSAATONNID TINI TINAHAZ ISHNIT INNXINS IDIDYHAAOLSATI IDITITANAL
@ITSIATONNLYTINITINAHAITS N TIINNAINS I DIOWNAADLSATIOITI 1AL

BURBIBSFIFEFEPBETBLSBB580030335030 0038008883508 900S
NINTATTNANGIAASNIOTOAIA TINTATNAZ LI LIALAILIALATLIOAT NN LAINTH
RAINIA3TNANGIGAINIOTOAIAIANTAINAILIILIGLAZLIALAILIDATIA LGINTGA
tOINIQATNANGIQAINAOTOATA IANIGINATIATIRALATLIALATLIOATIALIANTY
NINIAIINANTIAaINIDTOA3IAIINIQ3NAZLITLAALAILIALATLADATINLAINTA
tOINTQITRARAIAAINIOTOA3A T INIAZTWAA LI LIALAALIALATLIBATIN LASNINR
tOINTAITNANGIGQINIOTOAIAIINIQINAZIIILIALATLIALATIIOATIALAINTN
tOINIAITNANG3ICQAINIDTOASAIINIAINATIZILIALAZLAALAZTLIOATYN LAANTA
NANIA3TNANGIQAANITTOTIAIINIAIWAILIZLIALAZLICLAT LIOATDILAZNAN
NANIG3TNANAIAQINIDTOGIATINIQIWAZLIT 130103 LIALATLIOAT NN LAINTN
NENIA3TNANGIAQINIDTOAIATINIAIWAILITLIALAI LIALAILIDATDILAINGN

L A Yy Yy Yy Yy Y Y Y YT Y TY YR Y PPy
I1I03XAMSLINAHITTINGNINNIAIN LI WOOO [IAMYI AHNASALNDONNININNVAL D3 d
IIGINCGMSLINAHITTINANINNIINALIVOOOI AMVA AHNAIALNONNINANNYEd DA
I1I33NAMSLINAHITTINAONANNZIN AL YOO TAMYI AHNAA A LNONNINYNNVEd D34

sa
za
1a
sq
td
14
[4:
149
Lae

TeuoTippe
_ sa
za

1a

:|

vg

£d

2g

18

Lae

TeuotIppe
sqa

Za

1a

sd

4:

€g

zd

19

Lae

Teuotappe
sa
za

JL°€dSKW
oL €dSK
JL " €dSK
oL €4SK
oL’ EdSKH
OL " tdSKH
OL tdSK
JL " tdSH
oL €dSK

JL"LdSH
oL" £dSW
DL tdSKH
OL" tdSKW
JL"€dSH
JL"€dSKH
L tdSH
JL°EdSH
OL EdSH
oL tdSH

JL° €dSHW
oL " tdSH
JL° E4SKH
DL tdSH
JL" tdSH
JL ' £dSH
OL " EdSH
JL " €dSK
oL " tdSH
JL €dSH

Il €dSH
oL tdSH
JL°tdSH

68



ES 2335094 T3

H

p
f:'s 10

A XX I TR LYY ¥

Z6T ANNTJJILTANIT

Teuotappe

oL tdSK

69



ES 2335094 T3

9T
LT
08T
o8t
a1
081
9LT

0Z1
0zZ1
0zt
ot
ozt
02t
gy

03
09
+1]
09
)
09
09

977 MIATNLIMISTSNTLSASONDSITIS I ISNATIHANIGTINANIANNSLT 141 D8 £aSH
Z2Z IDLATNLIOISTSNILSASONSATTIS I ISNATIHANIGTINANIANDIST T za 28" €dsH
0£Z IMATNLIMISTSNILSASONODFTTIS I ISNATIHADIATANANAANDIST T 1a 28 £dSH
0€2 MEITNLIMISTSNTLSASONOAT IS T ISNALIHARICTINAN AMDIS I sd OB EdSi
922 MMJITNILICISISNILSUSONDAT TS T ISNATIHANMIATARAN ANDISLTY 1 2: 1 28 €IS
0EZ NMATNLIMISTSNTIISUSONDAATIS T TSNATIHANNGTANANIANDIS T T4 J8° €dSH
977 IOATNL [MISTSNTLSOSONDATTIS I ISNATIHANIATINARI NS T T Lae D8 tdsH
.4#ittiitititt«t.-cicii1&#1iitttck.ccittttttitat 4
YN ATIAS NN NS IALaI BN EATSA N IZ0E N A L TIMLAT ~ - - ~AYH ¥d D8 EdSW
R ASNNION IS IALIA IO HA TS N IROADAAE T ERAAG = - == = ~ - LHRELHH zd J8' €45
NI IS NNAON NS IALNIT IO EI TSN TS0FINaa L AL IIOVE I LBEALES 1a 08 EASK
N ATHASNNIONH IS LA LT DN AT TSN TI0T N I ALIIqVAI I L AT ELEE | oS8 EdSKH
NI AT ESNNISTN IS IO LA DHZATSHID THOAINAT Y EANLAHA ~ ~ - ~-QVHHA LIS vd o8 £4SK
NI ES IO ES LALDIG IO ET TSN L A0 NAT I ALYAGVIEHILAIBLER 14 DB £dSHW
NIV ATAESNNIOYNAS AL QI ORI T ISANI 1 3DIGHTH T IIALET ~ - - -UYHASLEE LGE 08° £4ASK
X LGNS FIFAFE] NNERRUABER VRS FSREFRSEAS BRI RIS FIRRES
213391932 13T LIRA IO IFISIIAA1A00INT IR ITATAdSSANYIDETIASTSId va 08 £dsHW
A1A931939 1CEa 1T 10D 1832 L I AT IDAINI A IS TIACHSINVIDITAS TS za D9° Ea5K
LIS LEE8 IGTILAAT I 19391 A8 IDAINT FAS 13T TAQESANYIDH IUS 1S Td Td 08’ €dSKW
FIQ99L39a QT IHER 10 132211 A3 TIOAINI 433 133 TAQISANVIOETASTSTd ad OB EdSKH
1R LREE 10951899 IGTN IAEALI AT TIDCINT 3R 1TATAQSSANYIOZIAS ST ¥ 08" EdSH
910331333 TAMN IAFE QAN 1322 L TATTADULINI SHI 1A TAGISANYIOATGSIS1d 14 D8 EASW
41993199 ORI IS THIAL I ATIIO0INITIT IFRINITSINYIDI IS TS 1d Lac D8 £dsH
;t#a«.vc«tv«tc««¢¢¢kutaa;tt«ta«a«««;aﬁaa«c*«tt«««tt;i;itrctc
ANMITYSOMNAIDISHOEISSSO5 5 THTIAI IASIALINSHSFESASODNARD I SOANSTH va 29 £45KH
ATATYSOMIACTISHOTISSSOS 5 TITICIINSIAT ISHS EIS ASOONATO I SOANSHH zd J8TEdSKH
AT TSN ATDISHO IS S SOSSTITHAGINSAAT INSHS TS ASODNATD I SOANSTH 1d 08’ EASK
ATITYSORMATTISHOTISSSDSETATHAAI NS AT INFHETASASOONAID I SOANSEH 14 OB EASN
ATATYSODATTISHOETSSSOSS TR THAI IS4 A L INSHS SHSASOONATD I SOANSTH ¥d D8 tdSK
ATITYSDDATENSHORTSSSO5 51T THAQINSIAT LN SHSEHSASOONATD I SOANSEH 19 DB £dSK
AT TEY DA SHDETSSSOSSTITIAUINS AT INSHS IESASOONATDISOANSIH Lag 08 £45KW
8 D8 €dSH opuadnjaxe sjdynw Bouan2as g sp ugoeauje (€8° 1) M TYISNIO

§-CASIN (TP T T wan) 51340 selusnoas V¥ MIEISAT) Uoraeauly

70



ES 2335094 T3

Aa

_ o | _ _ _ _ |
0s€ 08¢ oce oze 0Tt oo¢ 062 082

OBM oww 0sZ .QvN ote ONM 0t1e 00¢ 061
! _ _ [ | S
d331339AS3301d0IINT AT FINNGQI LT TN LS LITAIATA@INGIDIAIIADANIAL INNIAMS A IH 103 TTAIINIAIYYONDIYOOOIAMOTIN
eovees s M| o o [I]] we]s sose ofs I1le|]ee_ Joolbo od] L1 o o o] * ssssssene
mmmxmm.ﬂmmwmmmnmm%mmmPWWMZMNNJmmmm9mm<mmmx ...... madbaazmumHzmxcﬂmm>ydmm42%mm&¥mm ..... m>0w0mw30JHN
I | | !
oLe 092 0S¢ ove 0ee 0eZe 012 ooz
081
Ohﬂ Owﬁ 0S1 061 omﬂ XA Oﬁﬁ QOM o%
! I | |
NNTSILLIS----- NSHSIdMNDINIISNYOAADLINILYOLTONYONDIOS ISIALADNIOSON 14 Td IANNDOSLISIIDALYD Y AADSAA1ASAAANA

b ooel .l lee o ot e Il ! « 1l | I T I e A
JASSYINITAYONVAD AN VI AVIDIVAIGYATH INLS I SOVAS SHIVADIVNTYIIAYI - - ~WASYYLOVANWILIASHAS DI INAYIAYVIAVI

| 7 _ _ _ | | _ | |

06T
0871 0LT 09T 0ST ort OET ozt otr oot

08 0L 09 0S 'R 4 (1] 114 0T

! I _ _ _ _ _ _
MAALIQAANYETAQZOQINHOSIHI -~ ==sae - SN3NSIINLAAFNISTINANNAWS ONYTNHNDIAN TTANY T ANNANT X INTTISTILINK I NN
. e ee fel e el o sl o sloll | ol sa | [esee o J11el ee aaslasl] loes | |
xm42m404<¢2mdamwdﬂ:d&qmma»wmzammuummazwhHhhz>2mwzmu0w222Jﬂ<ZMJZJz»z¥>~m¥m<>ZZHwa%J:thAmAHumeme

! _ ! I _

06 08 0L 09 0s ov 113 0z 0Tt

i tdSW 9A T €dSK

v-a Q O

Teva ad

71



ES 2335094 T3

@ B

oLe 09¢ 0S¢t ove Ott ozt 01¢ oot 06¢ 08¢

_ | ) _ _ } _ | _ _
NNSJ'TH IWZOATNN LLSA 1 3NNEN TOATINAINAVINLE - QODININS 1 INOVYNIQSAS SANOZDIAINLI ANADIN SN IDDITITNNIT

|o o feloel|loeoee]|o]| {leo coafeloa] o | (el |]|]ocecnne]]e o111 eef | eele ast]

HNDLA AN STAATANTLSA IDONNON I TOVIINWI SYYDIALDIINNNONDIS ITNOVYEWG - - - - - MIVANNINS- - == ===~==~-~ OENADIANAAN

72



ES 2335094 T3

C;ﬁuc

Zxruam>>|-»-ZZQZWJQQHzxxmqomhc>hQZMme4HmmmAbwmmnaHQmQOXHHNZNMMNWN-NMQGNQ¥QQXSQMZM¥>HQM¥Q§m&nz>mm

_ | | _ _ _ _ | _

ocLe 03¢ 0S€ obE 0f€ 0Z¢ 13 00€ 062
012 00Z 061 081 0Lt 09T 0ST (321
L | | _ _ ! | _
TRNFIUNHI - -- -~ - dAD9D43IMO- - TIRAASSV---- - DI IAYONYIOA VNIV ZAYIOIVNTY - - - - KDHINLS I - SAVHSSHTYAMIVITYL

ele_leo|le oo |oe o .o ol o) {11 es oses]|e o | i | 1o o | o o]
Q>2¥0¥2WN&M¥¥NZE>ADOmhmHODQJmmm»&mm¢0¥m2w¥h¥mQ>Zm>Z¥ZmZQuMN%HZHZMH&JthhQJJHmUuQ&HBKOH>NQ¥mHQmAHQ

| _ _ _ | _ | _ _

082z 0Le 092 0s2 0¥z ote (1144 ote ooz

0ET 0z1 ott ool 06 08

| _ _ | _ _
BAVDVASY - YLOVINWILAS - - NASDITINAYENVVAIVEISY - NAVANVYIIYAS W
. (I o | o Jlheel wod bbbl o] Te¥) o fe e
SAQHAA LI DJDD LA INDINAASMISNANTINTHDISSAHSAISOTN ALY TWDDIANDIDNANS15SASINATOT SADAVOIALS DINDIII SAWSIO

| _ — _ _ _ _ _ _ _
061

0BT oLt 091 051 ovt o€t 0zt o1t oot

lllllllllllllllllllllllllllllllllllll

oL 08 0S ob ot 0z 01

_ _ _ _ | _ |
..... ITE@- - - -~ - - - - - - - LADM 143005 JANOL 1 LINANIING TOSNNNT I ¥NUT - - NINADIATSASYANNIA TKATHTTITSTLINISENN 3o 2SS

ool o .e . Jaas|e o bobeld | Xt . ee o]s of {o sese o] 1 oo oe
STAOATWIASAADLOTSOLLIX IdAODASA - -¥SAAQOT INIHIQIDITSH TONASNNISTONYTNSENANINOAINAINAIATATIR -~ JIINAIDDIW 9reie;: @3S

_ _ _ _ _ _ _ _ _

06 08 oL 09 0s oY ot 0z 0T

t1°¢dSK 8A £ EJdSH

73



ES 2335094 T3

F;é.llb

0S¢t ovt ott 0zt 01¢

HADI3 AN STITATARTLSATONNON ITOVTINWI STYYANANIINNND
ool b U o Thelodbeloltel o TI1Vo] o [olol]
NAL3JAWAYDITEY ILVATINEONTIS ITYLITLOVL - ¥ISHANOAA

oz oT? 0o0v 06t 08¢

00¢ 0s2 082 oLz 092 0sz ove oee 0zz

_ | _ | | _ | l _

NS I TNOYINDMIAOANNINSDANAOINONANIZAAIZIAIIZE - - 803S 13SILITINNFITIITIIIIVIZINTATINAANIAS INIATASSAXTHS

ce oo J{eel 11 (o | . [ {ofeoe see ole | o | | o eea oo Joloeo av]oee osfoeee o] |

74



ES 2335094 T3

08¢ 0st ovt ote ozt 0T¢E 00¢ o6t

00Z a6t 081 0Lt 081 0s1 01 oetl ozt

_ _ _ _ | _ } _ _
m&x¥ﬂm<<020--m<000mmzuaHzZZJwthmeIWHmZEZBmmz¢O>>OHHzmH<wHaozdoxouOmH--ma>ﬁ>02mwmcxmmdmH>zzwomkm
edleil 1 solee O O T I O A I B AR I ol Il ls e | [
xoxzmm&m¥¥m2m>400mmm.--uwooaummrhmmmwxmzmxhxmn>2m>zg-2mzxxm»Hz&thmqumkoJahmOuQ!hH¥Ob>mQ¥mnomaam

| | _ [ _ _ _ _ |

082 oLz 092 0sZ (124 o€ 02z 012z 00z
ott
00T 06 08 oL 09
| , _ _ _ |
JADALYOIAADSIAI -~ === -~~~ 9SQAANDINNALIQA---=--==~=--= - - - ANVA1AZ3OQINHOSIHI - - - ---- - =~ cee--- SNANSIINLA
Pt [1etle | feble o | el o o I IE fesll t teldlel
SAGHAALIO 1994 1A T NNTIASMISNANINTIINS STHSAdSOTN LOTHIIANDDDNANI TSSASINATOT SADYOI LS INNINNSAWS LD
_ _ _ _ _ _ ! ! ( _
061
081 0Lt 0971 0s1 0bt o€t ozt ott 001
0s 0% o€ 02 ()
_ ﬁ | _ |
AB-----n--e- IS INANNKRS - = = == == === == ==ss=--~=oscsc--ser=on- ONYINHNNENITINAT INNNTATNTTITILINA INNM 0w & 093

. [ o lell KXY . o) eaeflilfe s se] o o0 oo}
wmuﬂM<¥>mﬂ>UHwAWOHPNNH&?UuﬁmhdmhowomHZHIQDN%&JW&Hvzmw429m403m4||waz>2mzo>ézxxﬁmﬂdv»erummH2>n¥¥2 g enq S
* | _

06 (+]:] oL 09 0S ov 13 0z ot

$Z'€dSKW B8A € EASR

75



ES 2335094 T3

oLt 09¢ 0S¢t ovt 0¢t 0ce 01t

| | _ _ | _ _
NNSATHIWIOATNNILSATINAINITOATINAINAVIN LAADNINDINS IINOYNIAS S SXHOTINAINL
* — [ — — _ — L] o0 _ L] _ LA N L _ [4 _ * [ 4 _ “ — — [ N ) _ L) L) — “ * 0 . [ ] - _ ~ — —

NALIJFW DI TYY I LYATINIONTIS 1TV L I TIOVINASHANDI AN K I T - -~ - ==~ - mNN%ZQZwA-»v
_ | _ | |
ozy ot¥ oo¥ 06¢ o8t oLt
00¢€
o6t 08¢ oLt 09¢ 0s¢ VA 14 oee ozt 0te

_ _ _ _ _ _ _ _ l l
I3NGAANIINNIANNIAAANNFITIINIFASITAIAAIINT T IIINNGCAI LI INS LI LIZQITIANNTIOIAIIADINTAd INNYAMST INIOATTA

se | I —_'—ou ¢ o o .oo_ .o _ -o__ }eo '.—_o'oo*' elecs ol ljeeo LIl eoel

- ~-03ININITOSIAALCNDING3TIFITINIFIATIATIONT IANFANZF - = === -~ - 333q0aaA3qN -~~~ -~ ACENIHATAINAMS LTNASITAN

76



ES 2335094 T3

A . -_o a ea
Z>3mmr:¥d<mxuxaxxmHmJAOmQQOZHmoonzvdxH>Qmu¥zz>mmu>>ﬁwxmmm3md>0mHmazzamumumxzoHq>¥>002m<ﬂxu<wxz<m3
_

08¢ oLt 09¢ 0S¢t 0bE o€t 0z¢ (43 00€
] A o€ ONM oﬁﬁ
| _
...... mxm«ooz<zg<am><xx<xm<<ao¢--.--------.----------------------------------.----mx<za>mxomqu--
.| I N R le | ol Lhe
zm>mzxMxozm%mzagmxaa<mszero»quoaoxHHauﬂnmmo>xH<a4mzqzzmx»:qzaazmmoa<>u>mmmxmzxwaxmm=z>xzﬁzx4ua
_ _ _ _
062
082 oLz 092 0SZ ove 0€e 0zz 012 002
001 06 08 oL 09
_ ﬁ _ _ ~
...... z><mg<<mm<mzm<z---m<az<<xm<omm<gx<gqmm.--------------a»umzammoo-----mwozuau----aaz>--------
I e b lee o (rr | ol AR Y B B SR—Y Y Iy
xemmmm>a>oxzppmmmx><>monuzmogmzxmaomq>zxmogomzmamoxzmzonammwummmwwoou<muo4momza>maoqaoaHmzumawzc
_ _ _ _ _ _ oni
061 081 0Lt 09t oSt ov1 o€t 021 011l 001
0s 0% o€ 14 oﬂ
, _ | _
............................. zmmzchmz------------.---zzau<zmazqz>xx>mem<>zzm>H»amqguamaszauwxz.N.tena

eoljontal] ses|foesee | HRRR eloes oloeloee]| ol | oo

ZHwam>>wkwa>00w>umHZZQ£ZO>mxzmxmmemDHmmZDﬂZZJOZHJQJwZZJqozmazm02>zHdozuxHZXH?HxAZAmemuuumwmzxz ELL A )

_ , _ ~ _ b _ _ |

06 o8 0L 09 0s ov ot (114 0T
:1°€4SW SA b €dSK

77



ES 2335094 T3

069 089

omm 0zt 0TE 00€ 062 082 oLz 092 omw
_

_ _ _ _ _ _ _
ozzox~qo<gezzmmm<<mg>zzmzzzozxmquo<mznxxoozzmzmomxuomxxgozmm-.mzummmmmmmmommHmmmammng ..... 49799
—..———._ * .ﬁ.... _..__—__ L] . L] ——I— .‘_ e e .——.Q . —. _— #. ._— _ . ——C—‘ —-...

zzzozmqmmgzx>Hmm<>2x>uzzax>m>waHx»moma>xmmexmmOOOqumxmxzmmmHomaomaoaaomaozamzzmmanmmzsmmomzmqmm
_ _ _ _ _ _ _ _ |
019 009 065

oL9 099 059 ovs o€ 029
ove 1 4 0z otz ooz 061
| |_.p/2 | | a |
y  dai3- - 7v333%3QTAGANANS INGITHSSAATHS TRNAFN - - -XHIAADO- OIAMITIRARSSWEN - === - =277 = 27 m =22 m oo oe
o_ . . _QQ o_ Qo_o—o 0_. Ooob— ._ . . _ .__- 0_ — [ _o__ _
= QOmHDmoommHmmm>0mztxHHQMNQ&%&Q&HQQOxxmmHHHZHOQJ<0qu0mmazzZ»zzzmeh>mz>zoamzaoa>w0>>k<¢:mzoowBH
] _ app | | _ x4 | | i
/MMO 089 oLsS 08S 0SS o¥s 0€S 0Zs 01s 00S 06V
08t oLt
_ _
................................... NTAYONWY - - - =~ === e - = =m==m====== === === -ORYNADIGRYN- - -2~ === =
[ R — ~ o o _ . — o o0 - _
HZO&O%J2mm0m>wzﬂmHmeHFHAmoozzxzou><¥JJH>ZQ¥&N¥&HZQJQ&N&UOUMMUmN&ﬂ>¥m<HHwxhﬂm»xmzmzmmﬂaoouxzmm&ﬂd
_ | . _
(0J:14 oLY 09¢% (0324 VR 24 oty ozb (8 4 110} 4 o6t
091 051

_ |

MNHIAVAININLS ISTWAS

78



ES 2335094 T3

0S¢t 12+

_ |
HNMAXASTIIATAATISAT
[le  ddbe otel 111
-¥0ITAIWAILTONI 11T

79



ES 2335094 T3

MONMINS 13T TOSAGONLIOD INITINIAGIIHNNAZSOAALONIUIMYUTADE THAWNQHIAIINNO THANROIWIYAM I Y SHNVIMMAAWD] IHANS

oLE 09¢ 0S¢ 0b€ ote 0ze ote 00¢ 062
0ST 0bT o€t
_ _ _
¥0------ AADLINELY- -OLTONYONDIOS -~ == -« - ISIAL- -~~~ AD----- ND---=-==s=cccocceosmioso-aomanoooooonae

' [ ) ee o | o Flee || slell ol loso
LANYTINGTIVENI NI LIDXA LT -A1ON I IAOWASIOAN I VITUNTI IR KR WTYNS IDTYANAIITN NI IDI TIHMAINTNUTOTILHBAIATAD

_ _ | “ ( | _ _ _ (

082
oLz 092 0sz 114 g 0z 0tz 002 061
0Z1 011 Sﬁ o,_m
_ _
-----SOAIATAI- - ANNDOSLSd-----=~=--~~ g------ OKLYDI-CADSAdI-=--==-=--==-======- ASQQAN----=--=---- WDIALIA

elelll e T e e . . { _o_ XEExa _oom_ . .
YNLLSSINAVAS IMAONYOLSNIAd ISTANA IO ANIAIINNHNODTAS KOS 3dT1ODDIVSOAAIOSNIASTON1AAT SNOITANYNI INSSA - - -

| _ _ _ _ _ _ _ |

081 0Lt 091 0st ort 0€Y ozt o1t oot
08 0L 09 ow ot OM oﬂ Oﬁ
_ _ _ _
QANWITAZIO- -INHOSAHIS - NGNSIINIQA- -INDIS-- =~~~ - AHzazz>2mwzxaz:zxm2udm2-¢mmzzmzHNAZJ-AHhA-mFHz>szzvxoeuB

ol ol ]e el |t V) o oo oo}l s] | hel . e ]| ossce || veole |eo Jleofle seve o os)nee]e
-ASLIAAQOOA TS INNMINDASHNIHIT INSAT ISNDMINNTONLTAT - - - SNNTTORETNSANANITANONT - - “NIIXAIHINTIATISIIISAIINN fave S

_ | _ _ | _ _ | |

06 08 oL 09 0s oY ot oc (1h¢

$Z°tdSH BA b E3dSH

80



ES 2335094 T3

[

0
\&

oaﬂ ooﬁ omw omw OFM omw omw ovw omw

10SASSINDIINATNL IINAANRIFNNIINNIILDNIFT ~FTINIIASIIATAATIN - FI IFINNTAILFINILILT - FATAIQINGTOIATI - - -A
. o ol o |)e oo o 1Y o sealoee |o | Je of Jo o) e} oo o o » olase] eor e .

- -STIYASAIA-A-HSI~ - - S -FSDOONSTINDINIZF ICILAFL - -AA1AALANLANTIAAITNLS - - §9INTTIFIATT - TqFDOITTATHA

059 ov9 0€9. 029 019 003 06S 085 oLs
omm ote oow 0671
| S E— .
OFNIAd INNYAMSI TN IOFTIAZLINCIY - - - YONOL - ¥OOOIBMOTINN- === - == == = R R LR LR R e

oo el o o Joeo ea o oo |« []
QaNHNIIQIIAASLTAITITISA - ~ - H33LI INLD - -d'TYOSOTOUITNNNANNNOUDLASNANATYNLIOANDDAALYEIHS NODSLL INDYOA'INS S

_ _ | _ _ | _ | |

09S 0SS 0®S 0€s 02s 01S 00§ 06% )24

R B A A A B Rt ity

|oeosen
YASNISISTSILLTSGONDNING I AV TTIANOIINS INGTONANIQOTSO ITHTANIVLI SHIQIANSHANTINAIOONMNBIYHUNANTTAHN TR

_ | | _ _ , _ _ _ _

oLy 09v oSt ovd oEe oz¥ oTY 00% 06¢ 08¢

oLt 091

} _

............ SNSHSL-~-~-----cc-cccroreccnncennrrerceccer e e oo - - JNDINLR----------SN
ol Il . bleole H

81



ES 2335094 T3

OBM 09¢ omﬁ ove otEt ONM

. _ |
NNSITHIWADATINNILSAIZMNNINITOATINA INIYINNLICNDINDINS T TNDYP
—_ o-_ ._* . —_ ____.—_l.t_ ocnl_- —- l—' _- o}
AD-J4TALNGITTONS I LATNNNANI TSI TINAI SEVANDIATINN - -OHASA-----

| _ _ _

069 089 oL9 099

82



ES 2335094 T3

zzao,_.ﬂzujziom,ﬂmxx - -33IMNAINS ITHOVCADLSATH 10334 IONY LIDINI AT TNANGIAQINE0T0AN I SNIATHAI L 9FLIALTILT
. _ _ | _ _ _

08¢ oLt 09¢ 0s¢€ ovE (114 ozt 01t 00€
ov2 11 %4 02z (A4 aoz 061 08T oLl 091
_ | _PPLdSK | _ _lgtdsW | | _ _
ve3INIAT- - -AAANINSINIHANS SAATHS TH -~ -~ = zmmxxmﬂm>000umzoam>Q>mm<ﬂ¥¢¥a>&02¢¥O»dzx<xm»¢zzdxu¢>m¥kxhwH
le ol elaee ofoee o] [o of sle o o eosfeed] el 111 | Jool I | ee ol |
.QHQMHNQbmmx&szwxmHnm¥nam&mx>ZMQAH2dzxzzmm¥»&m(OOOHmzdm»mzxmthozzmzmzz<dm0mmxamm-qudomm>¥>u<n49
! ! {oug-pro I - | 2-q _ { ! |
062 082 0Lz 09¢ 0sZ ove [1] ¥4 [1YA4 [1h &4 002
0S1 0%1 0cT ozt ott oOﬁ
| | I | |
SAYHSSAAYADAI TYLAAIIWASYYLIY - -~ =---~=-<coe--emmoooococcs DI IASHASININAY- ~---=-=---~ DAIVYIIVDISYND

I I I I LoV te 11 lelbelll | [ 4 |
mmnmso>2mmmmmm>2m09wuozoammmmhqqz>humumaommoorquwoomo>xmzzerwhaomaquuu9u>uHozzr>zzomum0&22mzam

_ | _ [ — _ _ | | _
06T 081 oLt 091 0st 0%T 0€1 ozt 0Tt oot

06 08 oL 09 0s ov 0t 02 ot

I _ | ! | | | ! _
YONYYIEVAISOINYHTIILAOEMTITOOS - - JANOLLLINANEE - NAIOSNNNT - TYNYTNTNANNALIDISYANNIAIATHT - T4 TSTLINIISAN ZovV
T P I B ol PEEL ellell seal sool hoass | o eosah ol 1) Tle oo | wsle |o

ALNY LANLIQTSNNNNYEN IANAWNT IANONT T AISYIAOLA INGIDING TNINANT SSONYTNNOSMIOTDISLYNSOIASANTITAIAS LINTINNN 1 ow o2 0
_ _ _ _ * _ _ _ _
06 08 oL 09 0s ov o€ 0z o1

P 1°¢dSW B6A L' €dSW

83



ES 2335094 T3

0S¢ ove

_ _
HNIAANSTIZATOITLSAIO
.—__ _ll— -O.l_-.—i
ANNT4LTINATENTSAQ10

0ot 06t

0t 0Ze 01t oot 062 08 . oLe 03¢ 0se

_ _ | _ _ ! ! ! I
NNOA ITOVTLIWI STV AN ANN INNNONRS I TNOVIKDOARNENS DTHAODNNNANSS - - - INITIITIIZIQTS 138T.LITINNTITIIIILIT
L B O R R T e T PO M

lee oe|e o |4 oo o] | .

84



ES 2335094 T3

It

SN -FIIANAINS I TASYNAQVLSATHIDAGI -~~~ =-- -~ - IQNYININIQITRANGIAANIOTOQBAIING - -- - -~ - = - a3Na3133L3qL03L

_ _ | _ _ _ _

09t 05¢ 0%t ott 0z¢ ote oot
omw omw 0t oo 061 081 ohﬁ owﬁ omﬁ
| _ i CR—
AIMINGIDdAIIADINIAd INNYAMSI INIOITTIAIINNABYYONDAYODOITMOTINNNTS LLLENSHSLINDINLES - - - - - - NVDAADLINIIVO

K T [ooe o)l lless sollose | loil | o e | I el lel | .
30La3LIOATINIAININT IATHAMSIIHAHTTTINANINNIIN AL AYOOO 1 INYIIHNAJGINONNINYNNVIIOZJYISSSTIYATIANAIYEYL

062
082 0Le 092 052 0%Z 0€e 0zz otz ooz
ovY OMﬁ QNM 0Tl ooﬁ ow
I _
J1ONYIDIOSISIALAONIOSONIg-~- -~ TdIANN------ 99---S1Sd4DXLY------~------ 0I1aXx9s4d - - - - 13SAAANDIIALIAA

N I R A o 1l o) o [oo el o o (AR KRN N R
ddad1aANdISIJIANUOLSOANDLIISSALTINAIOS A T1AISOOXNITHIAATOAYSNIANGSLIOSANDI IO LOAI TOHNAANNAE I SDIRNSNGT

_ _ _ _ _ _ _ | _ _

061 081 oLt 091 0ST 0%1 0€T 0zt 01t 00T
a8 0¢ 09 0s ov o€ 0z ot
| | _ _ _ _ ! _

ANDITAIOQINHOSTHISN- - = === === === ANSAINLAAGN- -MSTINANNANSONYINHNSN I TANU T INNINT K TNTT 14T - AL INA TN

R shle Dol lld 1 1 eheo oevees | |1 el ol ) lewttol o oo Joos
ALNMIANLQTSNANNDIZNTINANNTIANDN I 1XISYIADLT INONINI TIDINNN I SSONYTNIOZMNO I TN SLYNSDAISINTITd IR T INTSNNW

06 09 0L 09 0s (4 0t (124 01

‘T LdSHW BA L' tdSW

90~

Yiew

85



ES 2335094 T3

e

oLt 09¢€ omw ove
_ _ _
NNSITHIWIDATRNILSAIINIEANSTOATINAINIY
ebIL ol i bllobbel VIL o [o |
»zzamﬂhdmzmdaxawmodOZZHOAthqu>:de

00% 06€E 08t OLE

o€c 0z2¢ ote 00€ 06e 08¢ ocLe 0se 0se ove

_ | _ | _ _ _ _ _ _
HM!HNQZ!!ZEZMudZOdZumemm»x0mm¥>m2&HmZQmxzmmxxmm&&mmmmxxmmmmwxmm>mmmQHQQNNZWNNWNZZQQQ&MNZMHmthQW
beo ol oo aesalee) o o o fa UV L e 1 flebladell fo ojie o] o lees ]

86



ES 2335094 T3

it Q

x>HQ<m2<MBmm0xmmu><¥a9222¥mmmmu>>aozmmmzzAmOQmQQuzu»uauozax0¢moruuzz<m3>mxmzm933&¥<nxme22m2>HxA>

_ | _ _ _ _ _ _ _

o8¢ 0LE 09€ os¢ 173 0f€ ozg 01€ 00€
08
_
............ R R REER (2 LR TR T e T R P RRER (ol od's 0 4'e o o tc LR R D

toe Jeo oo_____
AITALILIASLALOWWAAOAL INDIQVI S XAd IVOHY I INNNHI LY THYVISSYASA IINI3AODHDNLIIADTLIHTITSOYNSIATADINNGSS A

oee oLe 092 0sz ove oez 0ze otz 00z

062

oL 09
_ _
SRR 7.5  CEEEE TP EC T EPRRPPN R it T4EODSdw~ === ~= v -QNOLIL~===-=-=----ceonecannne \

_ o o . -__- seves|
NIASSOTMNNIZHANIYOOAINSIOAD ITALAINNIOTNI LA I SYd IDOYIFSOAES INDNSNASNSANDLISTINTOANSAYATSHNININZIDI T

o061 08T 0Lt 091 0s1 oyt OEl 0zt ott 001
0s ov ot ot 0ot
| _ _ _ _
NANZINFIOSNNNTI - -~ -=-=---- YNSTININAA - -----~~=------ AATDISYAN--=-------~--vov-0- NIXIXTHTTIISTLINIISHW

IoTheet 4 1141 Theo os ol 1) be shoee Jeslel | o]l o
axmzmzauxomo&ZHammxmHmwwz>2xxa2¥2hmHzozztnuhzz><xozam002~HZZ¢AZmzumz>>hUPm>Hz>>Houmauu~>u>mde>Hz

_ _ | | _ _ _ _ !

06 o8 0L 05 0s av 0t 0z ot

‘T°EdSH BA 8° €£dSK

2ev

ey

87



ES 2335094 T3

R

-0
&

0L? 09¢ 0s¢ 0ve 0ET 0zZe 01¢

_ _ _ _ _ _ |
IN33ANIFA - -332IIATSINSTLITINNTITITIILIT - - -~ == === - = ===~ - - - VFEIAIATAGANIN S INGH I SSAKTHS T- - - - - WNFEY

[he o]o & IR * aseae sefloe oo ses slesulol|ete & o] | [ [ 1e
1303dMA3 1MIALIIAYETAL AT L8333 IAFEL IR 1ATHIIFALIATIIOAINIFAF 1T TAQESANVIOAIAS TS TIATE TYOOANAUZNS

| | _ | _ _ _ | _

0L9 099 059 0%9 0£9 029 019 009 065

oot DET 081 OLT 0ot oSt orT

J | _ _ _ _ |

HHIANDDDIZMOTIATASSYIIYA - - - ~ - -TAYDNYIDAVIOI Y E AV B VAT - - - - - e ———— IALS I SQUAS SHIVAMAITYIH - -~ -~ -
| o . v v etd e | lee o | N e 01 de b eel |
HOZ155505 STATYAGINSAAIINSHSRTSASOONATDI SOANSHHNIAINNNIDM NI FLOODHANIAVL LA LAAAIONIDDLIONTSIAd TLIDD

| ¢ee | _ | _ _ _ | | _

08s 0LS 09§ 08% 0%s . 0ES 0zs 018 0os 06¥d

0€T oet

| _
......... e e ADIWASYYIOVE - - - - - - - - ~HWALAS -NAST -~ m s s s sno oo oo

_ .._ L] L] L] .._ .._—
dBATYNASNSAI SADMITIZTIVIOAL L TIAADTIDN LONDFAONT ITATSISTIN IALXNTIANNAN ISOAIMNE LATANAMBZ AN TLS SONANG

| _ | | _ _ | _ _ |

o8v oLb 09¢ 0s¥d (-4 otd oze oib 00% 06¢€

L) ‘o._o. slel 1| Fo

88



ES 2335094 T3

0St ove ote oce 01¢ 00t omn_u omw

_ | ! _ | _
HADIA AMSTIEATANTLSATONNON ITOVIINWI STV IN ANDIINNNONY S T INOVAWDE ~ - - - - - NOONNINSOINIDI - - ~NAA
eee 1111 o Jesaa [el FLEIIUE [} | o] seosee|s oo el b 1 1L 1) el
-th_Szaqu_mamzqemamwzommﬂﬂ ISNATLHANIANZ -z»zv;zv_mﬁzﬁ_uxmaxmmzzuoxxmmaoaﬁo 1033 TSN
| . | I | I _
09¢L oSt ovL OEL 0ZL 0tL 00L 069 089

89



ES 2335094 T3

le 11 LTI Lle Lo 1 AT )Y
1TYINYILEIONA 3DOAVHT LAWNDIZSTTIAXLOMI Y IMUT 304 IATINOXOLODONMIOYSDXODWWYEMAHHENS LMMINVIN INQNNINA INTANZ

08t 0LE 09¢ 0S€ b€ 0€E ozt 0t€ 00€ 062
omﬁ 0%t omﬂ owﬁ Oﬁﬁ
|
........ IYOLIONYONDIOS ISLALADN - - === === ======-=-=c-=====-c-c-FOSOY---==-----1d7- -~ --dIANNDOSISdd- -

o __-_-_.__o_ Jo | . . . . o | ofe
A»PuhmxmkaQEEQQU¢uuZOqumm»mHdomtzmazzzxukmnxmdmwmcwm»umzmmﬂumxxuﬁhmeOAPHmAUAmommmm>J>0¥ZQmmmzx

082 oLz 092 0se ove o€z 0ze 012 00z
00# _ . o%
................................ DALNOIQA=--=~======s=cemsm=ssee----954d1d-=~~---- - -SAAANDI-}AL10G

. b |o o el|loe Toe | |eee | o]
>meJZZZKm:>Z¥¢UO&JZwQQ¥UHmQPmUMZ&OJZHH?Hmm&HOOﬂJNWUﬂ&hHZOZmZDmZMQZDHHwHNZHUNZWN‘QJW!ZHZﬂMNW&&HQm

0671 081 oLt 091 0st obT 0ET ozl 0Tl oot

o8 oL 09 0S S0P 0t (114 01

| [ _ _ | _ _ _
ANY=-----mommemn WIAIEOQINHOSE - - -HISNANSAINLAASIDISTINANNAWSONY TRHIDIENT TN I SNNIN I XTNTTIJTALINA DINW

. o 1V ETTEe [ebltelfe 1 3 o HII | sece o eef] | e o Tledlf o ol o -«
SNINGOYAIOANIASINS THSSNANHITNNAT INONNYA I LNNAYNONT - - 3AGNT INNYINANOANANIDLSAINARIGTHTAS IAIATSTIAIN

06 08 oL 09 oS ot 0¢ oz 01

$T"E€dSW BA 8'EdSW

gow

;e

90



ES 2335094 T3

Y,

omﬂ oLe 092 0S¢ ore omﬂ omw oﬁw oow

_ _ _ _
EMNIZITNTIZIINGIASIAAIAAIINTTIZINNGAILE - - INILILIIAIAIAINAIOdATIADINAAL INNYAMSA 1N IO TTAZLIINNATVYON
| fo o wal oo Jool [la Josstol the | |l o oll | lel lololado)ioll o I '} oo o oo | |
OmmxomHmz>Hmmo<mmmkmmm&WMWHMMWHQmmhmmmHmeHmmmHHhmHmUﬁhzNmmmwmmnsammm2<HOQHQMQMA&>QMQtUOkMSQN&M&G

, _ | | _ _ | _ |

0L9 099 059 ob9 0€9 029 019 009 068

061 08t

| 1

OdYODDIAMOTINN-=- - === -~ s e S S LR Cr R B R TR -
boElle o | .
mqmmmommqmqgaQmmnH.Qm:mmmm>mooz>moHmoEmmmzmmmzzznuxzmmSmommzSﬁ?wpmgmozmoﬁ_vgoﬁmmam,_ﬁHoomm
I eee _ | | | _

0LS 095 0SS 0%S 0€s 02s 0TS 00S' 06b

0es

mA<z>mzw>mmmmquzqu<¥00&hamu>OOJ2¥xHUxumauxmqummmmahxHQBMZHxszrxHmomhxmhxmzz>3wmwuxdhmmUZmzmm>

_ _ _ _ _ _ _ _ . _

06¢ oL 09% 0S¥ ovd oeb ozvy ote oot 06¢

0LT 081

| _

............................................. - - -NTSLLLSNSHSL-------===-=---------JNINLISNYOAADLINT

91



ES 2335094 T3

orq 09¢ omﬁ ove omw om_m o:_” 00¢€ om_m
| _ | _
NS ITHIWIDATNNILSAT N INSTOATINA INAVINNLIALONNDINS I INOYNIASASSA - - - XOTINAINL I ANANHIDT
sl ool Bl elelooe o wflallbltol b o o] [o [losaslol o of ol Pt o o
Lo -h_SzaHaxmamqaamomwzomm_Sam 1 ngaﬂgaqmgsm TN EMIISNNIONN IS LALNIQIONZATSNNA 13
_ _ | | |

09L 0S¢ 0bL 0€L 0zL OTL 0oL 069 089

92



ES 2335094 T3

Motivos del tipo MSP3b

10
I
le|
seq.4/MSP3 IL--GWEFGGGVP
seq.5/MSP6 IL--GWEFGGGAP
seq.3 YF--AWEIGGGAP

seq.l c-term -LER-GLGSGALP

seq.1l n-term --DDGSAFGGGLP

seq.8 ILDDGIEFSGGLYF

seq.? n-term --PDGSELAGGIP

seq.7 c-term ---RLELSSGSSLE

MSP3b:

codones: ATT TTA GGT TGG GAA TIT GGA GGA GGC GTT CCA
2.a. { L G W E F G G G A" P

MSP6 equivalente

codones: ATA CTT GGA TGG GAA TTT GGA GGA GGT GCT CCY
a.a. | L G W E F G G G A P

Fig 12
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Fig 13

Motivo del tipo MSP3c/d s

10
i
* [ 1 oIl Tl
seq.l LELTKLTSKDEEDI IKHNED
sedq.3 LEHVKITSWDKEDT TKENED
seq. 8 LESVNLTSWDKEDIVKENED

seq.4/MSP3  LSHLYVSSKDKENISKENDD
seq.5/MSP6  LEQIKIPSWDRNNIPDENEQ
seq.7 LELVPLSLSDIEQIANESED
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Fig. 18
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a
@
-
b
E

MSP3.1
(MSP3)

MSP3.2
(MSP6)

MSP3.7
MSP3.3
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)

MSP3.4

bor
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a
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10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<110> INSTITUT PASTEUR
<120> FAMILIAS DE GENES SIMILARES A MSP-3
<130> 85767 - AD/'VMA/VG
<140> Nueva Aplicacion de Patente Europea
<141> 2003-10-24

<160> 30

<170> PatentIn version 3.1

<210>1

<211> 1065
<212> ADN
<213> Plasmodium Falciparum

<220>

<221> miscfeature
<222> (1)..(1065)
<223> MSP 3.1

<400> 1

<210>2

atgaaaagtt
aataatgttg
ttgaataata
gattrragtg
gcttecgaag
gaagctgcta
gaagcatgta
gatgatgctg
gaaaaagcaa
gttttaaaag
ggcgttccag
gataaggaaa
gaagaaacag
agtgaagatg
aaagaacaag
cagaatttaa
agcatcatga

aaagatttag

<211> 354
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum

<220>

<221> MISCFEATURE
<222> (1)..(354)
<223> MSP 3.1

ttataaatat
ctagtaaaga
attctcaaat
gtggagaatt
atgctgaaaa
aagaagcagt
cagctgcttce
aaaaatcttc
aaaatrgctta
caaaagaagc
aacacaaaaa
atatatctaa
aagaagaaga
aagaagaaga
aaaaagaaca
tttctaaaaa
aaactttagc

tagaagaatt

ES 2335094 T3

LISTA DE SECUENCIAS

tactctttca
aattgtaaaa
agaaaatgaa
tttgtggcct
agcrgcraat
azatttaaag
alaggcaaag
aaaagctgat
tgaaaaggca
ttctagtrrat
agaagaaaat
ggaaaatgat
acttgaagaa
agaagaagaa
2agtaatgaa
ccagaataat
tggtttaatc

atccaaatat

ttattrttgte
aaatataatc
gaaaatgtaa
ggttatacgg
gatgctgaaa
gaatctgata
aaagctgttyg
agtatttcta
aaaaatgcett
gattatattt
atgttatcac
gatgtattag
aaaaatgaag
gaagaaaagg
aataatgatc
aatgagaaaa
aagggaaata

trtaaaaatc

tacatttata
ttaacttaag
atactacaat
aagaattaaa
atgcttcaaa
aatcttatac
aaactgcttt
caaaaacaaa
atcaaaaagce
taggttggga
atttatatgt
atgagaagga
aagaaacaga
aagaagaaaa
aaaaaaaaga
acgtaaaaga
atcaaataga

attaa

tatttatata
aaatgcaata
tactggtaat
agctaaaaaa
agaggcagaa
aaaagcaaaa
aaaggcaaaa
aéaatatgct
aaaccaagct
atttggagga
ttcttcaaag
agaagaggca
atcagaaata
tgacaaaaaa
tatggaagca
agctgctgaa

ttctaccrta

60
120
180
240
300
360
420
480
5S40
600
660
720
780
840
900
960

1020
1065



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 2

Met

Tyr

AsSQO

ASN

Gly

65

Ala

Lys

ASp

Ala

Lys

145

Gl

Ala

Ile

Glu

Ie
225

Lys

Ile

Leu

Glu

S0

Glu

Ser

Glu

Lys

Lys

Asn

Leu

Asn

210

Ser

Ser

Tyr

Asn

35

Glu

Phe

Glu

Ala

Ser

115

Lys

Ser

Ala

GIn

Gly

Met

Lys

Phe

Ile

20

Leu

Asn

Leu

Asp

Glu

100

TYyr

Ala

LYS

Lys

Ala

180

Trp

Leu

Glu

Arg

val

Trp

Ala

8s

Glu

Thr

val

Ala

Asn

165

val

Glu

ser

ASN

ES 2335094 T3

ASn

Asn

Asn

ASN

Pro

70

Glu

Ala

Lys

Glu

150

Ala

Leu

Phe

His

Ile
val
Ala
Thr
SS
Gly
Lys
Ala
Ala
Thr
135
ser
Tyr
LysS
Gly
Leu

21

ASp

Thr
Ala
e
40

Thr
Tyr
Ala
Lys
1%
Ala
Ile
Glu
Ala
Gly
Tyr

val

Leu

ser

25

Leu

1le

Thr

Ala

Glu

105

Glu

Leu

Ser

Lys

Lys

185

Gly

vat

Leu

Ser

10

Lys

ASn

Thr

Glu

ASh

90

Ala

Ala

Lys

Thr

Ala

170

Glu

val

Ser

ASp

Leu

Glu

ASD

Gly

Glu

75

ASp

val

cys

Ala

Lys

Lys

Ala

Pro

ser

Glu

Phe

Ile

Asn

ASnh

60

Leu

Ala

AsSn

ASn

Ser

Glu

Lys

220

Lys

teu

val

Ser

45

ASp

Lys

Glu

Leu

Ala

Asp

Lys

Ala

ser

His

205

ASp

Glu

Leu

Phe

Ala

ASNn

Lys

110

Ala

Asp

Glu

Tyr

Tyr

150

Lys

Lys

Glu

HisS

15

Lys

Ile

ser

Lys

Ala

95

Glu

ser

Ala

Tyr

GIn

175

Asp

Lys

Glu

Gly

Leu

Tyr

Glu

Gly

Lys

Ser

Ser

Lys

Glu

Ala

160

Lys

Tyr

Glu

ASn

Ala
240
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Glu

Glu

Lys

ASD

Ser

305

Ser

ASD

ASN

<210>3
<211> 1116
<212> ADN

<213> Plasmodium Falciparum

<220>
<221> miscfeature
<222> (1)..(1116)

Glu Thr
Sér Glu
Glu Glu

275

Glu Asn
290
Lys ASn

Ile Met

ser Thr

Glu

Ile

260

Glu

ASn

GIn

Lys

Leu
340

0

245

Ser

AsSn

ASp

ASN

Thr

325

Lys

ES 2335094 T3

Glu Glu Leu Glu G;

Glu

ASp

Gln

AsSn

310

Leu

ASp

Asp

Lys

Lys

299

Asn

Ala

Leu

<223>MSP 3.2

<400> 3

atgaataaga
aataacttta
atgtataata
gaaaatagta
gtagatgata
tatgatatac
cttcctataa
3agggagcaa
tctgaaacaa
datatacttg
aagacagaat

gatgagaatg

trtataatat
tcagaaatga
acgataaaat
ttcacgaatc
taacatacaa
aagcaacata
aacaaagtgg
atgqtttaac
ataaaaatcc
gatgggaatt
attractaga

aacaagtaat

tacttttctt
acttataaac
attaagtaaa
tggacataag
aaaaaaaaat
tcaatttcct
agaaaatcaa
tggtgcaaca
tacttctcat
tggaggagqgt
acaaataaaa

agaggaccct

250

Glu Glu
265

Glu

LYs Lys Glu

280

LyS ASp Met
Glu

Gly Leu Ile

330

Glu Glu
345

val

ttcattcttt
gaaaaaaacc
aatgaagtag
attgatgggg
gttgatgatt
tctacatcag
tatactgrta
gaaaatatta
agtaatagta
gctccrcaaa
attccatcat

caagaagata

Lys Asn

Glu

Gln

Glu

val

315

Lys

Leu

u Lys Asn Glu

6lu Glu

Glu Lys
285

Ala GIn
300
Lys Glu

Gly Asn

ser Lys

Glu

Glu

270

Glu

ASn

Ala

AsSn

Tyr

Glu

Glu

GIn

Leu

Ala

GlIn

phe

Thr
Glu
Ser
Ile
i

Ile

Lys

taaacttata
ataatttaag
atactaatat
aagaagtttt
cagaaatrcc
gaggaaataa
catctatatc
cacaagttgt
ctacaacttc
atggagctgc
gggatagaaa

ataaagatga

tataaatgaa
aaatggttca
agaaagtaac
aazagctaat
tttttctogt
tgtaattcca
aggtaticaa
acaagcaaac
tctgaataat
agaagataaa
Taacatccce

agatgaagat

.60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
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<210> 4
<211> 371
<212> PRT

gaagaaacag
aatgaagaag
aaggaagaag
acaaatgaag
ttaatticta
2aaacattgg

gtacaagaaa

aaacagaaaa
atgacataga
aagaaaaaaa
ttaaagagga
ataagaataa
ttggattatt
tgatccatct

<213> Plasmodium Falciparum

<220>
<221> MIS

CFEATURE

<222> (1)..(371)
<223> MSP 3.2

<400> 4

Met
1
Tyr
Asn
Ser
His
65
val
Pro

Ser

Asn

Asn

Ile

His

Asp

Phe

Gly

Gln

Lys Ile

Glu
20

ASn

AsSn Leu

35

Asn Glu

ser Gly

Asp Ile

ser Gly

100

Gly Asn

Tyr Thr

130

Leu

Thr Gly

ES 2335094 T3

trtggaaaca
tgaagaaagt
ggaagaaaaa
acaaaaatat
daagaatgat
taatgaaaaa

atttagtaat

Asn Ile

ASn Asn Phe

Arg Asn Gly

Thr
55

val Asp

Ile

His

Thr
85

Tyr LysS

Ile

Tyr Asp

Asn val Ile

Thr Ser

135

val

The Glu

150

Ala

gaagatgata
gtagaagaaa
aaagaagaaa
agttcaccaa
gaaacaaaaa
aatgagatag

aattaa

Thr Phe

10

1le Arg

25

ser met

40

Asn Ile

Asp Gly

Lys Lys

90

Ala
1058

Gln

Pro
120

Leu
Ile Ser

Asn Ile

Leu

ASn

Tyr

Glu

Glu

ASN

Thr

Pro

Gly

Thr

ataatgaaga
aggaagaaga
aaaaaccaga
gtgatataaa
agactgetga
attctacrat

pPhe Ile

Glu tLeuw
AsSn

Asn

Asn
60

Ser

Glu val

75

val asp

Tyr GIn

Ile Lys

Leu

Ile

ASp

45

Glu

Ley

AsSp

Phe

Gln

gatagaagaa
ggaagaaaaa
caatgaaatt
tgcccaaaat
aaatatagtt

daataattta

Leu ASn Leu
15

Asn Glu

30

Lys

Lys Ile Leu

Asn ser Ile

Ala Asn

Lys
80

Glu Ile

95

ser

Pro Ser Thr

110

Ser Gly Glu

125

GIn
140

Ile

GIn val

155

LyS

val

Gly Ala Asn

Gln Ala Asn

160

780
840
900
960
1020
1080
1116
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Ser

Ser

Gln

Ile

Gln

Glu

Glu

Glu

Glu

Glu

Ile

Ser

<210> 5
<211> 1275
<212> ADN

Glu
Leu
Asn
Gt
val
Glu
Ie
Lys
290
Glu
Ile
Asn

Asp

Asn
370

Thr

Asn

Gl

19

Ile

Ile

Thr

Glu

Glu

275

Lys

Glu

Ser

Ile

Ser

355

AsD

ASnh

ASD

180

Ala

Pro

Glu

Glu

Glu

260

Glu

Glu

Gln

ASnN

val

340

Thr

<213> Plasmodium Falciparum

<220>

<221> miscfeature

<222> (1)..(1275)
<223> MSP 3.3

Lys

165

Asn

Ala

ser

ASp

The

245

Asn

Glu

Glu

LysS

LYyS

Lys

Ile

ES 2335094 T3

Asn Pro Thr Ser

Ile
Glu
Trp
Pro
230
Glu
Glu
Glu
LyS
Ty

310
ASN

Thr

ASn

Leu

Asp

Asp

215

Gln

Asn

Glu

Glu

Lys

Leu

ASRn

Gly
LYS
200
Arg
Glu
Leu
Asp
LyS
250
Pro
ser
Lys

val

Leu
360

Trp

185

LysS

ASn

ASp

Glu

Lys

ASp

Pro

ASND

His

170

Glu

Thr

Asn

ASn

Thr

250

Ile

Glu

Asn

Sser

330

Leu

GIn

Ser

fhe

Glu

Ile

LYyS

Glu

ASp

Glu

Glu

Asp

315

Glu

Phe

Glu

AsSn

Gly

Tyr

Pro

220

ASp

Asp

Glu

Glu

Ile

300

Ile

Thr

ASn

Met

ser
Gly
Leu
205

Asp

Asp

Glu

Glu

285

Thr

Asn

Lys

Glu

Ile
365

Thr
Gly
Leu
Glu
Asp
Asn
Ser
270
Lys
Asn
Ala
Lys
3%

His

Thr
175

Ala

Glu

AsSn

Glu

AsD

255

val

Lys

Glu

Gln

Thr

335

ASn

Leu

Thr

Pro

Gln

Glu

Asp

240

Glu

Glu

Glu

val

Asn

320

Ala

Glu

Phe
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<400> 5

<210> 6

atgaaaaaaa
tragtacaaa
tcagaaaatg
gatttttcag
actggggttg
cctaaagaga
aacgaatctg
atgcttggta
aatcttaacg
trtggtccea
gtractcaaa
ccgactaaaa
gattcaaaaa
gatgggatag
aaacaaaaaa
aaggaaaatg
tacgaaaacg
gaagaaatat
aatataccag
gataatgata
aatggaaaaa

tttacatata

<211> 424
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum

<220>

tcgtgaatat
acgaaaatgt
gaataaaaag
catrttctta
aaagtgtaaa
ataaaattag
atagtagttt
ctgaaaagga
acaattccaa
ctgtggttca
aaacaactaa
acactaatac
caaaatcaaa
aatttagtqgg
atgtrttaga
aggatgttaa
aaattataaa
tagaagaaaa
atttatcaaa
aatcagaaaa
atgaattaga

attaa

<221> MISCFEATURE
<222> (1)..(424)
<223> MSP 3.3

<400> 6

Met Lys Lys Ile val Asn Ile Ile Phe Tyr Ile Leu Tysr Leu Tyr Ile

1 S 10 15

Tyr Lys Arg Asn Leu val GIn Asn Glu Asn val Asn Lys Ser Asn Leu
20 25 30

Arg Lys Gly Leu Ser Thr Asn Asn Ser Glu Asn Gly Ile Lys Ser Leu

ES 2335094 T3

aatattttat
aaataaatct
tcraaaggat
tggtggttat
agctattgat
ractgaacca
agaaaatgat
aggttctcca
atggtcrgat
tgatgttagt
agatattggt
atatgagaag
tgaaaaagga
tggttratat
atcagtaaat
agatgaaaag
gcaaccagaa
taaaaatgat
cgataataat
aactgcacaa

tgctaccata

atcrtatarct
aatctaagaa
gaagatgaac
cctatttatg
ggggaaagtg
ggagcagacc
aaaaaaaaaa
gatagtcatg
tttcttaaaa
gatacccttt
agtactrtac
aaaaatgaaa
agacctccta
tttaatgaga
ttaacatcgt
gatgaagatg
gacatattgg
acagtagata
tattatagtt
acattaatca

agaagattaa

tatatatata
aaggattatc
atattaatat
aaactacagg
gtacttcaat
aggtgtctat
aagaaaacgt
atagttctaa
atatcgtaac
cagatatatc
trgacttttt
ataaaaatgqgt
catattctcc
aaaagtcgac
gggataaaga
atgaagaaga
atgaggaaga
caagtgattt
taatttataa
cagctctgat

aacataqgtt

taaaagaaac
tactaataat
tataggagat
aagtctagga
ggattctaaa
tggattggtc
aaaaaaagaa
ggaaaaatta
gtttggtggt
taaagatgaa
tttaccatta
atcaaatgta
tattctggat
tgaagaaaat
ggatartgre
agaagaaaaa
agtattagaa
agaaaagaaa
gaactataag
aagrrtatta
tatggaattt

60
120
180
240
360
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1275
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Lys

Phe

65

The

Met

ASp

Asn

Glu

145

Asn

Thr

Leu

Ile

Thr

225

Asp

Pro

Glu

val

Asp

ASp
SO

ser

Gly

ASp

Gln

Lys

teu

Phe

ser

Gly

210

AsSn

ser

Ie

Lys

AsSn

290

val

35

Glu
Tyr
val
Ser
val
115
Lys
Glu

ASn

Gly

Thr
Lys
Leu
LyS
ng
Leu

Lys

Asp

Gly

Glu

Lys

100

Ser

Lys

Gly

Asp

Gly

Ile

Thr

Tyr

Thr

ASp

260

ser

Thr

Asp

Glu

Gly

Ser

85

Pro

Ile

Lys

Ser

ASn

165

Phe

Ser

Ley

Glu

Lys

245

Asp

Thr

Ser

Glu

ES 2335094 T3

HiS

Lys

Gly

Lys

Pro

150

ser

Gly

Lys

Leu

230

Ser

Gly

Glu

Trp

Lys

Ile

55

pro

Lys

Glu

Leu

Glu

ASp

Lys

Pro

AsSp

ASN

Ile

Glu

40

ASD

Ie

Ala

ASN

val

120

ASn

Ser

Trp.

Thr

Glu

200

phe

ASNn

Glu

Glu

ASn

280

Lys

Glu

Ile

Tyr

Ile

LyS

105

Asn

val

His

Ser

val

185

val

Phe

Glu

Lys

Phe

265

Lys

Glu

Asp

Ile

Glu

ASp

90

Ile

Glu

Lys

ASp

Thre

Lteu

ASn

GlIn

Asp

Asp

Gly
Thr
75

Gly
Ser
Ser
Lys
ser
155
Phe
Mis
Gln
Pro
LYysS
2%s
Arg
Gly
Lys

ile

Glu

Asp

60

Thr

Glu

Thr

ASp

Glu

140

ser

Leu

ASp

LysS

Leu

220

ASn

Pro

Gly

Asn

val

300

Glu

45

Asp

Gly

Ser

Glu

Ser

125

Met

Lys

Lys

val

Thr

205

Pro

val

Pro

Leu

val

285

Lys

Glu

Phe

ser

Gly

Pro

110

Ser

Leu

Glu

AsSh

Ser

190

Thr

Thr

Ser

Thr

Tyr

teu

Glu

Glu

ser ala
teu Gly
80
Thr Ser
9s
Gly Ala
Leu Glu
Gly Thr
Lys Leu

160
Ile val
175
ASp Thr
LyS ASp
Lys Asn
Asn val

240
Tyr Ser
255
Phe Asn
Glu Ser

Asn Glu

Glu LyS
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<210>7

305

Asp Thr Ser Asp
355

Asn

Glu Asn Glu

val Leuw Glu

AsSn Tyr Tyr

Ile

ES 2335094 T3

310

Ile Lys

325

340

370

ser
385

AsSn

Phe

<211> 2094
<212> ADN
<213> Plasmodium Falciparum

<220>

<221> miscfeature
<222> (1)..(2094)
<223> MSP 3.4

<400> 7

atgaagaaaa
daaaatatca
Cctaaataata
tctaaaattg
gttggacaag
ttagaaggaa
gatggtagtg
Cataataaat
CCaaaaaatt
actacaaata
aacaaggttt
gctttaggag

acagctataa

Glu Lys Thr

Gly Lys Asn

Met Glu Phe

Glu

Leu

Ser

Ala

Glu

Glu Ile

Glu Lys

Gin

Leu

Lys

Glu
330

Pro

Glu Glu

345

Asn Ile

360

teu Ile
375

GIn Thr
390

Leu ASp

405

420

tatatagtat
aatgcaatga
gtttagattt
aagaacatga
atgtgecctat
atagtattga
ctettggtgg
gtcctgatga
ctactggtag
aaggtgttct
ggcatcgaat
aatcaaatge

aatatggatt

Phe

Thr Tyr

trtcttttce
cctaataaat
aacaaatgga
adataaatct
tacatcggta
cgatactaaa
tggactccct
aaattttrtge
daaatggggat
tgtrcececece
caaagacgag
tttaatgaaa

ttcagatatg

Tyr

Leu

Ala

Lys Asn

Ile Thr

Thr Ile

410

Asn

ttatttattt
tataatgatt
ttaaataaca
taccaaaata
tattcttcta
ggtcttragtg
ttttctggtt
aagggtatta
tggattagtg
agaagaacaa
aaaaatttta
cattataaag

ggagatataa

315

Asp Ile Leu

AsSn Lys Asn

pro Leu

365

Asp

Tyr Lys

380

Asp

Ala Ile

395

Leu

Arg Arg Leu

tgaatcttca
cgaatctaag
aagataacag
aagataataa
aaattataaa
ttactaatag
attctectct
aaaatgrett
tggctgttaa
aattatgtct
aagaagaatt
daaaaaatct

taaagggaac

320

Glu
335

Asp

Thr
350

ser Asn

ASn Asp
Leu

ser

His
418

Lys

tatatatata
aaacggatta
ttttattgat
tatctctatc
tgctaatgat
tggatttgat
acaaggaaat
atccrgrect
agaaagttca
aagaaatatt
tgttaaagtt
gaatgccctt

agacctaatt

Glu

val

ASp

Lys

Leu

400

Arg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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gactatcaaa
agtaatgaca
gatgcatica
aatatggaca
agcgaatata
aaccaggatg
aagcattatg
tttgaaaaag
aaagaaatat
tttaaagata
ctaacaacca
caacgaggga
gttgatcaaa
tacaacaata
actgaagaaa
ataaagcata

gatgaagaag

‘aatgaaacaa

gaaaataagg
gtrgacgaag
aatgttgctg

gaaactattt

ttactaaaaa
aaattaaaaa
tgtgtggata
gaataccaca
aaaataagtt
attcacaact
aagaatgggt
aaaaaagtaa
gtrctgaatg
acgttacact
cttctttate
atataacaac
ccaacagatt
atttagagcg
aatattctct
atgaggatgt
aattggaaaa
atgatacgga
aaaaagaact
atrrcatatcg
aatctatagt

ttaagggttt

<210> 8

<211> 697

<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE
<222> (1)..(697)

<223>MSP 3.4

<400> 8

?et Lys Lys Ile ;yr Ser Ile Phe Phe igr Leu Phe Ile Leu Asn Leu
His Ile Tyr %32 Lys Asn Ile Lys g;s Asn Asp Leu Ile Asn Tyr Asn
30

Asp Ser Asn Leu Arg Asn Gly Leu teu Asn asn Ser Leu Asp teu Thr

ES 2335094 T3

tataaatagg
acgtgtagac
taaagttcat
atatcttaga
tgaggatgta
attagaaata
taatagaagg
atatgaagat
tgattgtaaa
tcttaaagca
aacgtctatt
atctcaagga
agataatgta
tggattgggt
agaattaata
gagagaagaa
tgaaggagaa
agatacggac
cagtaatcaa
aatactatca
gaaaaaacta

gacagaagat

gcattagata aaatattacg taatgaaaca

tggtgqgaag
atcggaaata
tggtttagag
ataaaattat
tcaaaaaagg
agacctgaat
actaaaagta
tataaagatt
gtaattgata
aatagtgtia
aattrcacacc
aactctgtaa
tctggtgete
aaattaacat
atagaagaac
gaaacaaaag
gatactgaag
caacaaagtg
gtaagttata
tttagtttat

atgacagatt

ctaataaaag
aaccatgtece
aatggggaac
gtaatatcca
ataaatgtaa
ggaaaggcca
taactgctga
tggataatac
acaaaaaaaa
gggattctag
gtgcaactgt
cgcaaagagg
ttectggtac
caaaggatga
aacaagaaga
aagaagatga
atacggaaga
aaaaaaaaag
aggacaataa
ttaatgataa

tatttcaaaa

tgcattctgg
agaacatgat
atatgrttgc
acaatttaca
agaagcatta
atgtgataaa
daaatattta
atttaaagaa
tcaagatict
taatctagat
tgtgcaacaa
adataataac
aaatattatt
agaagatatt
catcgaggaa
tgaagaaaag
tatagaagag
tatttcaaaa
tgaagtaaaa
taataattitg

ataa

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2094
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ASn

Glu

65

val

AsSn

Ser

Leu

Pro

145

Pro

Lys

Thr

Asp

Ser

225

Thr

The

Asp

val

Cys

Gly

50

His

Gly

Ala

val

Pro

130

ASp

Lys

Glu

Lys

Glu

210

ASNn

Ala

Asp

Lys

35

Leu

Glu

Gln

AsSn

Thr

115

Phe

Glu

Asn

Ser

Leu

195

Lys

Ala

Ile

Leu

Ile

275

Trp

ASN

AsSn

Asp

100

Asn

Ser

Asn

ser

Ser

180

cys

Asn

Leu

Lys

Ile

260

Lteu

Trp

LysS

AsSn
Lys
val
8s

Leu
Ser
Gly
Phe
Thr
165
Leu

Phe

Met

Arg
Glu

val

Lys
ser
70

Pro

Glu

Gly

cys
150
Gly
Thr
Arg
Lys
LYyS
230
Gly
Tyr
ASnh

Ala

His

ES 2335094 T3

ASp
S5

TYr
Ile
Gly
Phe
Ser
135
LYS
Arg
AsSn
Asn
Glu
215
HisS
Phe
Gln
Glu
Asn

295

Ile

40

ASn

Gln

Thr

Asn

Pro

Gly

AsSD

LyS

Ile

200

Glu

TYyr

Ser

Ile

Thr

280

LyS

Gly

Ser

ASNn

ser

ser

105

ASp

Leu

1le

Gly

Gly

Asn

Phe

LYS

ASp

Thr

265

ser

Ser

ASn

10

Phe

Lys

val

30

Ile

Gly

GIn

Lys

Lys

val

Glu

Met

250

Lys

ASn

Ala

Lys

e

ASp
75

Tyr
ASp
ser
Gly
Asn
158
Trp
Leu
val
Lys
LysS
235
Gly
Asn
Asp

Phe

Pro

Asp

60

ASn

Ser

Asp

Ala

Asn

140

val

Ile

val

Trp

val

220

Asn

ASp

Ile

Lys

300

Cys

45

Ser

ASN

Ser

Thr

Phe

125

His

Leu

Ser

Pro

His

205

Ala

Leu

Ile

AsSNn

Ile

285

Asp

Pro

LysS

Ile

Lys

Lys

110

Gly

ASh

Ser

val

Pro

190

Arg

Leu

AsSn

Ile

Arg

270

LysS

Ala

Glu

Ile

ser

e

95

Gly

Gly

Lys

Cys

Ala

175

Arg

Ile

Gly

Ala

LyS

255§

Ala

Lys

Phe

His

Glu

Ile

80

Ile

Leu

Gly

Cys

Pro

160

val

Arg

Lys

Glu

Leu

240

Gly

Leu

Arg

Met

ASp
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305

Asn

Thr

Leu

Glu

Glu

385

Phe

Glu

ASD

Lys

Ser

465

GlIn

val

val

Leu

Tyr

Ile

Asp

Met

Tyr

Cys

Ile

370

Trp

Glu

LYys

Leu

Ala

450

Leu

Arg

val

The

Lys

Ile

ASp

val

Asn

355

ser

val

LysS

Tyr

Asp

val

Ser

Gly

GIn

GlIn

515

Ser

Leu

His

Glu

Arg

Cys

340

Ile

LysS

ASn

Glu

Leu

420

AsSn

Ile

Thr

AsSn

Gln

S00

Arg

Gly

Glu

AsSn

Glu

Ile
325

Ser
Gin
Lys
Arg
a%s
Lys
Thr
Asp
Ser
Ile
485
val
Gly
Ala
Leu
Glu

565

ASp

310

pro

Glu

GIn

ASp

Ar

39

Ser

Glu

Phe

ASn

Ile

470

Thr

ASp

AsSnD

Leu

Ile

550

Asp

Glu

ES 2335094 T3

Gln

Tyr

Phe

Arg

Lys

Ile

Lys

Lys

AsSn

Gln
Asn
Pro
935
LyS

val

Glu

Tyr

LYs

Thr

360

cys

Pro

Tyr

Cys

Glu

440

Lys

Ser

ser

Thr

ASh

520

Gly

Leu

Arg

Glu

Leu

Asn
345

ASN

LysS

Glu

Glu

ser

425

Phe

ASn

val

Gin

Asn

505

Tyr

Thr

The

Glu

Leuw

11

Arg
330
Lys
GIn

Glu

Trp

Lys

GlIn

Arg

Gly

Arg

Asn

Asn

ser

Glu

570

Glu

315

Trp

Phe

ASp

Ala

Lys

395

Thr

Cys

ASp

Asp

ASpD

ASn

Leu

ASn

Ile

Lys

555

Ile

ASN

Phe

Glu

ASp

Leu

380

Gly

Lys

Asp

Asn

ser

460

ser

Ser

ASp

ASn

Ile

540

ASp

Glu

Glu

Arg

Asp

ser

365

LyS

Gln

Ser

Cys

val

445

Leu

ser

His

Asn

Leu

525

Thr

Glu

Glu

Gly

Glu

va)l

350

Gin

His

Cys

Ile

Thr

Asn

Arg

val

510

Glu

Glu

Glu

GIn

Glu

Trp

Ile

Leu

Tyr

ASp

Thr
415

Tyr

Leu

Thre

Leu

Ala

495

ASn

Arg

Glu

ASp

Gln

575

Glu

320

Gly

LysS

Leu

Glu

LyS

Leu

Thr

Ser

Gly

Lys

Ile

560

Glu

Thr
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<210>9

Lys

Glu

ASp

580

Glu
595

ASp

Asp Thr

610

Lys

625

val

Asn

Lteu

Glu

Glu

Asp

Glu

Phe

Asp

Leu Ser

Glu Asp

ASp

Glu

AsSN

ser

ES 2335094 T3

6lu Glu

Thr
615

ASD

GIn GIn

630

Tyr Arg

645

val Lys

660

Asn
675

Asp

Met Thr

690

<211> 2139
<212> ADN
<213> Plasmodium Falciparum

<220>

<221> miscfeature
<222> (1)..(2139)
<223> MSP 3.5

<400> 9

atgaaatata
agtatatcat
aatttaagaa
gaaggaacat
catacaacta
tcaaatgaat
gaaacaaata
caacttgaag
aatgaaaagg
caatattttg
23aaatgtgr
ggatcaagtg

gaaaaattta

tattaagtat
gtgaaataga
gctgttcttc
atggtgaaaa
acgaatcaaa
caagtataac
tatctaacga
tacctaaaga
aaaatterge
gatcttccta
ttcagtctta
tatttggatc

taggatctaa

ASn

Asn

ASp

val Ala

Asn

Asn

Phe
695

Leu

tagtctttee
ttacacccct
taatcttgte
tttaaacgac
tatatcaaat
taaccagtca
atcaagtgta
tgcagtagaa
aaatggagtg
tgatatgaat
ttrtaatcaa
catatttggt

caatacaaat

585

Lys Asn Glu
600

Glu Asp Ile

GIn Ser Glu

Ile Leu Ser
650

Glu ser Ile

665

Leu Glu Thr
680

GIn Lys

ttaattcttt
agtaccaata
cttrcttcaa
agtgtatctt
gtatcaaata
aatttatcta
Ccaaatgaaa
aatcacacag
gaaacacatg
atggacacag
tccaaaggaa
agcttattaa

tcggattcta

12

Thr Asn

590

Thr Glu

605

Glu Glu

620

Lys Lys

val ser
val

Lys

Ile phe

Glu

Ser

Tyr

Lys

Asn Lys

Ile ser

Lys

Leu
670

Gly Leu

685

taaatttata
ttactagcaa
atatagattc
tgacqgaataa
tatcaaatga
gcgaaacaaa
gcagtgtcaa
aatccaaaga
ttgatctragg
aaggaggaat
atagtggtac
cccctataga

atgtgaagaa

taaatgtgce
tttaaattct
tactaaatta
tattaatgat
atcaaatata
tatatctagc
tgaggtacce
tgttttattg
atcccaagaa
aaaaaagttce
tgaaggtgat
trcattgtta
cacttctatg

AsSp

Glu

LyS

640

AsSn

ser

Thr

60
120
180
230
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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ggaaatggac
gatgcagaac
gcagaacatt
gaacattata
cattataatg
tataatgatg
gatggaggta
gaagataact
ttaaattatc
gaagaaacac
actcatgaag
aaccctacte
ttrracaacc
cacaattttt
gaatcacaca
catgaagaat
cctactcatg
tacaacccta
aatttttaca
tcacacaatt
gactacgatt
ttggtaaaaa

ggtatagctg

aaaataaata
attataatga
ataatgatgg
atgatggagg
atggaggtat
gagatataag
taagtttaga
accatttata
atatgcatta
acaattrtta
aatcacacaa
atgaagaatc
ctactcatga
acaaccctac
atttttacaa
cacacaattt
aagaatcaca
ctcatgaaga
accctactca
tttacaccce
acaattactt
aagttaatga

ggggtgttac

<210> 10

<211> 712

<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE
<222> (1)..(712)

<223> MSP 3.5

<400> 10

Met Lys Tyr Ile Leu Ser Ile Ser Leu Phe Leu Ile Leu Leu Asn Leu
1 S 10 15

Tyr Lys Cys Ala Ser Ile Ser Cys Glu lle Asp Tyr Thr Pro Ser Thr
20 25 30

ES 2335094 T3

cgacaataat
tggtagtata
aagtataagt
tatatgttta
aagtttagat
tttagatgaa
cgaatcagat
ttattgggat
tacactttat
taatactact
trrrtacaac
acacaatttt
agaatcacac
tcatgaagaa
ccctactcat
ttacaaccct
caatttttac
atrcacacaat
tgaagaatca
tactcatgat
tgaaaatgat
tttcatggaa

tagtrtrttc

atatacttag
agtttaggceg
ttagatgaag
ggtgaagaag
gaagaagatg
gatgagttaa
gatttgagtg
gatttctatc
gaaccaaaca
aatgaagaat
cctactcatg
tacaacccta
aatttttaca
tcacacaatt
gaagaatcac
actcatgaag
aaccctactc
ttttacaacc
cacaattttt
gaatttaatg
aattataata
tcagataatt

ggatattaa

13

atgaagaaga
aagaagatga
aagatgagtt
atgagttaag
tgttgagtga
gtgatacaga
accccgaaag
atgaatataa
atttttatga
cacacaattt
aagaatcaca
ctcatgaaga
accctactca
tttacaaccc
acaatteeta
aatcacacaa
atgaagaatc
ctactcatga
acaaccctac
ttccttraaa
ttcaaaatgt

tattagttaa

tgctitgage
gttgagtgat
gagtgatgca
tgatgcagaa
tgcagaacat
aaattattat
taaaacaaaa
accaacttat

tactactaat

tracaaccct

caatttttac
atcacacaat
tgaagaatca
tactcatgaa
caaccctract
tttttacacc
acacaatttt
agaatcacac
tcatgaagaa
ttataaccat
taaagacaat

tacctttaaa

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
21398
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Asn Ile

Leu val
50

Gly Glu
65

His Thr
Glu Ser
ser Ser
ser val

130

Pro LYS
145

Asn Glu
Gly ser
Thr Glu
Asn Gin

210
Phe Gly
2258
Glu Lys
Asn Thr

Leu Asp

ser 1Ile
290

Thr
3S

Leu
Asn
Thr
Asn
Glu
115
Pro
ASp
Lys
GIn
Gly
Ser
ser
pPhe
Ser
Glu

275

Ser

ser

Ser

Leu

Asn

Ile

100

Thr

ASNn

Ala

Glu

Glu

180

Gly

LYsS

Ile

Ile

mMet

260

Glu

Leu

AsSn

ser

ASN

Glu

8S

Ser

ASRn

Glu

val

AsSh

165

Gln

Ile

Gly

Phe

Gly

Gly

Asp

Gly

ES 2335094 T3

Leu Asn

Asn Ile
5SS

Asp Ser

70

ser Asnh

Asn Glu

Ile Ser

Ser Ser
13§

Glu Asn

150

Phe ala

Tyr Phe

Lys LysS

Asn Ser

215

Gly ser

sSer Asn

Asn Gly

Ala Leu

Glu Glu
29S8

ser Asn
40

ASp Ser

val Ser

Ile Ser

Ser Ser
105

Ser Glu
120

val Asn

His Thr

Asn Gly

Gly Ser
18S

Phe LysS
200

Gly Thr

Leu Leu

Asn Thr

Gln Asnp

265

Ser Asp
280

Asp Glu

14

Leu
Thr
Leu
AsSn
90

Ie
Thr
Glu
Glu
val
170
Ser
Asn
Glu
Thr
AsSn
250
Lys

Ala

Leu

Arg

Lys

Thr

75

val

The

ASn

val

Ser

15§

Glu

TYyr

val

Gly

Pro

235

Ser

Tyr

Glu

Ser

ser

Leu

60

Asn

Ser

Asn

Ile

Pro

140

Lys

Thr

ASp

Phe

ASp

Ile

ASp

Asp

His

Cys
at

Glu
ASN
Asn
GIn
ser
12§
GIn
ASp
His
Met
Gln
205
Gly
ASp
Ser
ASn

285

Ala

ser

Gly

Ile

Ile

Ser

110

Asn

Leu

val

val

ASn

190

Ser

Ser

ser

ASn

Asn

2790

Asn

Glu

Ser

Thr

Asn

Ser

95

ASN

Glu

Glu

Leu

Tyr

Ser

Leu

val

255

Ile

ASp

HisS

Asn

Tyr

ASD

80

Asn

Leu

Ser

val

Leu

160

Leu

AsSp

Phe

val

Leu

240

Lys

Tyr

Gly

Tyr
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AsSn

305

Glu

Ser

Asp

Asp

Ser

385

Glu

LYS

‘Asn

The
ser
465
ASn
Glu
Tyr
Glu
Phe
545

His

Asp Gly

His Tyr

Asp Ala

val Leu
355

Glu Asp
370

Leu Asp

AsSp Asn

fro Thr

Asn Phe
43S

Thr Asn
450

His Asn
Pro Thr
Ser His
Asn Pro
515
Glu Ser
530
Tyr Asn

Glu Glu

Ser

Asn

Glu

340

Ser

Glu

Glu

Tyr

Tyr

420

Tyr

-Glu

fPhe

His

Asn

500

Thr

His

Pro

Ser

Ile

Asp

HiS

ASp

Leu

Ser

His

405

Leu

Asp

Glu

Tyr

Glu

485

Phe

Hys

Asn

Thr

His
565

ES 2335094 T3

ser teu Asp Glu
310

6ly Gly Ile Cys

Tyr Asn ASp Gly
345

Ala Glu His Tyr
360

ser Asp Thr Glu
375

ASp ASp Leu Ser
Leu Tyr Tyr Trp

Asn Tyr His Met
425

Thr Thr Asn Glu
440

ser His Asn Phe
455

Asn Pro Thr Kis
470

Glu Ser His Asn

Tyr Asn Pro Thr
505

Glu Glu Ser His
520

Phe r Asn Pro
B
His Glu Glu Ser

550

Asn Phe Tyr Asn

15

Glu

Leu
330

Gly
ASn
AsSn
ASp
Asp
410
His
Glu
Tyr
Glu
Phe
490
His
Asn
Thr
His

Pro
570

Asp

Gly

Ile

Asp

Tyr

Pro

395

Asp

Tyr

Thr

ASn

Glu

475

Glu

Phe

His

Asn

555

Thr

Glu

Glu

Ser

Gly

Tyr

380

Glu

Phe

Thr

His

Pro

460

ser

_ASﬂ

Glu

Tyre

Glu
540

pPhe

His

Leu

Glu

Leu

Asp

Ser

Tyr

Leu

Asn

445

Thr

His

Pro

Ser

Asn

S25

Glu

Tyr

Glu

ser

Asp

350

Ile

Gly

Lys

His

430

Phe

His

Asn

Thr

HisS

510

Pro

ser

Asn

Glu

Asp

Glu

335

Glu

Ser

Gly

Thr

Glu

415

Glu

TYrF

Glu

Phe

His

495

AsSh

Thr

His

Pro

Ser
575

Ala

320

Lev

Glu

Leu

Ile

Pro

Asn

Glu

TYyr

480

Glu

Phe

His

AsSn

The

560

HIS
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<210> 11

Asn Phe

His

Thr

Asn
610

HiS

Pro Thr

625

ser His

Asn Tyr

ASN

Met

Tyr
580

Glu Glu

595

Phe Tyr

#is Glu
Phe

ASn

ASn His

Ser

AsSn

Glu

Tyr

645

ASD

ES 2335094 T3

His

Pro

Ser

630

Thr

Tyr

AsSn

Thr

615

HIs

Pro

Asp

Phe

600

His

Asn

Thr

Tyr

Thr Pro Thr His Glu Glu

585

Tyr

Glu

Phe

His

Asn

Ser

Asn

Glu

Tyr

Asp

650

Tyr

Ile

Glu

660

Gln
675

Asn

Ser Asp

690

Gly

<211> 1701
<212> ADN
<213> Plasmodium Falciparum

<220>

<221> miscfeature
<222> (1)..(1701)
<223> MSP 3.6

<400> 11

atgttgaata
gccaatggaa
aatttaagaa
atagaaaatg
ttatatgata
aataaagaac
gaagtaaaaa
gaaataggtg
gaattagttg

aaagtagctg

val

Thr Ser

ttrttaatat
cactcrctga
atggatattt
aaataaataa
taaatgaaaa
aaaaaaatga
cagaatatgt
aagaattaac
aaaaagtaga

aagaagtaga

val

AsSn

Phe

Lys ASp

Asn

665

Leu val

680

Lev
695

Leu

Phe
710

aattrrcttg
aaatattgaa
aaataatact
tacaaattat
tattttcect
agaagtacca
atctgaaaaa
tgaaaaagta
tgaagaagta

tcaaaaagta

val

Asn Thr

Gly Tyr

ttotttttaa
agtgctgaag
tattrtaatg
aatgaagtaa
gattatttrt
atgaaaatag
aatgaggaag
gatgaaaaag
gctgaagaat

gatgaagaag

16

His Asn Phe

Thr His

605

Pro

His
620

Ser AsSn

Asn Pro Thr

635

GYu Phe Asn

Phe Glu Asn

Lys Lys

TYr

Glu

Phe

His

val

ASn

Glu

Tyr

Glu

Pro

655

ASN

Pro

Ser

Asn

Glu

640

Leu

Tyr

val

ASn Asp

685

Phe Lys

700

taaacatata
agatagatgc
aagaaaacaa
cagaagaaac
ttctrgatat
aagtagtaaa
tagaaaataa
tacctgaaga
tagttgaaaa

taactgaaga

Gly

Ile Ala

tatatgtgaa
tttaaaaacg
taatttaaat
taaagaagaa
ctttactgaa
tgatggagaa
atcggaaact
agtagctgaa
agtagatgaa

attaattgaa

Phe

Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 12
<211> 566

aaagtagatg
gaattraattg
gaattaattg
gaattagttg
gaattagttg
gaagtaactg
aaagtagatg
gaattaattg
aaagtagatg
gaattagttg
gaagtagttg
gtagctgaag
gtagctgaaa
gtagatgaag
gtaattgaag
caaggtgaaa
tctagtgatt
aaaaacgatt

ttaagcactt

<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum

<220>

<221> MISCFEATURE
<222> (1)..

(566)

<223> MSP 3.6

<400> 12

1

Tyr Ile Cys Glu Ala Aasn Gly Thr Leu Ser Glu Asn Ile Glu Ser Ala
20 25 30
Glu Glu g]e Asp Ala Leu Lys Igr Asn Leu Arg Asn E}y Tyr Leu Ash
S

Asn ;gr Tyr Phe Asn Glu g}u ASNn ASn Asn teu 28n Ile Glu Asn Glu

aagaagtaac
aaaaagtaga
aaaaagtaga
aaaaagtagc
aaaaagtaga
aagaattaat
aagaagttgc
aaaaggtagc
aacaagtagce
aaaaagtaga
aagaaggtga
aagtagctga
aagtagttga
aagtagctga
aagtagttga
aagtaaacaa
ttaaagaatc
tagttaaaga
tatatccata

ES 2335094 T3

tgaagaatta
tgaagaagtt
tgaagaagtt
tgaagaatta
tgaaaaagta
tgaaaaagta
tgaagaatta
tgatgaatta
tgaagaatta
tgaacaagta
aaaagtacct
agaagtagct
agaagaaggt
aaaagtagtt
agaagtagec
aaatgattta
tcatgaggaa
aaatttaaaa

a

attgaaaaag
gctgaagaat
gctgaagaat
gttgaaaaag
gctgaagaag
gatgaagaag
attgaaaaag
gttgaaaaag
gttgaaaaag
gttgaagaag
gaagaagtag
gaagaattag
gaaaaagtac
gaagaagaag
gaagaagtag
aatgatgcat
ttatttaaag

adgattacaa

17

tagatgaaga
taattgaaaa
taattgaaaa
tagatgaaga
tagatcaaaa
taactgaaga
tagatgaaga
tagctgaaga
tagatgaaca
tagctgaaga
ctgaagaagt
ttgaaaaagt
ctgaagaagt
gtgaaaaagt
ctgaaaaagt
cttccgagga
trttcctgga

acaatttaaa

agttgctgaa
ggtagctrgat
ggtagctgat
agtagctgaa
agtagatgaa
attaattgaa
agttgctgaa
attagttgaa
agtagctgaa
agragctgaa
agctgaagaa
agatgaagaa
agttgaagaa
acttgaagaa
agttgaagaa
aattaaggat
gttaattaat

tgaaatgcat

Met Leu Asn Ile phe Asn Ile Ile Phe igu Leu Phe Leu Ile Asn Ile
S

660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1701
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Ile
65

Leu

Ile

Ile

Glu

Glu

145

Glu

Lys

Glu

Glu

LysS

225

Glu

Lys

LyS

Lys

Glu

305

Lys

Asn

Tyr

Phe

Glu

Leu

val

val

Leu

210

val

Leu

val

val

val

290

Leu

val

AsSn

ASp

Thr

val

115

Asn

Thr

val

ASp

Thr

195

Ile

ASp

Ile

Ala

AsSp

Ala

Ile

ASp

The
Ile
Glu
100
val
Glu
Glu
Glu
Glu
180
Glu
Glu
Glu
Glu
260
Glu
Glu

Glu

Glu

AsSn

ASnNn

85

AsSn

ASn

Glu

Lys

Lys

Glu

LYs

Glu

Lys

6lu

Glu

Glu

LyS

Glu
325

Tyr

70

Glu

Lys

ASp

val

val

150

val

val

Ley

val

val

230

val

Leu

val

val

val

310

val

ES 2335094 T3

Asn Glu val The Glu

Asn

Glu

Gly

Glu

135

Asp

Asp

Ala

Ile

ASp

val

Ala

AsSp

Ala

Ile

Gln

Glu

120

Asn

Glu

Glu

Glu

Glu

200

Glu

Glu

Glu

Glu

Glu

280

Gin

Glu

Glu

Phe

Lys

105

Glu

Lys

Lys

Glu

Glu

185

Lys

Glu

Glu

Glu

265

Glu

Lys

Glu

Glu

18

Pro

90

AsSn

val

Ser

val

val

170

val

val

val

Leu

val

250

val

Leu

val

val

Leu
330

75

Asp

Glu

Lys

Glu

Pro

155

Ala

Asp

ASp

Ala

Ala

val

Asp

Thr

315

Ile

Glu

Tyr

Glu

Thr

Thr

140

Glu

Glu

GIn

Glu

Glu

220

Glu

Glu

Glu

Glu

Glu

300

Glu

Glu

Thr Lys Glu

phe

val

Glu

125

Glu

Glu

Glu

Lys

Glu

205

Glu

Lys

Glu

Glu

285

Glu

Glu

Lys

Phe

Pro

110

Tyr

Ile

val

Leu

val

190

val

Leu

val

Ley

Leu

270

val

val

Leu

val

Leu

95

Met

val

Gly

Ala

val

175

ASpD

Thr

Ile

Ala

Asp

Thr

Ile

Asp
335

Glu
80

Asp

Lys

Ser

Glu

Glu

160

Glu

Glu

Glu

Glu

ASp

240

Glu

Glu

Glu
320

Glu
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ES 2335094 T3

Glu val ala Glu Glu Leu Ile Glu gzg val Ala

340

Lys val Ala Glu Glu Leu val Glu
ys 35S 360

Glu Leu val Glu Lys val Asp Glu
370 375

Lys val Asp Glu GIn val val Glu
385 390

Glu val val Glu Glu Gly Glu Lys
405

val Ala G6lu Glu val ala Glu Glu
420

Leu val Glu Lys val Asp Glu Glu
435 440

Glu Gly Glu Lys val Pro Glu Glu

val Ala Glu Lys val val Glu Glu
4695 470

val Ile Glu Glu val val Glu Glu
485

val val Glu Glu GIn Gly Glu Lys
S00

Ala Ser ser Glu Glu Ile Lys Asp
515 520

Glu Glu teu Phe Lys val Phe Leu
S30 53S

val Lys Glu Asn Leu Lys Lys Ile
545 550

Leu Ser Thr Leu Tyr Pro
565

<210> 13

<211> 1218

<212> ADN

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> miscfeature

<222> (1)..(1218)

<223> MSP 3.7

19

Lys

Gln

Glu

val

val

425

val

val

Glu

va)

val

505

Ser

Glu

Thr

val

val

val

Pro

410

Ala

Ala

val

Gly

Ala

490

AsSn

Ser

Leu

AsSn

Asp

Ala

Ala

395

Glu

Glu

Glu

Glu

Glu

475

Glu

Lys

Asp

Ile

Asn
5SS

Asp

Glu

Glu

380

Glu

Glu

Glu

LysS

Glu

460

Lys

Glu

ASn

Phe

Ash

540

Leu

Glu
GIn
365
Glu
Glu
val
val
val
445
val
val
val
ASp
Lys
S%S
LyS

Asn

Leu

350

val

Leu

val

Ala

Ala

430

val

ASD

Leu

Ala

teu

510

Glu

Asn

Glu

val

Ala

val

Ala

Glu

415

Glu

Glu

Glu

Glu

Glu

495

ASn

Ser

AsSp

Met

Glu

6lu

Glu

Glu

400

Glu

Glu

Glu

Glu

Glu

480

Lys

ASp

His

Leu

His
560



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2335094 T3

<400> 13

atgaataagt ttttgaatat tatattttac

ccacaagtaa ggaaattcaa

caaagcaatg

tcttcaataa ataataacaa aaatatagaa

gaagcttcag aatatataga aaaacaaaat

gagaaaaata ataataattc attagataca

tcaaataaat ttcaatcaat tgaagacaat

actgggataa aattaaatga ttcacaaact

caaatagacg atgaaaaatt gaagtatgga

taacaccatc aagtcctact

gttaatttat

tgttgataca

ccacctecta gtgaacctaa

attatcaagt

aaggtacctg aagatgcaaa

aaaataatca aaatacagat

aatagaaatg

ctccaacgta taaacccgag

ggagqtggtg

cacqgtaaaaa ttacctcgtg ggataaagaa

cgcgaagric aagaaactga agacactgac

acagaagata tggaagatga aaacgaaatt

argtaaattt agaagatatt

gatgaggata

gaacaaataa aattagattc tacgcaagat

tataaaaaaa ctgaagadaa daaatLatia

ttacaaacaa ataaccaact agatccttca

tttttaaata actattga

<210> 14

<211> 405

<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE
<222> (1)..(405)

<223> MSP 3.7

<400> 14

Met Asn Lys Phe Leu Asn Ile Ile Phe Iﬂr Ile phe Leu Ile igu Asn
1 5

fhe Ser phe Phe GIn Ser Asn Ala Thr Ser Lys Glu Ile Gln Lys Asp
20 25 30

arttrictaa
aaagatgaac
aataaaaatg
gacattttaa
aatgtaacaa
aatgtataca
acatctgata
gggtcattig
caaaacgatg
ccagatcctc
tctocragac
ccarataacc
aacaataaga
gatataatta
gaaactgaag
gtggaagatc
aataaaaata
gacaaagctc
gaagatcatg

ctaaaagart

20

tattaaattt
aaaagaattt
ataatattga
atatgtataa
aaaatactgt
ataaaggtat
attacaaaaa
acacaatttt
gatctacagg
caacagcacc
ctgaaggacc
actattttgec
acgataatat
aagaaaatga
atactgacga
aattacaaga
ctagaaatga
adaaattaat
taaatctatt

tagaaaatga

CTCITICTLC

aagaaatggr

aactcaatat
tgatgaaaaa
aattgataat
atttgraggt
tgaacgatat
ttcaggtttt
aagaaatgta
cgcacctgta
aagagcaaac
argggaaatt
tttgctagaa
agacacdaaa
aactgaagaa
aaatgaagat
tatatttgaa
ttctaatgaa
atttaatttt

grraactret

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
950

1020
1080
1140
1200
1218
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Glu

Ile

65

Glu

val

GlIn
Glu
145
val
Gly
Pro
Ser
Asnh
225
Gly
Ile

Ile

Thr

GIn

Glu

50

Ile

Lys

Ile

ASN

Thr

130

Lys

ASn

Arg

Pro

Ser

210

ASn

Gly

Leu

Lys

ASp
290

LysS

Asn

Glu

ASN

ASp

Lys

Thr

Leu

Leu

Asn

Thr

195

Ser

Gin

Gly

Leu

Glu

275

Glu

Asn

Lys

Lys

ASN

ASNn

100

Gly

Ser

Lys

Leu

val

180

Ala

Pro

ASD

Ala

Glu

260

AsSnN

Thr

Leu

Asn

Gln

ASn

85

ser

Ile

ASp

Tyr

Thr

165

Pro

Pro

Arg

Thr

Pro

245

His

Glu

Glu

ES 2335094 T3

Arg Asn Gly Ser
40

ASp
ASND
70

ASN
ASn

Phe

AsSn

Pro
Ala
Pro
AsSp
2

Thr
val
ASp

ASp

ASn
5S

ASp
ser
Lys
val
Tyr
135
Gly
Ser
Pro
Pro
Glu
215
Pro
Tyr
Lys

Thr

Thr
295

Ile

Ile

Leu

Phe

Lys

Ser

ser

ser

val

200

Gly

Tyr

Lys

Ile

280

ASp

Glu

Leuw

ASD

Gln

105

Thr

Asn

Phe

Pro

Glu

185

Lys

Pro

AShH

Pro

Thr

265

Arg

Glu

21

ser Ile Asn Asn

Thr

AsSn

Thre

90

Ser

Gly

Glu

AsSp

Thr

170

Pro

val

Arg

His

Glu

250

Ser

Glu

Thr

GIn

Met

75

ASNn

Ile

Ile

Arg Ty

Thr

155

Gln

Asn

Pro

Ala

Tyr

235

AsSn

Trp

val

Glu

Tyr

60

Tyr

val

Glu

Lys

Asn

val

Glu

ASn

220

Phe

Asn

Asp

Gln

Glu
300

45

Glu

ASn

Thr

Asp

Leu

125

Gln

Phe

Asp

ASp

Ala

Lys

Lys

Glu

285

Thr

ASn

Ala

ASp

Lys

Asn

110

Asn

Ile

Ser

Gly

Thr

190

Ala

Arg

Trp

AsSn

Glu

270

The

Glu

LYyS

ser

Glu

AsSn

95

AsNh

ASp

Asp

Gly

Ser

175

Pro

Lys

ASN

Glu

ASp

As

Glu

Asp

ASNn

Glu

val

Ser

Asp

Phe

160

Thr

ASp

Leu

Glu

Ile

240

ASn

p- Ile

Asp

Met
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<210> 15

Glu
305

ASp
Asp Glu
asp Ile
Gln

Ala

Leu
37¢C

Ser

Asn GIn

385

Phe Leu

<211> 2289
<213> Plasmodium Falciparum

<220>

<221> miscfeature
<222> (1)..(2289)
<223> MSP 3.8

<400> 15

atgatarata
dacatttatt
attaatgatg
aatatagaat
tcggatatta
gaagaaaazaa
attagtarcra
ggtagtgaat
aaatgtecta
gtacatgaaa
ggggtictig
<gtacgaaaa
gaagctagaa
agataiagtt

Glu Asn

ASp ASR

Glu

val

ES 2335094 T3

Ile val
310

ASD Leu

325

Glu
340

pPhe

Leu
355

Glu Asp

Leu Asp

Asn Asnh

ttttatctat
ctacatgttt
atgaactaaa
ataataaaaa
tggatcaaga
aaaatatraa
ctggtaatga
tagctggagg
ctgaagagat
gaaataattg
ttcotccaag
agaaaaagga
aattaagaac

ttgcagatat

Glu

Ile

His

Pro

Gln Ile

ser AsSn

Lys Leu

Glu Tyr

Glu Asp GIn

Glu Asp Ile

330

ASp
345

Lys

360

Asn
375

val

Ser Leu

390

Y

tgrtattttat
tgtigtaaat
ggggaaagca
cttaaagcac
agaraaagga
taaatcttta
tagtaatagt
tattcctogt
ttgraaagac
gttgggctca
aagacaatct
aggagatttt
catacacaat

tggaaatatt

Leu Leu

Lys Asp

Phe

Leu

atattrrtrt
9aggggaacc
tataataata
aatgtaaact
gataatgaaa
gacgctgaat
gataatagta
tctatatata
tttagtaatc
agrgtaaaaa
ttatgtttaa
gaaaaattta
aataacttag

attagaggag

22

Leu GlIn

31§

Asn Lys

ser Thr
Lys Thr

Phe
380

ASn

Glu Asn

395

tacatattga
ctaatttaag
ctatagatgc
catctcatat
attcrcatga
ccaattatgg
atcagaatat
ctattaacct
ttccacaatg
atttttcaag
gaattacatt
Trrattcata
aaaaagctca

atgacatgat

Glu

ASH

Gln

Glu

365

Leu

Glu

Asn Glu

320

Thr Arg Asa

335

ASp Lys

350

ASp

Glu Lys Lys

GIn Thr Asn

Thr pPhe

400

Leu

tatatatota
aaataacata
taataaccaa
atctaaattt
cataaaattt
tattaatgaa
ttttccagat
tggttttaat
tcgaaagaat
tgataataag
acaagatttt
tgcatcatct
tcaagetata

ggatacacct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
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acgtcaaaag
gataaaccaa
atgatgtgcg
gatgatatac
agcgaaaaaa
gcgaatcctg
gaagaatggt
gacaaaatta
tgtcctgaat
ggaaaagctt
gcecttacctg
caggaaaatc
ggacaaacag
gttggtragca
atagatcctt
caacactcta
tcggatattg
attaatacag
gaagaaacag
gaagaagcag
aataaatcgc
tttaataatt
tataatgaac
gaaggtaatg

daaaattaa

<211> 762
<212> PRT
<213> Plasmodium Falciparum

<221> MISCFEATURE
<222> (1)..(762)
<223> MSP 3.8

aaaccataac
aagatgcaaa
gatatcagag
cacaatterrt
atatgaacac
cattgactgt
ataataaaag
attatacaga
gtaaatgtac
tattagaaaa
aaccaggtca
aacctgtigt
aaccgaataa
tccaagaagt
ctaagattga
aggaagatgt
aacagatagc
atggggaaat
aagaagatat
atgaagaaac
tagaagaaaa
cagaaaaaga
tagataaaaa

gaagtgattc

ES 2335094 T3

atatttagaa
aaaatggtgg
tgcgcagaaa
aaggtggttc
actaaaagct
acatgaaaat
gaaaactgaa
tataaaaaca
caaaaaaaat
gctaaaaaaa
aattacatta
agaaacacct
aggtogacaac
aaaccaaggt
cgaccgtitg
aaaaaaggga
taatgaaagc
agaatatata
agaagaagaa
agtaaaagaa
acaaatagat
tgaaaaagct
cgttcatact

taccttgaat

aaagtactta
acagaaaaca
gataaccaat
agagagtggg
grrtgcttre
gaaatgtgct
tggactgaac
ttatctccet
ttgcaagatg
gaagaatcac
cctgatcctt
gttaccacag
aataatgaaa
agcgtgageg
gaattaagta
tgtgctttag
gaagatgtac
acagaagaag
acagaagaag
atagaagaca
aaaaatacag
cgaaatttaa
ttagtaaatt
agtttatcaa

23

aaatttataa
ggcatcatgt
gtacaggtta
gaacatatgt
<gaaacagcc
catcaacttt
aatctattaa
ctgaatattt
tatttgaact
ctgtgagtaa
cattaaaaca
ctgttattaa
gagaaaatca
aagaatcaca
gtgggtcatc
aattggtacc
tggaagagat
aaataaaaga
aaacagaaga
aaccagaaca
ataccagtga
tttctaaaaa
caattattag

aagatattac

tgaaaataat
ttgggaagca
tggtaacatt
ctgtgaagaa
aagaaccgaa
aaaaaaatat
atataacaat
aatagaaaaa
tacatttgat
tagtgtgaat
aacaacacaa
tgaacatcaa
tgaaagtaat
ttctaaaact
atctcttgaa
tttatcttta
agaagaagaa
agatatagaa
agaaacagaa
agaaattaaa
aaagaaagga
ttataaaaat
tttattagaa

aaattratrt

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2289



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 16

Met

AsSp

ASn

Lys

Asn

65

Ser

ASp

Glu

ASn

Ala

145

Lys

Cys

Lys

Gln

LysS

225

Glu

His

Gly

ES 2335094 T3

Ile Tyr Ile geu ser Iie

Ile Tyr

Pro Asn
35

Ala Tyr
S0

LyS ASn

Asp 1le

Ile LYyS

Ser Asn

115

ser Asp
130

Gly Gly

Cys Pro

Arg Lys

Asn pPhe

195
Ser Leu
210
Lys Glu
Ala Arg

Gln Ala

AsSp Asp
275

val

20

Leu

Asn

Leu

Met

Phe
100

Tyr

Asn

Ile

Thr

Asn

180

Ser

Cys

Gly

Lys

Ile

260

Met

ASn

Arg

Asn

Lys

Asp

85

Glu

Gly

Sser

pro

Glu

165

val

ser

Leu

Asp

Leu

245

Arg

Met

Ile

AsSn

Thr

HisS

70

Glin

Glu

Ile

Asn

Ar

15

Glu

His

Asp

Arg

Phe

230

Arg

Tyr

Asp

Tyr

AsSn

Ile

55

Asn

Glu

Lys

ASn

GIn

ser

Ile

Glu

Asn

Ile

215

Glu

Thr

ser

Thr

val

Ser

Ile

40

Asp

val

Asp

Lys

Glu

120

ASD

Ile

Cys

Arg

Lys

200

Thr

Lys

Ile

Phe

Pro
280

rhe

The
25

Ile

Ala

Asn

Lys

Asn

105

Ile

Ile

Tyr

Lys

Asn

185

Gly

Leu

Phe

His

Ala

265

Thr

24

Tyr
10

Cys

Asn

Asn

Ser

Gly

90

Ile

ser

Phe

val
GlIn
Ile
AsSn
250

Asp

ser

Ile

pPhe

ASp

Asn

ser

75

ASp

Asn

Ile

Pro

Ile

155

Phe

Trp

Leu

ASp

Asn

Ile

Lys

rhe

val

ASp

GlIn

60

His

ASn

Lys

Thr

Ser

Leu

val

Phe

220

ser

Asn

Gly

Glu

Phe

val

Glu

45

Asn

Ile

Glu

Ser

Gly

Gly

Leu

ASn

Gly

Pro

205

Arg

Tyr

Leu

Ash

Thr
285

Ley

Asn
30

Leu

Ile

ser

AsSn

Leu

110

Asn

ser

Gly

Leu

Ser

190

Pro

Thr

Ala

Glu

Ile

270

Ile

His
15

Glu

Lys

Glu

Lys

Ser

95

Asp

ASD

Glu

Phe

Pro

175

Ser

Arg

Lys

Ser

Lys

Ile

Thr

Ile

Gly

Gly

Tyr

Phe

80

His

Ala

ser

Leu

AsSn

160

G1In

val

Arg

Lys

Ser

240

Ala

Arg

Tyr
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Leu

Asp

305

Met

Tyr

Trp

LYS

Leu

385

Glu

Lys

Pro

Lys

Leu

465

Ala

Gln

Thr

Asp

GIn
545

Glu Lys
290

Ala Lys

Mat Cys

Gly Asn

Gly Thr
355

Ala val
370

Thr val

Glu Trp

Tyr Asn

ser Glu
435

Asn Leu
450

Glu Lys

Leu Pro

Thr Thr

Ala val
515

Asn Asn
530

Glu val

val

Lys

Gly

Ile

340

Tyr

Cys

His

Tyr

Asn

420

Tyr

Gln

Ley

Glu

Gln

500

Ile

AsSp

Asn

Leu

Trp

TYyr

325

AsSp

val

Phe

Glu

Ash

405

ASp

Leu

ASp

Lys

Pro

485

Gln

Asn

Glu

GIn

ES 2335094 T3

Lys
318
Gin
AsSp
Cys
Pro
Asn
390
Lys
Lys
Iile
vai
&%
Gly
Glu
q1u
Arg

Gly

Ile
295

Thr
ser
Ile
Glu
s
Glu
Arg
Ile
Glu
phe
455
Glu
Gln
ASnN
His
Glu

ser

Tyr
Glu
Ala
Pro
Glu
360
GIn
Met
Lys
Asn
LYS
440
Glu
Glu
Ile
GIn
Gin
520

Asn

val

Asn

ASn

Gln

GIn

345

Ser

Pro

Cys

Thr

Cys

Leu

ser

Thr

Pro

505

Gly

His

Ser

25

Glu

Arg

Lys

330

Phe

Glu

Arg

ser

Glu

410

Thr

Pro

Thr

Pro

Leu

490

val

Gin

Glu

Glu

Asn

His

315

ASp

Leu

Lys

Thr

Ser

395

Trp

Asp

Glu

Phe

val

475

Pro

val

Thr

Ser

Glu
555

Asn

300

His

AsSn

Arg

Asn

Glu

380

Thr

Thr

Ile

Cys

ASp

Gluy

Glu

ASn

540

Ser

Asp

val

Gln

Trp

Met

365

Ala

Leuw

Glu

Lys

Lys

445

Gly

Ash

Pro

Thr

Pro

525

val

His

Lys

Trp

Cys

Phe

350

AsSn

Asn

LysS

GIn

Thr

430

Cys

Lys

S5er

ser

Pro

510

Asn

Gly

Ser

Pro

Glu

Thr

335

Arg

The

fro

Lys

Ser

415

Leu

Thr

Ala

val

Leu

495

val

Lys

Ser

LyS

Lys

Ala
320

Gly

Glu

Ley

Ala

Tyr

400

1le

ser

Lys

Leuy

ASn

480

LyS

Thr

Gly

Ile

The
560
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Ile

Ser

Leu

Glu

Gly

Glu

Glu

ASp

Ile

Glu

705

Tyr

ser

ser

<210> 17
<211>11
<212> PRT

ASp

ser

Glu

ser

610

Glu

Glu

Glu

Lys

Asn

Leu

Lys

Pro

Leu

Leu

595

Glu

Ile

Thr

Thr

Pro

675

Lys

Asp

Glu

Leu

ASp
755

Ser

Glu

580

val

Asp

Glu

Glu

Glu

660

Glu

ASNn

Glu

Leu

Glu

740

Ile

<213> Plasmodium Falciparum

<220>

<221> MISCFEATURE

<222> (1)..(11)

Lys

565

Gln

Pro

val

Tyr

Glu

645

Glu

Gln

Thr

Lys

Thr

<223> MSP 3-1 MSP3b-like motivo

<400> 17

ES 2335094 T3

Ile Asp Asp Arg Leu

His

Leu

Leu

Ile

630

ASp

Glu

Glu

Asp

Ala

710

Lys

Gly

Asn

Ser

ser

Glu

615

Ile

Ala

Ile

Thr

695

Arg

Asn

Asn

Leu

Lys

Leu

600

Glu

Glu

Glu

ASp

Asn

val

Gly

Phe
760

Glu

585

ser

Ile

Glu

Gluy

Glu

665

Asn

Glu

Leu

His

Ser

745

Lys

570

ASp

ASp

Glu

Glu

Glu

650

Glu

Lys

Lys

Ile

Thr

730

Asp

Asn

Glu
v;l
Ile
Glu
Ile

635

Thr

Ser
Lys
ser
715

Leu

Ser

Ile Leu Gly Trp Glu Phe Gly Gly Gly val Pro
1 5 10

26

teu

Lys

Glu

Glu

620

Lys

Glu

val

Leu

Gly

700

Lys

val

Thr

Ser

Lys

Gln

605

Ile

Glu

Glu

Lys

Glu

685

Phe

Asn

Asn

Leu

Ser

Asn

ASp

Glu

Glu

670

Glu

ASn

Tyr

Ser

Asn
750

Gly

Cys

Ala

Thr

Ile

Thr

655

Ile

Lys

AsSn

Lys

Ie

735

Ser

Ser

Ala

ASN

Asp

Glu

640

Glu

Glu

Gln

Ser

Asn

720

Ile

Leu
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<210> 18

<211> 11

<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE

<222> (1)..(11)

<223> MSP 3-2 MSP3b-like motivo

<400> 18

ES 2335094 T3

Ile Leu Gly Trp Glu Phe Gly Gly Gly Ala pro
10

1 5

<210> 19

<211> 14

<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE

<222> (1)..(14)

<223> MSP 3-3 MSP3b-like motivo

<400> 19

i]e Leu Asp Asp g]y Ile Glu Phe Ser Gly Gly Leu Tyr pPhe
10

<210> 20

<L211>11

<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE

<222> (1)..(11)

<223> MSP 3-4 MSP3b-like motivo

<400> 20

Leu Glu Arg Gly Leu Gly Ser Gly Ala Leu Pro
1 5 10

<210> 21

<211>11

<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE

<222> (1)..(11)

<223> MSP 3-4 MSP3b-like motivo

27
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<400> 21

ES 2335094 T3

Asp Asp Gly Ser Ala Phe Gly Gly Gly Leu Pro
1 S 10

<210> 22

<211>11

<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE

<222> (1)..(11)

<223> MSP 3-7 MSP3b-like motivo

<400> 22

Tyr Phe Ala Trp Glu Ile Gly Gly Gly Ala Pro
1 S 10

<210> 23

<211>11

<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE

<222> (1)..(11)

<223> MSP 3-8 MSP3b-like motivo

<400> 23

1

<210> 24

<211>11

<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE

<222> (1)..(11)

<223> MSP 3-8 MSP3b-like motivo

<400> 24

Arg Leu Glu Leu Ser Ser Gly Ser Ser igu Glu
5

Pro Asp Gly ser Glu Leu Ala Gly Gly Ile Pro
1 5 10

<210> 25
<211>20
<212> PRT

28
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<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE

<222> (1)..(20)

<223> MSP3-1 MSP3c/d-like motivo

<400> 25

ieu Ser His Leu gyr val ser Ser Lys ggp Lys Glu Asn Ile Ser Lys
15

Glu ASn ASp Asp
20

<210> 26

<211>20

<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE

<222> (1)..(20)

<223> MSP 3-2 MSP3c/d-like motivo

<400> 26
1

Glu Asn Glu GIn
20

<210> 27

<211> 20

<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE

<222> (1)..(20)

<223> MSP 3-3 MSP3c/d-like motivo

<400> 27

1

Glu Asn Glu Asp
20

<210> 28
<211>20
<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

ES 2335094 T3

teu Glu GIn Ile Lys Ile Pro Ser Trp A(s)p Arg Asn Asn Ile Pro Asp
S 1 15

Leu Gluy Ser val Asn Leu Thr Ser Trp A;(s)p tys Glu Asp Ile val Lys
5 15

29
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ES 2335094 T3

<221> MISCFEATURE
<222> (1)..(20)
<223> MSP 3-4 MSP3c/d-like motivo

<400> 28

teuv Glu Leu Ile Lys Leu Thr Ser Lys Asp Glu Glu Asp ITe Ile Lys
1 5 10 1S

His Asn Glu Asp

<210> 29

<211> 20

<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE

<222> (1)..20)

<223> MSP 3-7 MSP3c/d-like motivo

<400> 29

Leu Glu His val Lys Ile Thr Ser Trp Asp Lys Glu Asp Ile Ile Lys
1 5 10 15

Glu Asn Glu Asp
20

<210> 30

<211> 20

<212> PRT

<213> Plasmodium Falciparum
<220>

<221> MISCFEATURE

<222> (1)..20)

<223> MSP 3-8 MSP3c/d-like motivo

<400> 30
Leu Glu Leu val Pro Leu Ser Leu Ser Asp Ile Glu GIn Ile Ala Asn
1 5 10 15

Glu Ser Glu Asp
20

30
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