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Einleitung

In der Geschichte der Therapie maligner Tumoren gab es iiber lange Zeit nur die
Moglichkeit einer lokalen Behandlung durch chirurgische Eingriffe oder Bestrahlung.
Nichtlokalisierte oder metastasierte Tumoren waren somit einer Therapie kaum zu-
ginglich. Erst die Entwicklung systemisch wirksamer Pharmaka brachte eine erheb-
liche Erweiterung der therapeutischen Moglichkeiten in der Tumorbehandlung und
leistete einen wesentlichen Beitrag zu den heute erreichbaren Behandlungsergebnis-
sen [48].

Auch wenn es eine Reihe von Tumoren gibt, bei denen durch eine geeignete Che-
motherapie zu einem hohem Anteil eine Heilung erreicht werden kann, so sind doch
die grofsen Erwartungen in eine pharmakologische Tumortherapie bislang nicht er-
filllt worden. Der iiberwiegende Anteil der Tumorerkrankungen ist einer kurativen
Chemotherapie nicht zugénglich, hier zielt die Therapie auf eine Verbesserung der

Lebensqualitit oder auch Lebensverlangerung im Sinne einer palliativen Therapie.

Aber auch heute stellt die Chemotherapie trotz der Entwicklung neuer genthera-
peutischer [18] und immunologischer [43] Ansidtze neben der operativen und der
Strahlentherapie in der klinischen Praxis einen wesentlichen Bestandteil der Thera-
pie maligner Neubildungen dar. Das gemeinsame Charakteristikum wirksamer Che-
motherapeutika in der Tumorbehandlung ist die hohere Toxizitit dieser Wirkstoffe
fiir Tumorzellen als fiir gesunde Zellen. Gewdhnlich werden Zytostatika aufgrund
ihres Wirkmechanismus eingeteilt, auch wenn sich nicht alle Zytostatika auf diese

Weise einordnen lassen.



Antimetaboliten wirken, indem sie als “falsche Substrate” wichtige Stoffwechselwe-
ge der Tumorzellen hemmen [12]. Es handelt sich bei ihnen im wesentlichen um
Stoffe, die aufgrund ihrer Affinitdt zu Enzymen der Biosynthese von Nukleinsiure-
basen wirken. Der Wirkmechanismus der Mitosehemmer beruht auf einer Hemmung
der Mikrotubuli [61]. Sie binden in niedrigen Konzentrationen an die Proteine des

Spindelapparates und hemmen die Zellteilung in der Metaphase [48].

Ifosfamid und Cyclophosphamid sind alkylierende Zytostatika aus der Gruppe der
Oxazaphosphorine, deren spezifische Wirkung iiber die 4-Hydroxy-Metabolite ver-
mittelt wird. Nur beim Ifosfamid entsteht in groferem Umfang der Metabolit Chlor-
acetaldehyd [20, 22, 36, 37, 70|, der bislang im wesentlichen fiir die hthere Nephro-
[14, 45, 56, 57, 72, 74] und Neurotoxizitét [53] von Ifosfamid verantwortlich gemacht
wurde. Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe haben jedoch gezeigt, dass Chlor-
acetaldehyd eine ebenso ausgeprégte Zytotoxizitit auf Tumorzellen aufweist wie der
Metabolit 4-Hydroxy-Ifosfamid [4, 5, 6].

Chloracetaldehyd ist aus der chemischen Industrie als Grundstoff bekannt, daher lie-
gen pharmakologische Untersuchungen vor, die eine Hemmung der oxidativen Phos-
phorylierung durch Chloracetaldehyd vermuten lassen [13, 54]. Weiterhin sind fiir
Chloracetaldehyd in mehreren Untersuchungen zur Nephro- und Neurotoxizitéit eine
Senkung der Glutathionspiegel [39, 42, 45, 53, 70|, eine alkylierende Wirkung [33, 55]

und eine Beeinflussung des Fettsdurestoffwechsels [69] nachgewiesen worden.

Die bisherigen Konzepte in der Chemotherapie maligner Erkrankungen zielen auf
die DNA und den Mitoseapparat als zytostatisches Target. Trotz unterschiedlicher
Angriffspunkte ist das gemeinsame therapeutische Prinzip von Alkylantien, Topoi-
somerasehemmern, Vincaalkaloiden und Taxanen sowie von Antimetaboliten, dass
sie eine Wirkung nur auf proliferierende Zellen ausiiben. Bei soliden Tumoren mit
groferen hypoxischen Anteilen [26, 64, 66, 67| mit einem hohen Anteil an Gy-Zellen
stokt dieses Prinzip an seine Grenzen (8, 19, 47, 52].

Obwohl es Untersuchungen zur Tumoradaptation an die Hypoxie und zur Ausnut-
zung dieser Mechanismen fiir die Therapie gibt [3, 15, 24, 25|, hat der denkbare
Therapieansatz einer Schidigung der oxydativen Phosphorylierung bisher nur wenig

Beachtung gefunden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass das Rhodacyaninderi-



vat MKT-077 relativ selektiv Mitochondrien von Karzinomzellen schidigt und zu
einer erheblichen Beeintrichtigung der oxydativen Phosphorylierung fiihrt [44, 71].
In einer weiteren Arbeit konnte gezeigt werden, dass MKT-077 in vitro und in vi-
vo eine hohe Zytotoxizitit gegeniiber menschlichen Adenokarzinomen aufweist, die
normalerweise auf antiproliferative Zytostatika kaum ansprechen [34]. Ahnliche Er-
gebnisse gibt es auch fiir den Bestandteil des Baumwollsamendls Gossypol, fiir den
eine Inhibition sowohl der anaeroben [38, 60| als auch der aeroben [65] Glykolyse be-
schrieben wurde. Auch dieser Wirkstoff zeigt eine zytotoxische Wirkung gegeniiber
epithelialen Tumoren [1, 10, 29].

Bei dem Ifosfamid-Metaboliten Chloracetaldehyd handelt es sich also méglicherweise
um eine Substanz, deren zytotoxische Wirkung sowohl auf einer Alkylierung [33, 55],
einem Abfall des intrazelluliren Glutathionpools [39, 42| aber eben auch auf einer
Storung der mitochondrialen Atmung [54] beruhen kénnte. Ein moglicher pathobio-
chemischer Mechanismus fiir letzteres konnte die Bildung von Chloracetyl-CoA und
die so vermittelte Einschleusung des Chloracetaldehyds in den Tricarbonsaurezyklus
sein, analog zu dem Effekt der “letalen Synthese”, der fiir das Fluoracetoacetat ge-
zeigt werden konnte [7, 49, 62]. Derzeit ist jedoch noch unklar, welchen Anteil diese
moglichen Wirkmechanismen an der zytotoxischen Wirkung des Chloracetaldehyds
gegeniiber Tumorzellen haben. Das Ziel der vorliegenden Untersuchung ist es, die
Frage zu beantworten, wie die oxydative Phosphorylierung, gemessen am intrazel-
luldren ATP-Gehalt, von MX1- und S117-Zellen ex vivo durch Chloracetaldehyd

beeinflusst wird.



Material und Methoden

2.1 Zellreihen und -kultur

Die vorliegende Untersuchung wurde an den in unserem Labor etablierten hu-
manen Tumorzellinien MX1 (adhérent wachsendes Mammakarzinom) und S117
(adhérent wachsendes Sarkom), beide aus dem DKFZ Heidelberg, durchgefiihrt.
Die Zellen wurden in 200ml-Kulturflaschen (Nunclon, Wiesbaden, Deutschland)
in RPMI-1640 Kulturmedium (Bio-Whittaker, Versiene, Belgien), dem 1ml ei-
ner Penicillin-Streptomycin-Mischung (Bioproducts, Boehringer Ingelheim, Deutsch-
land) mit 10000U/ml Penicillin und 10mg/ml Streptomycin sowie 50ml fetales Kal-
berserum (PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland) zugesetzt wurden, bei
37°C unter 5% CO, im Brutschrank (water-jecked-incubator, Forma Scientific, Ohio,
USA) kultiviert.

Zwei- bis dreimal pro Woche wurden die Zellen mikroskopisch beurteilt und in fri-
sches Medium {iberfiihrt. Nach vorsichtigem Absaugen des Mediums aus den Kul-
turflaschen und Spiilen mit 8ml 0,9% NaCl (Fresenius, Deutschland) wurden hierzu
10ml 0,9% NaCl und 1ml Trypsin (Bio Whittaker, Versiene, Belgien) in die Kul-
turflaschen pipettiert. Sobald die Zellen vollstindig abgelost waren, wurden 4ml
Kulturmedium dazugegeben, um die Reaktion abzustoppen. Anschliefsend wurde
der Flascheninhalt in ein 50ml Falconréhrchen (Sarstedt, Deutschland) iiberfiihrt
und dieses dann drei Minuten bei 300xg (S117-Zellen) bzw. 400xg (MX1-Zellen)
zentrifugiert (Megafuge 1.0, Haereus, Deutschland).



Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellpellets mit frischem Medium resuspendiert

und in neue Kulturflaschen ausgesit.

2.2 Behandlung der Zellkulturen

Nach dem Lésen der Zellen aus den Kulturflaschen, Zentrifugation und anschliefen-
der Resuspension in 6ml Kulturmedium, wie oben beschrieben, wurde die Zelldich-
te der Suspension in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Anschliefend wurde die
Zellsuspension mit Medium auf eine Zelldichte von 10° Zellen /ml eingestellt. Je 100ul
hiervon wurden sodann in je 12 Vertiefungen von fiinf 96-Well-Mikrotiterplatten pi-
pettiert, so dass sich eine Zellzahl von 10000 Zellen je Vertiefung ergab. Anschliefend
wurden die Platten 24h bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert.

2.2.1 Chloracetaldehyd

Chloracetaldehyd (wie alle hier aufgefiithrten Reagenzien: Sigma-Aldrich Chemical
Co., Steinheim, Deutschland) wurde mit 0,9%iger Kochsalzlosung auf die gewiinsch-
ten Konzentrationen verdiinnt. Die Chloracetaldehydlésung wurde vor jedem Ver-

such frisch angesetzt.

2.2.2 Oligomycin A

Bei Oligomycin A handelt es sich um eine Substanz, die die oxydative Phospho-
rylierung iiber eine Inhibition der FoF;-ATPase hemmt [41]. Oligomycin A wurde
zunéchst in DMSO geldst, mit aqua dest. auf eine Konzentration von 1200xmol/1
verdiinnt und anschlieffend portioniert bei -18°C tiefgefroren. Vor jedem Versuch
wurde dann die bendtigte Menge aufgetaut und mit aqua dest. auf die gewiinschte

Verdiinnung eingestellt.
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2.2.3 Fluoracetat

Der Wirkmechanismus von Fluoracetoacetat beruht auf der Bildung von Fluorace-
tyl-CoA und damit zu einer Einschleusung des Fluoracetoacetat in den Tricarbon-
saurezyklus [49, 62]. Die Fluoracetatlosung wurde mit aqua dest. vor jedem Versuch
frisch angesetzt, auf die Herstellung von Fluoracetaldehyd wurde wegen des sehr
aufwandigen Verfahrens verzichtet, fiir Fluoracetat ist jedoch schon friih ein ver-

gleichbarer Effekt gezeigt worden [7].

2.2.4 Aminooxoacetat

Ebenso wurde mit dem Aminooxoacetat, einem Inhibitor der Lactatdehydrogenase,
der in der Lage ist, die anaerobe Glykolyse in Tumorzellen wirksam zu inhibie-
ren [23], verfahren. Sollte Aminooxoacetat mit einem anderen Reagens kombiniert
werden, so wurden beide Losungen in der doppelten Konzentration hergestellt und

vor der Zugabe zu den Zellen zu gleichen Teilen vermischt.

2.2.5 Reagenzienzugabe und Inkubation

Unmittelbar vor dem Versuch wurden die Reagenzien wie oben gel6st bzw. aufgetaut
und auf die zuzugebende Konzentration verdiinnt. Von dieser Losung wurden dann
jeweils 20ul in je drei Vertiefungen jeder Mikrotiterplatte pipettiert. Unmittelbar an-
schliefend wurden die Platten auf dem Thermomixer geriittelt und anschliefend im
Brutschrank unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO,) inkubiert. Nach 5, 15, 30,
60 und 120 min wurde jeweils eine Platte extrahiert, und die fertigen Proben wurden
fiir die Messzeit auf Eis gelagert. Wenn alle Proben vorbereitet waren, erfolgte die

Messung.
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2.3 ATP-Messung mit Biolumineszenzverfahren

2.3.1 Grundlagen

Die Messung von ATP mittels eines Biolumineszenzverfahrens ist seit lingerem eta-
bliert und auch zum quantitativen Nachweis niedriger Konzentrationen gut geeig-
net [11, 28|. Grundlage des Verfahrens ist die ATP-abhéngige, Luciferase-katalysierte

Oxydation von D-Luciferin zu Oxyluciferin:
D-Luciferin + ATP + O, — Oxyluciferin + AMP + PP; + CO,

Das pH-Optimum dieser Reaktion liegt im Bereich von pH7,5 [11], die frei werdende
Energie wird zu 90% als Licht mit einem Intensitdtsmaximum bei einer Wellenlénge
im Bereich von 560nm abgestrahlt [11], dieses Licht wird dann in einem Luminometer

gemessen. Die zugehorige Michaelisgleichung fiir die Lichtintensitit [ lautet:

ATP
(D) I = Vinae 53iscarp

Hierbei ist V;,4, die maximale Reaktionsgeschwindigkeit, K M die Michaeliskonstan-
te der Gleichung und cAT P die ATP-Konzentration im Reaktionsgemisch. Fiir den
Fall, dass KM sehr grofs gegen cAT P ist, vereinfacht sich (1) zu:

(2) I = Vmax%

Da V. und KM Konstanten sind, ist die Lichtintensitit I des emittierten Lich-
tes nur noch von der im Reaktionsgemisch vorhandenen ATP-Konzentration cAT P

abhingig und dieser direkt proportional.

2.3.2 Praktische Durchfiihrung

Aus Photinus pyralis gewonnenes, lyophilisiertes Luciferin und Luciferase ist als
fertiges Kit einschlieflich eines ATP-Standards kommerziell erhéltlich (ATP Biolu-
minescence Assay Kit CLS II, Roche Biochemicals, Deutschland). Der Messbereich
dieses Kits liegt nach Herstellerangaben zwischen 107¢ und 107! mol/l ATP, ab-
héngig auch vom verwendeten Luminometer. Weiterhin ist wegen der in diesem Kit
verwendeten relativ geringen Luciferasekonzentration die Reaktionsgeschwindigkeit

niedrig, so dass das emittierte Lichtsignal iiber einen Zeitraum von mindestens 20min
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annihernd konstant ist, der ATP-Verbrauch betragt ca. 0,5%/min (Herstelleranga-
ben).

Nach der Herstellerinformation soll das Volumenverhéltnis zwischen Luciferaselo-
sung und Probe 1:1 betragen. Da das Injektionsvolumen bei dem zum Einsatz ge-
kommenen Luminometer (Auto-CliniLumat LB952T, Berthold, USA) fest auf 300u1
eingestellt ist, wurden von jeder aufbereiteten (s. 2.2) Probe 300ul in ein Messrea-

genzglas (5ml Kunststoff, Sarstedt, Deutschland) pipettiert.

Das Luminometer wurde auf Rohdatenmessung (raw data), das heifst ohne automa-
tische Datenauswertung im Gerét, mit einer Injektion und einer Messzeit von fiinf
Sekunden eingestellt. Die Ausgabe der Messdaten erfolgte so in “relative light units”
(RLU), diese sind definiert als gezéhlte Lichtimpulse geteilt durch zehn, multipliziert
mit einem Faktor kRLU, um Schwankungen der Kathodenempfindlichkeit auszuglei-
chen. Die RLU-Werte sind also nach Gleichung (2) aus 2.3.1 direkt proportional der

in der Probe vorhandenen ATP-Konzentration.

Bei jeder Messung wurden auferdem ein Leerwert (nur Kulturmedium, ohne Zellen)
sowie ein ATP-Standard mit 5, 10, 20, 30 und 50nmol/1 ATP, hergestellt aus in de-
stilliertem Wasser gelosten, zu dem Kit gelieferten, lyophilisierten ATP, mitgefiihrt.

Die so erstellte Eichkurve diente dann zur Linearitétsiiberpriifung jeder Messung.

2.4 ATP-Extraktion in der Zellkultur

Einen wesentlichen Schritt bei der Messung von intrazelluliren ATP-Konzentra-
tionen stellt die Aufschliefung der Zell- und Mitochondrienwinde sowie die mog-
lichst vollstandige Inaktivierung aller ATP verbrauchenden oder erzeugenden Pro-
zesse durch Eiweifkdenaturierung dar, im folgenden “ATP-Extraktion” genannt. An
ein geeignetes Verfahren sind eine Reihe von Anforderungen zu stellen (modifiziert
nach [58]):

1. Zell- und Mitochondrienmembran sollten méglichst unmittelbar durchbrochen

werden.

2. ATP sollte unmittelbar freigesetzt werden.
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3. Das gesamte zu bestimmende intrazellulire ATP sollte vollstandig freigesetzt

werden.

4. Alle Enzyme, die ATP als Substrat haben oder ATP aus anderen Substraten

synthetisieren, sollten unmittelbar und irreversibel inaktiviert werden.

5. Die ATP-Konzentration selbst sollte durch das Verfahren, zum Beispiel durch
Hydrolyse, weder kurzfristig bei der Durchfiihrung des Verfahrens, noch lang-

fristig bei Lagerung beeinflusst werden.

6. Die verwendeten Substanzen sollten keinen hemmenden Einfluss auf die Luci-

ferase haben.
7. Die Kinetik der Luciferase-Luciferin-Reaktion sollte nicht beeinflusst werden.

8. Es sollten keine wesentlichen Mengen an Substanzen freigesetzt werden, die
ihrerseits die Luciferasereaktion oder die Lichtmessung beeintréchtigen (Quen-
chingeffekt).

9. Insbesondere fiir die vorliegende Untersuchung sollte das Verfahren direkt oh-
ne weitere vorbereitende Schritte auf den verwendeten Mikrotiterplatten zum

Einsatz kommen.

In der Literatur wird eine Vielzahl von Extraktionsverfahren beschrieben [28, 58] und
verglichen. Fiir die vorliegende Arbeit wurden nach Gesichtspunkten der praktischen
Durchfiihrbarkeit drei Verfahren ausgewéhlt und auf ihre Eignung fiir die geplan-
ten Versuche untersucht. Wenn nicht anders beschrieben, wurden diese Versuche an
MX1-Zellen durchgefiihrt, die in 100pl Kulturmedium in 1,5ml-Reaktionsgefiften
(“Safe-Lock”, Eppendorf, Deutschland) in einer Dichte von 10000 Zellen/Cup aus-
gesit und zwischen Aussaat und Messung vier Stunden im Brutschrank inkubiert

wurden.

2.4.1 Extraktion mit siedender Trispufferlésung

Bei diesem, von der Firma Roche Diagnostics, Mannheim, zu ihrem ATP-Kit be-
schriebenen Verfahren, im folgenden Trispufferverfahren genannt, erfolgte die Pro-

teindenaturierung allein durch Hitze, indem zu den Proben je 900ul einer sieden-
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den Pufferlésung aus 100mmol /1 Tris und 4mmol/l EDTA, entsprechend einem pH
von 7,75, pipettiert wurden. In einer friiheren Untersuchung hat sich ein dhnliches
Verfahren als gleichwertig gegeniiber einem erheblich aufwéindigeren Verfahren er-
wiesen [21]. Um eine ausreichende Erhitzung des Mediums zu erreichen, war dieses
Volumenverhéltnis notwendig, die Kulturgeféife mussten also ein Volumen von iiber
1ml aufweisen, sollten die Zellen nicht vor der eigentlichen Extraktion noch in ein
anderes Probengeféf iiberfithrt werden, was nach Moglichkeit zu vermeiden war (s.
2.5). Anschliefend wurden die Proben zwei Minuten bei 95°C im Thermomixer (Ep-
pendorf, Deutschland) inkubiert und dann 60s bei 10000x g zentrifugiert (Biofuge
A, Haereus, Deutschland). Vom Uberstand jeder Probe wurden dann 300ul in die
Messrohrchen pipettiert.

2.4.2 Extraktion mit 10% Trichloressigsiure

Zu den Zellen wurden 100l eisgekiihlte 10% Trichloressigsédure (TCA) pipettiert,
anschliefsend wurden der Losung 50ul einer eisgekiihlten Neutralisationslosung aus
2mol /1 Kalilauge (KOH) und dem oben beschriebenen Trispuffer im Volumenverhlt-
nis KOH:Puffer von 47:3 zugegeben, der pH stellte sich damit auf Werte zwischen
7,5 und 8,3, abhingig vom Ausgangs-pH des Kulturmediums, ein. Von jeder Pro-
be wurden anschliefsend 100u1 zu 400u] der in 2.4.1 beschriebenen Trispufferlésung
in 1,5ml-Rekationsgefife pipettiert. Nach jedem Pipettierschritt wurden die Pro-
ben aufserdem im Thermomixer bei 21°C gemischt. Die weitere Probenaufbereitung

(Zentrifugation, Messrohrchen) erfolgte wie unter 2.4.1 beschrieben.

2.4.3 Extraktion mit 3mol/l Perchlorsiure

Dieses Verfahren entsprach dem unter 2.4.2 beschriebenen, an Stelle von 10% Tri-
chloressigsiure kam jedoch 3mol/1 Perchlorsiaure (PCA) zur Verwendung, die Ein-
stellung auf pH 8 wurde mit einer Losung aus 2mol/l KOH und Trispuffer im Volu-

menverhéltnis 181:19 vorgenommen.
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2.5 Intrazellulare ATP-Konzentration ex vivo

Da anzunehmen war, dass Kulturmedium und Extraktionsverfahren die Lichtaus-
beute, z.B. durch pH und Absorption, beeinflussten, konnten die Messwerte der aus
praktischen Griinden in destilliertem Wasser hergestellten Eichreihe (s. 2.3.2) nicht
einfach zur Berechnung der in den Proben vorhandenen und damit auch der intrazel-
luldren ATP-Konzentration herangezogen werden. Zur deren Bestimmung wurden
aus in Kulturmedium gelostem standardisierten ATP Eichreihen erstellt (ohne ATP,
125nmol/1, 250nmol/1, 375nmol/1 und 600nmol/1 ATP). Weiterhin wurden von bei-
den Zellinien MX1 und S117 Verdiinnungsreihen in Kulturmedium (leer, 5000, 10000
und 20000 Zellen/Probe) angefertigt. Die Zellproben wurden anschliefend noch fiir
vier Stunden im Brutschrank inkubiert, da nach dieser Zeitspanne einerseits der
Zellstoffwechsel durch die Aussaat nicht mehr wesentlich beeintréchtigt zu sein schi-
en (s. 3.2.1) und andererseits noch keine grobe Verfilschung durch Zellproliferation

7zu erwarten war.

Mit je zwei verschiedenen Extraktionsverfahren' wurden dann die Eichreihen und
die Zellproben - drei Proben je Verdiinnungsstufe - behandelt und anschliefend
gemessen. Da sowohl die ATP-Konzentration der Eichreihen als auch die Zellzahl
der Proben bekannt war, konnte die durchschnittliche intrazellulire ATP-Menge
berechnet werden, aus dem mittleren Zellvolumen der untersuchten Zellen konnte
dann auch die intrazellulire ATP-Konzentration, ausgedriickt in mmol/l, berechnet

werden.

Zur Uberpriifung des Einflusses der Testreagenzien auf die intrazellulire ATP-
Konzentration wurde allerdings auf die Berechnung absoluter Werte verzichtet, viel-
mehr wurden die Messwerte als Prozentwerte bezogen auf eine unbehandelte Kon-

trolle ausgedriickt.

1Um systematische Fehler klein zu halten, sollten die Verfahren mdoglichst unterschiedlich sein, es kamen daher
die Verfahren nach 2.4.1 und 2.4.2 zur Anwendung.

16



2.6 ATP-Extraktion in vivo

Die Tierversuche sind unter der Tierversuchsnummer X 330 a-72241.122-4(33-5/97)

genehmigt worden.

2.6.1 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um weibliche, fiinf bis sechs Wochen alte,
athymische nu/nu-M&use (Zentralinstitut fiir Versuchstierzucht, Hannover, Deutsch-
land). Die Tiere wurden bei 23°C £1°C und 40-60% relativer Luftfeuchte in
25x45cm grofen Plastikschalenkifigen gehalten. Pelletiertes Futter (Altromin 1434,
Fa. Altromin, Lage, Deutschland) und Trinkwasser waren fiir die Mause frei zuging-
lich.

2.6.2 Narkose

Die Narkose wurde mit einer intraperitoneal applizierten Mischung aus einem Teil
2%iger Ketaminlosung (Rompun®), einem Teil 50mg/ml Pentobarbital (hergestellt
in der Apotheke der Medizinischen Universitit zu Liibeck) und acht Teilen 0,9%iger
NaCl-Losung in einer Anfangsdosierung von 16ml/kg Korpergewicht durchgefiihrt.
Bei nachlassender Wirkung wurden jeweils 0,15ml des Narkosegemisches nachinji-

ziert.

2.6.3 Tumor und Transplantation

Fiir die in-vivo-Untersuchungen kam der in 2.1 beschriebene MX1-Tumor zur An-
wendung. Zunéchst wurde der Tumor iiber zwei bis drei fortlaufende Passagen unter
die Haut der Nackenregion einer Maus transplantiert. Nach Erreichen eines Tumor-
volumens von ca. 4000 bis 5000mm? wurde die Maus getétet und der Tumor steril
entnommen. Bindegewebe und nekrotisches Material wurde entfernt, der Tumor ge-
teilt und subkutan auf beide Hinterpfoten der Tiere implantiert [4], indem die ca.

1mm messenden Tumorstiicke durch einen Hautschnitt am Hinterbein oberhalb der
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Pfote unter die Haut geschoben wurden. Der Wundverschluss erfolgte mittels Pflas-
terstreifen. Nach ca. 18-21 Tagen Wachstum hatten die Tumoren eine Gréfe von

sechs bis neun Millimetern erreicht.

2.6.4 Entnahme von Tumor- und Muskelgewebe

Zur ATP-Messung wurde die Temperatur der tumortragenden Extremitit auf 37°C
eingestellt. Von dem an der narkotisierten Maus mit einer in fliissigem Stickstoff auf
-196°C gekiihlten Kryozange entnommenen Tumor- bzw. Muskelgewebe wurden 5-
10mg in 5004l eisgekiihlte 3M Perchlorsiure eingewogen und vermischt. Nach Zuga-
be von 775ul 2M KOH zur Neutralisation wurden die Proben 1min bei 13000U /min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschliekend mit aqua dest. verdiinnt (Tumor
1:500, Muskel 1:2500). Jeweils 300l dieser Losung wurden dann wie in 2.3.2 be-

schrieben im Luminometer gemessen.

2.7 Gewebe-ATP-Spiegel in vivo

Da sowohl die Menge des eingewogenen Gewebes als auch die einzelnen Verdiin-
nungsschritte bekannt waren, konnte der Gewebe-ATP-Spiegel berechnet werden.
Um auszuschlieffen, dass die Messwerte durch die Extraktionsprozedur wesentlich
beeinflusst wurden, wurde eine standardisierte ATP-Losung dem gleichen Verfahren

unterzogen, hierbei zeigten sich keine wesentlichen Verfialschungen.

2.8 Statistik

Alle Versuche zur ATP-Messung wurden im Dreifachansatz jeweils sechs Male durch-
gefiihrt. Als Messwert wurde jeweils das arithmetische Mittel eines Datentripels ge-
wertet, wenn der Variationskoeffizient (VK) der drei Einzelmesswerte unter 15% lag.
Betrug der VK iiber 15%, so wurde ein Einzelwert nicht beriicksichtigt, sofern der
VK der beiden iibrigen Werte unter 10% lag.

Bei den Versuchen, bei denen eine Substanz gegen eine unbehandelte Kontrollgruppe
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getestet wurde, kam als statistisches Testverfahren der Student-t-Test fiir verbun-
dene Stichproben zur Anwendung, wobei die Stichproben die sechs wie im ersten
Absatz beschrieben ermittelten RLU-Werte der Kontroll- und Verumgruppe wa-
ren. Die Nullhypothese Hy war hierbei, dass beide Stichproben aus der gleichen
Grundgesamtheit stammten, das heifit, ihre Mittelwerte gleich waren. Entsprechend
besagte die Alternativhypothese H,, dass sich die Mittelwerte beider Stichproben
unterschieden (zweiseitiger Test). Das Signifikanzniveau wurde mit o = 0,005 fest-
gelegt. Durch die Anwendung der Testvariante fiir verbundene Stichproben konnten

sdamtliche Messpunkte einer Versuchsanordnung gemeinsam verglichen werden.

Bei den iibrigen Versuchen (Vergleich der Testsubstanzen mit und ohne Aminooxo-
acetat) kam der t-Test fiir unverbundene Stichproben zur Anwendung, Stichproben
waren hierbei die bereits auf die Kontrollgruppen bezogenen relativen ATP-Werte
unter Behandlung mit den Substanzen alleine bzw. in Kombination mit Aminooxo-

acetat, das Signifikanzniveau wurde wiederum mit o = 0, 005 festgelegt.
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Ergebnisse

3.1 Vergleich der ex-vivo-Extraktionsverfahren

3.1.1 Praktische Durchfiihrbarkeit

Alle drei Verfahren sind einfach und schnell durchzufiihren, insbesondere ist keine
weitere Probenvorbereitung, welche die Energiestoffwechsellage der Zellen beeinflus-
sen konnte, erforderlich. Sdmtliche Reagenzien sind problemlos zu handhaben und
auch in Losung stabil. Nachteilig bei dem Trispufferverfahren (s. 2.4.1) ist, dass das
erforderliche Volumen den Einsatz auf 96-Well-Mikrotiterplatten nicht zuldsst und
eine langere Inkubation von Zellen in Eppendorf-Cups keine gleichméfigen Ergeb-
nisse liefert. Vorteilhaft bei diesem Verfahren ist allerdings die besonders einfache
Probenaufbereitung und damit eine geringere Wahrscheinlichkeit von Pipettierunge-
nauigkeiten und dhnlichen Fehlerquellen, weshalb die meisten Vorversuche, die noch
keine Kultur in Mikrotiterplatten erforderten, mit diesem Verfahren durchgefiihrt

wurden.

3.1.2 Reproduzierbarkeit der Messwerte

Zur Einschatzung der Reliabilitdt der Verfahren wurden drei Zellsuspensionen mit
unterschiedlicher Zelldichte angesetzt (nur Medium, 10° Zellen/ml und 2*¥10° Zel-

len/ml). Von jeder Suspension wurden mit jedem Verfahren drei Proben angefertigt
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und gemessen. Von der Suspension mit 10° Zellen/ml wurden auferdem mit jedem

Verfahren drei weitere Proben angesetzt und fiir vier Stunden bei 4°C gelagert.

Tabelle 1: Variationskoeffizienten von je drei Messungen identischer Proben, die Proben mit
10° Zellen/ml wurden sofort nach der Extraktion und nach vierstiindiger Lagerung bei 4°C gemes-
sen. Zellaussaat in 1,5ml-Eppendorf-Cups, die Inkubationszeit zwischen Aussaat und Extraktion

betrug vier Stunden.
Trispuffer ~TCA PCA

nur Medium 15,1% 11,6% 6,5%
10°Zellen /ml sofort 102%  32% 3,1%
10°Zellen /ml nach 4h 6,1% 3,5% 3,3%
2*%10°Zellen /ml 3.7%  22% 4.1%

Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, sind die Sdureverfahren zumindest nicht unverlasslicher
als das technisch einfachere Verfahren mit siedendem Puffer, die oben angesproche-

nen Aspekte der Pipettierungenauigkeiten spielen also keine wesentliche Rolle.

3.1.3 Storempfindlichkeit

Im Ablauf aller drei Verfahren existiert ein Schritt, der mdéglicherweise nicht bei
allen Proben, insbesondere, wenn gleichzeitig viele Proben aufzubereiten sind, ex-
akt reproduziert werden kann; dies ist bei den Sdureverfahren der zeitliche Abstand
zwischen Zugabe der Sdure und der Neutralisationslsung, bei dem Pufferverfah-
ren die Zeit im Wasserbad bei 95°C. Um zu untersuchen, inwieweit Variationen
dieses zeitlichen Ablaufs die Ergebnisse beeinflussen, wurden fiir jedes Verfahren
drei identische Proben (100ul Zellsuspension mit einer Dichte von 10° Zellen/ml
in 1,5ml Eppendorf-Cups) exakt nach Vorschrift aufbereitet. Bei je drei weiteren
identischen Proben wurde die Einwirkungs- bzw. Erhitzungsdauer um vier Minuten
verlangert. Alle Proben wurden gleichzeitig mit derselben Luciferaselosung gemes-
sen. Abbildung 1 zeigt die Ergebnisse, die Unterschiede liegen in der Grofenordnung
der statistischen Variationskoeffizienten, so dass grobere Verfilschungen durch kleine

Ungenauigkeiten im zeitlichen Ablauf nicht zu erwarten sind.
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Abbildung 1: Messwerte von identischen Proben (MX1, 100ul Suspension, 10* Zellen/Cup) bei
nach Vorschrift erfolgter Aufbereitung und bei um 4min verlingerter Einwirkungs- bzw. Erhit-

zungsdauer. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen, n=3.
3.1.4 Stabilitdt der Extrakte

Eine der wesentlichen Forderungen aus 2.4 ist (4): die vollstindige und irreversi-
ble Inaktivierung aller den ATP-Haushalt beeinflussenden Stoffwechselprozesse. Zu
Klarung der Frage, inwieweit dies durch die untersuchten Verfahren erreicht wird,
wurden je drei Proben verschiedener Zelldichte (nur Medium, 10° und 2*¥10° Zel-
len/ml) mit jedem der drei Verfahren aufbereitet. Von jeder Probe wurden 300ul
sofort gemessen und 300yl fiir vier Stunden, dies entspricht dem Doppelten der
bei den eigentlichen Versuchen notwendigen Lagerungsdauer, auf Eis gelagert und
anschliefsend gemessen. Zum Ausgleich der durch die unterschiedlichen Luciferasel6-

sungen entstehenden Differenzen wurden die Werte der Messung nach vier Stunden
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mit einem aus den jeweils mitgefiihrten Eichreihen (s. 2.3.2) ermittelten Faktor

k = Xgofort/ Xan multipliziert.
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2000000 -+ - - 00 - - Trispuffer
= -- & - -TCA
é --0--PCA
1500000 -
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0 5000 10000 15000 20000 25000
Zellzahl

Abbildung 2: Messwerte bei Messung unmittelbar nach der ATP-Extraktion (durchgezogene Gra-
phen) und nach vierstiindiger Lagerung der Proben auf Eis (gestrichelt). Letztere Werte multipli-
ziert mit einem aus den mitgefiihrten Eichreihen ermittelten Korrekturfaktor k = Xsofort/Xan.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei Proben je eingesetzter Zell-
zahl.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 2 dargestellt, die Lagerung iibt keinen Einfluss
auf die Messwerte aus, so dass davon auszugehen ist, dass bei allen drei Verfahren
eine vollstdndige und zumindest fiir vier Stunden irreversible Inaktivierung der den

ATP-Haushalt beeinflussenden Stoffwechselprozesse erfolgt.

3.1.5 Empfindlichkeit und Proportionalitéit

Aus Abbildung 2 wird aber auch ersichtlich, dass das Pufferverfahren zwar die hichs-
ten RLU-Werte je eingesetzter ATP-Konzentration liefert, gleichzeitig jedoch offen-
bar nicht zuverldssig proportionale Werte. Auch wiederholte Messungen zeigten hier
das gleiche Bild.
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3.1.6 Wahl des Verfahrens

Alle drei hier untersuchten Verfahren erfiillen prinzipiell die Anforderungen aus 2.3.2,
sie sind aufserdem in Bezug auf unvermeidliche kleinere zeitliche Ungenauigkeiten
unempfindlich. Das Pufferverfahren zeichnet sich durch seine Einfachheit und hohe
Sensitivitit aus, erwies sich aber in der weiteren Versuchsplanung durch die erforder-
lichen Volumina als deutlich weniger geeignet. Weiterhin liefert diese Methode trotz
der geringeren Anzahl an erforderlichen Verarbeitungsschritten etwas ungenauere

Ergebnisse.

Die beiden Saureverfahren liefern zuverldssige Ergebnisse bei fiir den vorgesehenen
Einsatz durchaus ausreichender Sensitivitdt, und die Reagenzienvolumina sind so
niedrig, dass die entscheidenden Schritte der Proteindenaturierung und Neutralisa-
tion direkt in den eingesetzten 96-Well-Mikrotiterplatten durchgefiihrt werden kon-
nen. Die Trichloressigsdure bietet hierbei durch hohere Sensitivitit und geringere
erforderliche Menge an Neutralisationslosung Vorteile gegeniiber der Perchlorsiure.
Auch in der Literatur wird diese Methode von einem Autor als Referenzverfahren
benannt [59]. Die ATP-Extraktion wurde also bei allen Versuchen, die in die end-

giiltige Auswertung eingehen sollten, mit 10% Trichloressigsiure durchgefiihrt.
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3.2 ATP-Spiegel in vivo und ex vivo

3.2.1 Beeinflussung durch Aussaat in der Zellkultur

4500000
4000000
——20.000 Zellen
3500000
—&—10.000 Zellen
—8—5.000 Zellen
3000000 —A—2.500 Zellen
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1000000
500000 M‘

0 } } }
0 30 60 90 120 150 180 210

Inkubationszeit in min

Abbildung 3: RLU-Werte unmittelbar nach Aussaat der MX1-Zellen sowie nach 30, 90 und 210
min Inkubation im Brutschrank. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei
unabhédngigen Versuchen.

Die Prozedur des Umsetzens und Aussédens der Zellen mit allen erforderlichen Schrit-
ten lief eine Beeinflussung des Zellstoffwechsels erwarten. Um deren Ausmafs zu un-
tersuchen und zu bestimmen, nach welcher Zeit sich der Zellstoffwechsel erholt hat,
wurden die ATP-Spiegel in verschiedenen Zeitabstdnden nach der Aussaat mit dem
Verfahren nach 2.4.1 gemessen. Da es hierbei nur auf den zeitlichen Verlauf und
nicht auf die absoluten Konzentrationen ankam, wurde auf eine Umrechnung der
RLU-Werte in ATP-Konzentrationen verzichtet.

Hier zeigte sich auch nach iiber drei Stunden ein Anstieg der ATP-Spiegel, auf der
anderen Seite ist ein Anstieg der ATP-Spiegel auch durch die Zellproliferation zu
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erwarten. In anderen in unserem Labor durchgefiihrten Untersuchungen [6] hatte sich
eine 24stiindige Inkubation im Brutschrank zwischen Aussaat der Zellen und Beginn
der Messungen als praktikable Losung erwiesen, so dass dies fiir die vorliegende

Untersuchung iibernommen wurde.

3.2.2 Intrazellulire ATP-Konzentration in der Zellkultur

Bei der Bestimmung der intrazelluliren ATP-Konzentration in den kultivierten Zel-
len nach 2.5 fanden sich keine wesentlichen Unterschiede im Vergleich der beiden
Extraktionsverfahren: Die intrazellulire ATP-Konzentration bei MX1- und S117-
Zellen lag nach Tabelle 2 in der Kultur unter optimalen Umgebungsbedingungen in

der Grokenordnung zwischen 6 und 10mmol/1.

Tabelle 2: Intrazellulirer ATP-Gehalt ATP..; in fmol und -Konzentration cATPin mmol/l bei
MX1- und S117-Zellen. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unab-
héngigen Messungen mit verschiedenen Zellzahlen (5000, 10000 und 20000 Zellen), jeweils im Drei-

fachansatz.
Extraktions- MX1 S117
verfahren n=3 n=3
ATP,.y [fmol] | cATP [mmol/l] | ATP..y; [fmol] | cATP [mmol/]]
TCA 7,38 +0,28 | 6,15 +0,23 | 31,85  £2,51 | 6,37 40,50
Tris 11,76  £0,75 | 9,80 +0,62 | 45,90 +10,64 | 9,18 +2,13

3.2.3 ATP-Gewebekonzentration im Tumorxenograft

Bei den Messungen im MX1-Tumorxenograft zeigte sich, dass im vitalen Tumorgewe-
be ein niedrigerer ATP-Spiegel nachzuweisen ist, allerdings in dhnlicher Grofenord-
nung wie in den isolierten und kultivierten Tumorzellen, so dass eine Vergleichbarkeit
gegeben ist. Bei den in-vivo-Messungen handelt es sich nicht um intrazelluldre ATP-
Konzentrationen, sondern methodenbedingt vielmehr um Gewebekonzentrationen,
bezogen auf die Proteinmasse. Hier sind also auch avitales Gewebe sowie Bindegewe-
be und Blutgefifte mit erfasst. Deutlich wird jedoch die bessere Energieausstattung

von Muskelgewebe gegeniiber dem Tumorgewebe.
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Tabelle 3: ATP-Gewebekonzentration in pumol/g Protein im vom selben Blutgeféf versorgten MX1-
Tumorxenograft und Muskelgewebe an der Nacktmaus unter physiologischen Bedingungen (Was-
serbad 37°C) im zeitlichen Verlauf iiber 1,5 Stunden. Angegeben sind Mittelwerte und Standard-
abweichungen von drei unabhingigen Versuchen.
Zeit in min | MX1-Tumor Muskel
n=3 [pmol/g] | n=3 [pmol/g]
511,78 +1,21 | 494 £1,44
10 | 1,40 +1,36 | 4,07 £0,39
15 | 1,95 +1,30 | 5,04 £1,28
20 | 1,46 +1,23 | 5,16 £1,61
40 | 1,27 +0,81 | 5,48  +2,46
60 | 1,15 +1,24 | 431  £147
90 | 1,01 +1,38 | 424  £0,39

3.3 ATP-Spiegel unter Behandlung

3.3.1 Chloracetaldehyd

Unter Behandlung mit Chloracetaldehyd bei erhaltener anaerober Glykolyse zeigte
sich bei beiden Zellinien in den ersten 60min kein signifikanter Abfall des ATP im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollprobe (Abbildungen 4 und 5). Lediglich in einer
Dosierung von 500umol/1 findet sich sowohl bei den MX1-Zellen als auch bei den
S117-Zellen eine deutliche Reduktion des ATP bei der Messung nach 120 Minuten
Inkubation (p<0,005).

3.3.2 Fluoracetat

Auch unter Inkubation mit 500pumol/l Fluoracetat ldsst sich ohne Blockade des
anaeroben Stoffwechselweges ein signifikanter Einfluss auf den ATP-Spiegel weder
bei MX1- noch bei S117-Zellen nachweisen (Abbildungen 4 und 5).
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Abbildung 4: ATP-Spiegel von MX1-Zellen unter Inkubation mit Chloracetaldehyd, Fluoracetat
und Oligomyecin relativ zu einer unbehandelten Kontrollprobe. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aus jeweils sechs Versuchen.

3.3.3 Oligomycin

Das gleiche Bild zeigt sich bei Behandlung mit 50umol/1 Oligomycin, auch hier
bleiben die ATP-Spiegel bei beiden Zellinien iiber die gesamte Messdauer von 120

Minuten unverandert.
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Abbildung 5: ATP-Spiegel von S117-Zellen unter Inkubation mit Chloracetaldehyd, Fluoracetat
und Oligomyecin relativ zu einer unbehandelten Kontrollprobe. Dargestellt sind Mittelwerte und

Standardabweichungen aus jeweils sechs Versuchen.

3.4 ATP-Spiegel unter Behandlung bei blockierter anaerober
Glykolyse

3.4.1 Aminooxoacetat

Aus den Abbildungen 6 und 7 wird deutlich, dass allein die Blockade des anaeroben
Stoffwechselweges ohne zusétzliche Hemmung der Atmungskette einen signifikanten
(p<0,005) Abfall des ATP-Spiegels schon innerhalb der ersten fiinf Minuten nach
Zugabe des Aminooxoacetates bewirkt. Bei den S117-Zellen ist diese Reduktion
etwas weniger ausgeprigt als bei den Zellen der MX1-Linie, aber auch hier liegen
die ATP Spiegel nach zwei Stunden Inkubation nur noch bei 42% der Kontrollprobe
(MX1 28%).
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Abbildung 6: ATP-Spiegel von MX1-Zellen unter Inkubation mit Chloracetaldehyd, Fluoracetat
und Oligomycin in Kombination mit 100mmol/l Aminooxoacetat zur Blockade der anaeroben Gly-
kolyse relativ zu einer unbehandelten Kontrollprobe. Zum Vergleich werden die Messwerte unter
Inkubation mit 100mmol/l Aminooxoacetat ohne Zugabe der iibrigen Reagenzien mit gezeigt. Dar-
gestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils sechs Versuchen.

3.4.2 Chloracetaldehyd und Aminooxoacetat

Unter Zugabe von Chloracetaldehyd in drei unterschiedlichen Konzentrationen
(20pmol/1, 100pxmol/1 und 500pmol/1) ergab sich ein differenziertes Bild: Bei den
Zellen der MX1-Linie lief sich bei Inkubation mit 1004M Chloracetaldehyd nach
30min und 120min ein signifikant niedrigerer ATP-Spiegel als bei den lediglich mit
Aminooxoacetat behandelten Zellen nachweisen, bei 500M Chloracetaldehyd deut-
lich nach 60min. Unter Behandlung mit 20zmol/l Chloracetaldehyd trat allerdings
keine statistisch signifikante Verinderung des ATP-Spiegels auf (Abbildung 6).

Die S117-Zellen zeigten hier eine hohere Empfindlichkeit. Schon bei Inkubation
mit 20pmol/l CAA ist bei 30min eine signifikante (p<0,005) ATP-Reduktion ge-
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Abbildung 7: ATP-Spiegel von S117-Zellen unter Inkubation mit Chloracetaldehyd, Fluoracetat
und Oligomycin in Kombination mit 100mmol/l Aminooxoacetat zur Blockade der anaeroben Gly-
kolyse relativ zu einer unbehandelten Kontrollprobe. Zum Vergleich werden die Messwerte unter
Inkubation mit 100mmol/l Aminooxoacetat ohne Zugabe der iibrigen Reagenzien mit gezeigt. Dar-

gestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils sechs Versuchen.

geniiber den nur mit Aminooxoacetat behandelten Zellen sichtbar, die 60min- und
120min-Werte sind mit p=0,006 bzw. p=0,012 nicht mehr signifikant niedriger. Un-
ter 100umol/l1 CAA zeigt sich dann aber ein deutlicher Abfall des ATP-Spiegels ab
der 30. Minute, unter 500umol/1 CAA schon ab der 5. Minute (Abbildung 7).

3.4.3 Fluoracetat und Aminooxoacetat

Auch bei Inkubation mit 500umol/l Fluoracetat zeigte sich ein Unterschied zwi-
schen den beiden Zellinien. Wéhrend sich bei den MX1-Zellen keine weitere ATP-

Reduktion im Vergleich zu den nur mit Aminooxoacetat behandelten Zellen nach-
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weisen lief (Abbildung 6), zeigte sich bei den S117-Zellen ein signifikanter Abfall
des ATP-Spiegels von der 5. Minute an (Abbildung 7).

3.4.4 Oligomycin und Aminooxoacetat

Eindeutig ist der Effekt des Oligomycins. Bei gleichzeitiger Blockade des anaeroben
Stoffwechselweges mit Aminooxoacetat bricht unter Zugabe von 10umol/1 Oligomy-
cin die ATP-Synthese sowohl der MX1- als auch der S117-Zellen nahezu vollstandig
zusammen (Abbildungen 6, 7). Im Vergleich zur unbehandelten Kontrollprobe fin-
det sich bei den Zellen der MX1-Linie noch ein ATP-Spiegel von 1-2% schon nach
15 Minuten Inkubation, die S117-Zellen erhalten sich noch einen ATP-Spiegel von

6-8% in Relation zur unbehandelten Kontrolle.
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Diskussion

4.1 Wirkmechanismus von Chloracetaldehyd

In der Literatur werden eine Reihe von Hypothesen zur Wirkung von Chloracetalde-
hyd auf die intrazelluldre Energiegewinnung diskutiert. So konnte bei Untersuchun-
gen an menschlichen Nierentubuli in vitro beobachtet werden, dass die Utilisation
von Lactat und die Syntheserate von Glucose unter 500-5000pmol/1 Chloracetal-
dehyd drastisch reduziert wurden, es aber gleichzeitig zu einer Akkumulation von
Pyruvat kam [13]. Gleichzeitig fand sich eine Abnahme von Adenosintriphosphat,
Coenzym A und Acetyl-CoA. Nach der Hypothese der Autoren kann diese Befund-
konstellation durch eine Inhibition sowohl des Pyruvatdehydrogenasekomplexes, der
die oxydative Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-CoA katalysiert, als auch der
Pyruvatcarboxylase, einem durch Acetyl-CoA aktiviertem Enzym der Gluconeoge-

nese erklart werden.

In einer anderen Untersuchung an Ratten fand sich in vivo kein Einfluss von Chlor-
acetaldehyd auf die Aktivitdt der Succinatdehydrogenase, allerdings konnte eine
Reduktion der Fettsdureoxidation, namentlich des Palmitatstoffwechsels beobachtet
werden [69]. Eine Inhibition der intrazelluldren Energiegewinnung durch Chloracet-
aldehyd in Konzentrationen von 200umol/1 auf der Ebene der Atmungskette in Form
einer reduzierten Aktivitdt der Succinat-Cytochrom-c-Oxidoreduktase konnte von

WOODLAND ET AL. [72] nachgewiesen werden.
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Mit der vorliegenden Untersuchung konnte nachgewiesen werden, dass Chloracetal-
dehyd ex vivo die ATP-Synthese von MX1- und S117-Zellen hemmen kann, allerdings
nur in sehr hohen und klinisch nicht relevanten Konzentrationen, wenn gleichzeitig
die anaerobe Glykolyse blockiert wird. Gleichzeitig zeigt sich ein deutlicher Abfall
des intrazelluliren ATP-Gehaltes bei alleiniger Blockade des anaeroben Stoffwech-
selweges. Da sich diese ATP-Depletion in allen Versuchen bereits nach den ersten
fiinf Minuten Inkubation nachweisen lésst, ist der in den Abbildungen 4 und 5 ohne
Blockade der anaeroben Glykolyse zu ersehende Abfall des intrazelluliren ATP-
Gehaltes nach einer Inkubation mit 500umol/1 Chloracetaldehyd von mehr als einer
Stunde durch das Absterben der Zellen bei dieser Chloracetaldyhydkonzentration [6]

zu erklaren.

Zum Verstidndnis dieser Ergebnisse trigt die Beobachtung bei, dass Tumoren in der
Lage sind, ihre Stoffwechsellage von der Verfiigharkeit der Substrate abhingig zu
machen. Insbesondere ist bei einem ausreichendem Glucoseangebot der Synthese-
weg der anaeroben Glykolyse von Glucose iiber Pyruvat zu Lactat in grofem Mafe
steigerbar, der Tricarbonsiurezyklus scheint jedoch sittigbar zu sein [25]. Steht also
Glucose als Substrat zur Verfiigung, so konnen die untersuchten Tumorzellen eine
Storung der oxydativen Glykolyse durch eine entsprechende Steigerung der anaero-
ben Glykolyse kompensieren. Erst nach der Blockade dieses Weges, die in der vor-
liegenden Untersuchung durch den Lactatdehydrogenaseinhibitor Aminooxoacetat
erzielt wurde, werden die Effekte von Chloracetaldehyd auf den Adenosintriphos-
phathaushalt der Zelle sichtbar. SOOD UND O’BRIEN [54] haben in ihrer Untersu-
chung zur Toxizitdt von Chloracetaldehyd an Rattenhepatozyten einen ATP-Abfall
beobachtet. In ihrer Arbeit wurden die Zellen in Krebs-Henseleit-Puffer kultiviert,
den es in einer glucosehaltigen und einer glucosefreien Version gibt. Die Vermutung,
dass in dieser Untersuchung glucosefreier Puffer verwendet wurde, liegt nahe, eine
Aussage hieriiber treffen die Autoren leider nicht. Beriicksichtigt man dann ferner die
Ergebnisse von DUBOURG ET AL. [13], nach denen auch die Gluconeogenese, zu der
ja insbesondere Hepatozyten in der Lage sind, durch Chloracetaldehyd beeintrich-
tigt wird, 16st sich der scheinbare Widerspruch zwischen den eigenen Ergebnissen

und denen von SOOD UND O’BRIEN [54] auf.

Zur Beantwortung der Frage nach dem molekularen Mechanismus der beobachteten
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Effekte trigt eine genauere Betrachtung der Ergebnisse sowohl der vorliegenden Un-
tersuchung als auch der Literaturergebnisse bei. Eine Inhibition der FoF-ATPase ist
fiir Oligomycin beschrieben [41]. Eine an HeLa-Zellen durchgefiihrte Untersuchung
des Effektes von Oligomycin auf die intrazelluliren ATP-Konzentrationen zeigte eine
ATP-Depletion nur bei Kultur in glucosefreiem Medium, in glucosehaligem Medium

war kein Effekt zu beobachten [16]. Dies deckt sich mit den eigenen Beobachtungen.

Fiir einen Chloracetaldehyd-Wirkmechanismus aufserhalb der eigentlichen Atmungs-
kette, zusétzlich zu der von WOODLAND ET AL. [72]| beobachteten Hemmung der
Succinat-Cytochrom-c-Oxidoreduktase, sprechen die Ergebnisse von DUBOURG ET
AL. [13], die allerdings mit sehr hohen Choracetaldehydkonzentrationen im Bereich
von 500umol/1 bis 5000umol/1 beobachtet wurden. Die dort beobachtete Akkumu-
lation von Pyruvat ist nicht nur iiber eine Hemmung der Pyruvatcarboxylase und
des Pyruvatdehydrogenasekomplexes, sondern ebenso gut iiber eine “letale Synthe-
se” von Chloracetyl-CoA analog zum Fluoracetatstoffwechsel [7, 49, 62| erklarbar:
Chloracetyl-CoA wiirde mit Oxalacetat zu Chlorcitrat kondensiert, welches dann
ebenso wie Fluorcitrat ein Inhibitor der Aconitase wire und damit den Tricarbon-
sdurezyklus an der Stelle der Isomerisation von Citrat zu Isocitrat unterbriche.
Gleichzeitig wire die Aktivierung der Pyruvatcarboxylase durch Chloracetyl-CoA
an Stelle von Acetyl-CoA beeintrichtigt. Konsekutiv folgte eine Akkumulation von

Pyruvat sowie eine verminderte Gluconeogenese und Lactatutilisation.

Zur Absicherung dieser Hypothese sind noch weitere Untersuchungen erforderlich,
jedoch werden diese Uberlegungen durch die Beobachtung gestiitzt, dass sich in den
vorliegenden Ergebnissen bei blockierter anaerober Glykolyse zwischen den MX1-
und S117-Zellen Unterschiede beobachten lassen. So wird die ATP-Synthese von
S117-Zellen im Gegensatz zu MX1-Zellen nach Zugabe von Oligomycin noch in ge-
ringem Mafe aufrechterhalten. Die eingesetzte Konzentration von 10umol/1 Oligo-
mycin scheint bei S117-Zellen also keine vollstindige Blockade der FyF,-ATPase
zu bewirken. Anders sehen die Effekte von Chloracetaldehyd und Fluoracetat aus.
Hier ist bei den S117-Zellen eine stirkere Beeintrachtigung der ATP-Synthese zu

beobachten, was auf einen parallelen molekularen Mechanismus hindeuten konnte.
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4.2 Mogliche klinische Bedeutung

Zu den folgenden Ausfithrungen ist einschrinkend vorauszuschicken, dass die zi-
tierten Studien an verschiedenen Tumoren durchgefiihrt wurden. Eine Verallgemei-
nerung ist daher sicher mit der gebotenen Zuriickhaltung zu betrachten. Da sich
jedoch die an den verschiedenen Tumoren erhobenen Befunde von der grundsétzli-
chen Aussage her decken, sind Uberlegungen zur klinischen Bedeutung der in der

vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse moglich!.

Die in vivo gemessenen ATP-Gewebekonzentrationen im Tumorxenograft (Tabelle
3) liegen in der gleichen Grofenordnung wie die ex vivo in der Zellkultur gemessenen
Konzentrationen (Tabelle 2). Dies spricht fiir eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse

der ex-vivo-Versuche mit moglichen in-vivo-Wirkungen.

Die nach der Literatur im Plasma von mit Ifosfamid behandelten Patienten gemesse-
nen Chloracetaldehydspiegel? reichen von 10umol/1-109umol/1 [30] iiber 80umol/I-
100pmol/1 [22] bis 210pmol/1 [74], bei hier durchgefithrten Untersuchungen bis
15umol/1 [6]. Fiir therapeutisch erzielbare Chloracetaldehydplasmaspiegel sollte also
realistischerweise ein Wert zwischen 10pxmol/1 und 100pumol/1 angenommen werden,
auch wenn es Hinweise auf eine hyperkapnievermittelte hohere intrazelluldre Ifosfa-

midkonzentration bei Prolaktinomen gibt [50].

Eine Reihe von Untersuchungen konnte zeigen, dass in soliden Tumoren vermehrt
hypoxische Areale vorkommen [8, 32, 46, 66, 67]. Unmittelbare Folge der Hypoxie
ist vor allem eine Absenkung des intrazellularen pH [2, 17, 25|, die nicht nur auf

einem erhohten Lactat-Anfall, sondern auch auf einen erhéhten pCOq [25] beruht.

In mehreren Studien [3, 15, 63| konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen auf Hy-
poxie auch mittels einer verdinderten Genexpression reagieren konnen. Der komplex
verinderte Energiestoffwechsel von Tumoren mit hohem Anteil an hypoxischem und
perinekrotischem Gewebe [19, 32| mit einer hoheren Abhéngigkeit von anaeroben
Stoffwechselpfaden [40] bietet fiir solide Tumoren durch ein schlechteres Ansprechen
auf Chemo- oder Radiotherapie [47, 52, 66] Uberlebensvorteile [26].

!Eine verallgemeinernde Computersimulation des Stoffwechsels von Tumoren zeigt dhnliche Resultate [35].
2Einen Uberblick iiber entsprechende Messverfahren gibt die Ubersichtsarbeit von KA1JSER ET AL. [31].
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Zusammenfassend basiert der Energiestoffwechsel eines erheblichen Anteils von so-
liden Tumoren also zu einem wesentlichen Teil auf anaeroben Stoffwechselwegen,
insbesondere der anaeroben Glykolyse. Die Daten der vorliegenden Arbeit legen
den Schluss nahe, dass unter den Bedingungen einer ohnehin auf anaerober Gly-
kolyse basierenden intrazelluliren Energiegewinnung die nachgewiesene Hemmung
des aeroben Stoffwechselweges durch Chloracetaldehyd bei therapeutisch erzielba-
ren Plasmakonzentrationen in der zytotoxischen Wirkung des Ifosfamides gegen so-
lide Tumore nur eine untergeordnete Rolle spielt. Im Vordergrund stehen vermut-
lich die anderen zellschddigenden Wirkungen Alkylierung [33, 55| und Glutathion-
Depletion [39, 42, 45, 53, 70]. Glutathion ist in seiner reduzierten Form ein Tri-
peptid (L-g-Glutamyl-L-Cysteinyl-Glycin), welches eine Thiol- oder Sulfhydryl-(-
SH)-gruppe enthélt, und hat eine wesentliche Funktion im Schutz gegen freie Ra-
dikale und andere Oxidantien. Eine Glutathion-Depletion kann zu einer erh6hten
Empfindlichkeit gegeniiber der Toxizitdt von Chloracetaldehyd fiihren [54]. Andere
Untersuchungen [9, 27, 51| konnten zeigen, dass die Alkylantienwirkung in rasch
proliferierenden normalen Zellen und Tumorzellen durch eine Glutathion-Depletion

verstarkt werden kann.

Es zeigt sich in den vorliegenden Ergebnissen jedoch eine Tendenz: die MX1-Zellen
reagieren auf die alleinige Blockade der anaeroben Glykolyse mit einem deutlich
starkeren ATP-Abfall als die S117-Zellen, die wiederum empfindlicher auf Chlor-
acetaldehyd und Fluoracetat reagieren. Dies stiitzt die Hypothese, dass Tumoren,
die, wie in diesem Falle die MX1-Zellen, ihren Energiestoffwechsel auf anaerobe
ATP-Gewinnung umgestellt haben, von Storungen des Tricarbonsdurezyklus rela-
tiv unbeeintriachtigt bleiben. Als Konsequenz konnte in der Therapie anderer, z.B.
hamatologischer Tumoren, die moglicherweise eine stirkere Abhiangigkeit von der ae-
roben Energiegewinnung aufweisen, der Effekt einer ATP-Synthesehemmung durch
Chloracetaldehyd eventuell an Relevanz gewinnen. Dies sollte Gegenstand weiterer

Untersuchungen sein.
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Zusammenfassung

Der Ifosfamidmetabolit Chloracetaldehyd wurde fiir die im Vergleich zu dem Struk-
turanalogon Cyclophosphamid hoéhere Nephro- und Neurotoxizitit des Ifosfamids
verantwortlich gemacht. Untersuchungen der hiesigen Arbeitsgruppe konnten jedoch
fiir Chloracetaldehyd eine eigene zytotoxische Wirkung auf Tumorzellen ex vivo und
in vivo nachweisen. Fiir Chloracetaldehyd, das auch aus der chemischen Industrie
bekannt ist, wurden neben einer alkylierenden und Glutathion vermindernden Wir-
kung auch eine Hemmung der oxydativen Phosphorylierung beschrieben. Es lag also
der Gedanke nahe, mit dem Chloracetaldehyd eine Substanz gefunden zu haben, die
die bislang chemotherapeutisch nur unzureichend angreifbaren hypoxischen Tumor-
areale gezielt schidigen konnte. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung
von Chloracetaldehyd auf die Adenosintriphosphatsynthese solider Tumoren in der

Zellkultur zu untersuchen.

Hierzu wurden zunichst Methoden zur ATP-Extraktion in der Zellkultur verglichen
und aus diesen ein eigenes Verfahren entwickelt. Die eigentliche ATP-Messung erfolg-
te nach dem Biolumineszenzverfahren. Zellen der humanen Mammakarzinom(MX1)-
und Sarkom(S117)-Reihe wurden nach Inkubation in der Zellkultur mit Fluoracetat,
Oligomycin und Chloracetaldeheyd, jeweils mit und ohne Zugabe des Lactatdehy-
drogenaseinhibitors Aminooxoacetat, versetzt, unmittelbar nach Zugabe der Sub-

stanzen begann die Messung der ATP-Spiegel bis zu einem Zeitraum von 120min.

Eine deutliche Senkung des ATP-Spiegels war nur nach Blockade der anaeroben Gly-

kolyse mit Aminooxoacetat zu beobachten. Beide Zellreihen zeigten ein leicht diffe-
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rentes Verhalten: wihrend bei den MX1-Zellen die ATP-Synthese iiber die oxydative
Phosphorylierung unter Oligomycin nahezu vollstédndig sistierte, zeigten die S117-
Zellen noch ATP-Spiegel in Hohe von 6-8% des Ausgangswertes. Chloracetaldehyd
vermochte jedoch in Konzentrationen von 20umol/l den ATP-Spiegel der S117-Zellen
signifikant zu senken, bei MX1-Zellen war dieser Effekt erst ab 100umol/1 Chloracet-
aldehyd und nicht so ausgepréigt zu beobachten. Die Ergebnisse zum Fluoracetat

ahnelten denen zum Chloracetaldehyd.

Ausgehend von der Fragestellung liegt der Schluss nahe, dass Chloracetaldehyd die
ATP-Synthese mit einem dhnlichen molekularen Mechanismus wie Fluoracetat durch
Einschleusung in den Tricarbonsdurezyklus als Chloracetyl-CoA hemmt. Relevante
Auswirkungen auf den intrazelluliren ATP-Gehalt unter therapeutisch erzielbaren
Chloracetaldehydkonzentrationen lassen sich in den untersuchten Zellreihen jedoch
nur bei gleichzeitiger Hemmung der anaeroben Glykolyse beobachten. Da solide
Tumoren hiufig aufgrund ihrer in wesentlichen Arealen hypoxischen Stoffwechsellage
von aerober Energiegewinnung weniger abhingig sind, scheint die klinische Relevanz
dieser Chloracetaldehydwirkung in der Ifosfamidtherapie der untersuchten soliden
Tumoren von untergeordneter Bedeutung zu sein. Inwieweit sich dieser Effekt bei
anderen, insbesondere hamatologischen, Tumoren nutzen lisst, sollte Gegenstand

weiterer Forschung sein.
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Anhang A

Abkiirzungen

e AMP Adenosinmonophosphat
e ATP Adenosintriphosphat

e CAA Chloracetaldehyd

e dest. destillata

e DMSO Dimethylsulfoxid

e FAC Fluoracetat

e [FO Ifosfamid

e KOH Kalilauge

e OM Oligomycin

e Ox. Aminooxoacetat (Oxamat)
e PCA Perchlorséure

e PP, Pyrophosphat

e RLU relative light units

e TCA Trichloressigsdure

e VK Variationskoeffizient
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Anhang B

Messwerttabellen

B.1 Rohdaten der Messungen zum Vergleich der Extrakti-

onsverfahren
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B.2 Rohdaten der Messungen zur Bestimmung der absoluten

ATP-Konzentrationen
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B.3 Rohdaten der ATP-Messungen an MX1-Zellen
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B.4 Rohdaten der ATP-Messungen an S117-Zellen

66



19192°0 (4 %8y 9v0'0 %56 %96 %66 %001 %6 %L8 %L6 02}
2870€'0 09 %LL'C £20°0 %16 %56 %96 %66 %v6 %00} %66 09
91290 0E %587 1 €10 %96 %501 %P0 L %001 %00} %L9 %20k 0€
906710 G %LL'9 6900 %20 L %L6 %66 %001 %56 %901 Y413 G L
cv280 S %822 €200 %20 L %901 %E0 L %101 %20k %001 %004 S
Hgausio %000 0000 %00 | %001 %00} %001 %00} %001 %00} 0
d A MOYPIS |OlN|  UONSI9A 9 UONSIOA G UONSIOA p UONSIOA '€ YONSIOA ¢ UONSIOA | Ui Ul 3197
(a1101u0Y [AMN=WNIAA [SWIN dAylInN) 1seL-F I 131uby 1/10wrog v ossiuqabiz
%€E2" ¥606£0€ 9/2070€ %09'€ 1166992 9182192 %802 paciel il 4 96€lLve %91 15€085¢ 6092192 %79°e 98091lce 8€€€5eT %62 - €16c5ce 181569¢2
1€92¥90€ SP7S90€ 1000¥282 6€81£82 Gleglee S0¥¢ee 0§5/¢9¢ 2087992 Lveoeie €6v/Sle 28€9¥ee L¥0€92g |02k
2.7 1 E0€ 8501662 0¥22662 £8€E21 /2 G81E¥92C 201592 /G0€/€E8 66£66EC 8€2/0¥¢ 8526552 898697¢ 02120S¢ /825022 GES6/88 /8/91€2 281E€22 1520022 9169122
%82 9801282 89¢2282 %202 1509022 068€12C %vee 8Ge91€e 16072€e %902 2eELv9e 7/5v89¢ %802 /802v5e 6E€6/52 %02 | 8€LLL12 €076l
¥26.€82 9016€82 0515092 6862192 89E65€C 108/9¢e £889/5¢ GEIVI92 9€0997¢ 882€05¢ cl9622e LEE9¥2e 09
€ 166782 6220682 1161682 15¥9992 2518892 16659692 71259€2 9isiere g5e6eve €L65€92 G1./€892 19602/2 116872 609€¥re 1980872 7690022 129612 9gel e
%8€'2 185¥0£0€ 0¥9120€ %Sy 1695062 8.L¥el6T %£8°0 €€L019¢ 2.5819¢ %8€'C /95692 9c6eele %€E€°0 Lellleg %92'€ €lLoece 8L/9¥¢2
|60€1E6C Levee6e 16109582 898€98¢C 0981852 669685¢ 9 Ive9e 86€1/9¢2 6r9ry9L 1061891 2586012 L159¢le 0€
6781662 6..8162 1967262 G89 1982 L6€€282 9€ciese 061/85¢ 1168952 9189/5¢ 69€2692 88229/¢ 0¥566.2 0280791 0669€91 2reyl9l 1224944 1582012 2esvele
%90°2 19606892 8720692 %EE" | 162952L2 815¢e¢€/e %270 GGesere 60EYYS %850 289¢€/5¢ ¥€60192 %260 ¥665€5¢ 9¥eelSe %0S" 1 G525602 O0célile |
12192092 6/809¢ Ladd7 €826/9¢ 2SeSIYe 1518 %444 /€0565¢ 6822£9¢ 905 16¥¢ 85/8¢5¢ S€€902 0100802 S
6,96992 62€21le LIGEL/2 5705892 £10859¢ 2585992 0S0¥¢ve vvSiere £8€62rC 6728252 /209952 6/2€09¢ 0€001S2 6852052 1 786€G5¢ G26£902 /1€€02 6£8670C
%Ly 1680052 €/0205¢ %802 6651182 8EV6182 [%E£9° 1 GEI8YYS ¥/655v¢ %022 0€5/¢le 28/¥9/2 %07 | cEVLI¥e 897152 %580 9989881 LESE06 1
1116872 £62067¢ 21e908e 150v 182 1829cSe 9/0%€Se 0€09¥92¢ 282€89¢ 0seleve 20Sv.Lye 00€9881 1596206+ S
165552 2299292 082292 ¥8GSL.8 168022 08/91/2 glel8ve 1926972 901Lve LE¥2992 05/€19¢ 2001592 879€.L¥S £€92905¢ §15evSe 2165681 0/57161 GECLEBL y1owrloz vvo
28l 6E8L 6€8L 262.€ 26ele G999 | HomIsa
%92 £2.622¢ §060€2€ %852 106862 9v/9082 %EL'6 6510012 866/01¢ %vS'e 0121592 2968892 %5 2020872 6S7/15¢ %G8" | 0g0leee 1569/€€2 |
L0€/81€ 687881€ 0898692 61599022 9/€815¢ Gle9eSe 01/68.2 2969¢82 [9A%44%°4 Gc/l1852 81059¢2 £891822 j0c1
|lce8lole 9E¥890€ 819690€ ¥6.87.C G6.EE61 /8L79€2 Gessive 799€872 €l162c/e Ocelele 2LS¥9/2 2285eSe 1812552 6£00652 €LL11EC 1226v€2 9€659€2
%6L'€ |EVY6.82 §290882 %952 |¥6880L8 €eL9lle %22 19980€2 90591€e %67 - 082€08e 2e50782 %Sy velvlee 9/elLve %E e L090v2e 199¢/5¢ce
1251160 €€260€ 14580622 0698622 2v086€C 1885072 8218582 08e5682 0968652 2le9ege 0¥909¢2 S0eLlee 09
G/6600€ LE€650€ £15090¢€ vEvESLS 8550582 16£8582 €2v18e2 195/€ve 00vShve 9/6218¢ 61/5//2 1/62182 £78187¢ Srvelre 1696052 €06€222 6970/12 vEL/81LT
%01 6957282 16/G/82 %112 8111692 1196692 %622 6019252 876E€5C %L2C €0865.2 GG0/6Le %82°+ /€718€¢ 689817¢ %L1} 2905212 12Livie
0292582 2588582 G6558/2 V6€€6/8 1GEVY9e 0612592 £08689¢ G§50/¢le 16/85¥¢ 67016¥2 6809202 522602 joe
/896782 2289182 008182 28985/2 1/86/2 £G65908¢ £07885¢ 05/¥65¢ 6852092 €€/569¢ £65/€9¢ S¥87/9¢ 0/E1EVC G/885¥¢ /2196¥8 8096602 2/9/602 LEEV LI
%19°} 1986922 €v0lLLe %€9°0 S9¥9¢le v0eveLe %892 vicliee £506.€2 %EV'e G€1699¢ 18€90L2 %02°8 250e5e 9111952 %962 L 299€65 1 £2€0191
G6678L2 11198/ 151€0L2 966012 80.98¢€C LySy6€e velléle 9/6¥€82 Glverve 199082 081€6.} G¥86081 G
(5184724 16510L2 6./20/2 9962028 G/0€692 160022 |Sv091ve 2lcoere 15086%2 120v2le §5€5022 2092vle 20eLL82 996/51e 8les6le 9159181 §0/2902 0/€6£02
%2 £0}2/€2 6828.€2 %95+ SYeYELZ v8/evie %997 80//€€2 1955v€e %02 | €/12€92 Gev7699¢ %62 LL17ESe €2v 152 %0€°0 150668+ 91/516}
[$:189474 €9¢ee/¥e 922192 £09589¢ 9€0987¢ G/8€6¥¢ 6599€9¢ 116€/92 2998092 6160792 2ver06} 12060261 |S
6E82 L ¥C 62206£2 LIv16€2 GES8892 9682592 G€/099¢ 65EC97C 2EEEI5C L/112G2 29€9 192 £52085¢ G0S/19¢ 102€9Y2 99/ 15¢g 8106822 7197061 0SS016} Gleleel 3]|04u0H
2811 6€82 6£8/ 2Gc/E 25c/E G999 | HamieeT|
MAIBHIN, Jea TN Td nd| IAIRIN e TN N AN eeTnTd nd] AN eeTnd N AN eeTnTd e Y S ] nd
YonsIaA ‘g yonsiep “g| UONSIaA UONsIBA g YonsIap g YonsIsA "} i uj a7

1/1lowrlgz pAyapjeledesoyd LLLS

67



612220 (4 %S€E'e 2€0°0 %56 %E6 %96 %101 %E6 %v6 %¥6 02}
S€2SE'0 09 %98'€ 8€0°0 %86 %86 %v6 %c0 L %v6 %20} %56 09
cLL6v0 0E %88 9100 %00 1 %201 %10k %L6 %00} %66 %101 0€
0859€°0 G %80°S 2500 %€0 L %001 %0k %01 %L6 %901 %kl G L
286510 S %06, 600 %00 L %011 %S0 L %101 %00k %001 %98 S
Hgausio %000 0000 %00 | %001 %00} %001 %00} %001 %00} 0
d A MOYPIS |OlN|  UONSI9A 9 UONSIOA G UONSIOA p UONSIOA '€ YONSIOA ¢ UONSIOA | Ui Ul 3197
(a1101u0Y [AMN=WNIAA [SWIN dAylInN) 1seL-F I 131uby /iowrioo L v assiuqabig
%07°2 9/6¥88¢ 8519882 %29'2 €6€652 €LL109¢ %E7"0 Lele8ee 9/696€2 %92 £€58¢5¢e §8/595¢ %20° 26evlee wrSLive %.2'C 8vcevle €165912
19881682 890£682 |¥€£8292 €/59€9¢ 20€66€2 ElAYA 24 1/86/5¢ 6212192 3454334 €6E1/EC £¥6S1ee 809¢€cg  |ogh
0168262 £/98600€ 6701 10€ 5810592 188/2l2 9e/5€/¢8 02068€C G198/€2 S5798€C 61 €SS /¥6025¢ 6618552 92619¢€C VELLEC 965 L ¥e 9621912 /610212 2989¢€12
%16'0 L0S5€62 6899€62 %S G01859¢ v¥6599¢ %0+ 69€5ere 80cEEYS %08" | £2980/¢ G/8Sv/2 %0142 v2/815¢ 9/6555¢ %L6' 2129502 1/82/02
£LG5€962 6€/7962 £€8919¢ 2/9¥29¢ 8/£697¢ L\ellye §199¥9¢ £98€89¢ 90€897¢ 8555052 1se6l1e 9109€te 09
1882962 0856862 2920662 0162192 £6/8/52 2€9985¢ 9978€vC 16902¥2 06¥8cve E759592 26ev 192 791592 05¥02Se Leevlae €/51192 G2e0le eLIYELS 8€805 12
I%eS" 10€56162 2lL0c6e %222 6552582 86€0982 %120 80€9c5e Lyly€Se %92 861102 0s¥8€L2 %51 Seevive Ly9l1Se %}1'e £€988912 8255812
16619262 18€.262 86vceLe LEe0v.Le geeLlse v.15eSe 665€59¢ 1680692 228907¢ A 4474 veeotLie 6689¢le 0€
6552682 6769782 1€187¥82 218€8/8 81£99/2 Lievlle L¥¥€252 1899252 02sveSe G2¥ 1692 6/¥6ll2 1649622 8ESL0Ve 16EETES 67909€2 02002 te 111802 6112602
0 1¥922082 976€082 %€2'C L6218l 9€168/2 %85 - 989962 GeS¥0Se %9S" 1 6192992 1286692 %8 1686¥¢ 9919€5e %6¢'€ 99/1012 hev8lie |
19028422 88€61/2 £28659¢ 299/99¢ £80587¢ f43145144 970€59¢ 8620692 6660672 152825¢ 82YELB) £60066 - S
65€09.2 2010922 68219/2 L/eeele £6952/2 2eseese /6vE152 22/855¢ 1959952 Erere9e G90/85¢ 21€v29e 902252 91€9/G¢ 89G€192 2912202 2629002 1562202
%522 SEV1E92 £192€92 %60 8851582 12v6582 %2€'0 ¥Sv89ve €6¢9.7¢ 9%.5°€ 2€L/0/2 ¥86vv.C %760 G0eesre /G¥025¢ %G9°C 262299} L1891
1592652 6£8865¢ Siiese £668282 889.7¢ g€eLy8re 9e8leSe 806552 1568972 6029052 €lLoLest 8/9/¥81 S
6SV.¥92 G8eeLLe YA 44744 V21€28C 082962 6197082 6759/72 80€¥8Ye Lylgeye 1220292 70l1€92 95€899¢ 2796972 €9/95¥¢ glLoveve G/26E91 19061771 92/SEvL 1/10wrloo | vv
28l 6E8L 6€8L 262.€ 26ele G999 | HomIsa
%92 £2.622¢ §060€2€ %852 106862 9v/9082 %EL'6 6510012 866/01¢ %vS'e 0121592 2968892 %5 2020872 6S7/15¢ %G8" | 0e0leee G69/£€2
L0€/81€ 687881€ 0898692 61599022 9/€815¢ Gle9eSe 01/68.2 2969¢82 [9A%44%°4 Gc/l1852 81059¢2 £891822 43
|lce8lole 9E¥890€ 819690€ ¥6.87.C G6.EE61 /8L79€2 Gessive 799€872 €l162c/e Ocelele 2LS¥9/2 2285eSe 1812552 6£00652 €LL11EC 1226v€2 9€659€2
%6L'€ |EVY6.82 §290882 %952 |¥6880L8 €eL9lle %22 19980€2 90591€e %67 - 082€08e 2e50782 %Sy velvlee 9/elLve %E e L090v2e 99¢/5¢e
1251160 €€260€ 14580622 0698622 2v086€C 1885072 8218582 08e5682 0968652 2le9ege 0¥909¢2 S0€.L¢ce 09
G/6600€ LE€650€ £15090¢€ vEvESLS 8550582 16£8582 €2v18e2 195/€ve 00vShve 9/€2182 61/5//2 1/62182 £78187¢ Srvelre 1696052 €06€222 6970/12 yEL/81LT
%01 6957282 16/G/82 %112 8111692 1196692 %622 6019252 876E€5C %L2C €0865.2 GG0/6Le %82°+ /€718€¢ 689817¢ %L1} 2905212 /2Livie
0292582 2588582 G6558/2 V6€€6/8 1GEVY9e 0612592 £08689¢ G§50/¢le 16/85¥¢ 67016¥2 6809202 522602 0€
/896782 2289182 008182 28985/2 1/86/2 £G65908¢ £07885¢ 05/¥65¢ 6852092 €€/569¢ £65/€9¢ S¥87/9¢ 0/E1EVC G/885¥¢ /2196¥8 8096602 2/9/602 LEEV LIS
%19°} 1986922 €v0lLLe %€9°0 S9¥9¢le v0eveLe %892 vicliee £506.€2 %EV'e G€1699¢ 18€90L2 %02°8 250e5e 9111952 %962 L 299€65 1 £2€0191
G6678L2 11198/ 151€0L2 966012 80.98¢€C LySy6€e velléle 9/6¥€82 Glverve 199082 081€6.1 G¥86081 G
(5184724 16510L2 6./20/2 9962028 G/0€692 160022 |Sv091ve 2lcoere 15086%2 120v2le §5€5022 2092vle 20eLL82 996/51e 8les6le 9159181 §0/2902 0/€6£02
%2 £0}2/€2 6828.€2 %95+ SYeYELZ v8/evie %997 80//€€2 1955v€e %02 | €/12€92 Gev7699¢ %62 LL17ESe €2v 152 %0€°0 150668+ 91/G161
[$:189474 €9¢ee/¥e 922192 £09589¢ 9€0987¢ G/8€6¥¢ 6599€9¢ 116€/92 2998092 6160792 2vey06} 2060261 |S
6E82 L ¥C 62206£2 LIv16€2 GES8892 9682592 G€/099¢ 65EC97C 2EEEI5C L/112G2 29€9 192 £52085¢ G0S/19¢ 102€9Y2 99/ 15¢g 8106822 7197061 0SS016} Gleleel 3]|04u0H
2811 6€82 6£8/ 2Gc/E 25c/E G999 | HamieeT|
MAIBHIN, Jea TN Td nd| IAIRIN e TN N AN eeTnTd nd] AN eeTnd N AN eeTnTd nd[ AW JeetnTd nd
YonsIaA ‘g yonsiep “g| UONSIaA UONsIBA g YonsIap g YonsIsA "} i uj a7

/lowrlgol pAyapieladeiolyd LLLS

68



82000°0 (4 %112k 980°0 Yol %6G YLl %28 %L9 %9L %L9 02}
016640 09 %687 9v0°'0 %¥6 %96 %L6 %96 %06 %56 %98 09
282E7°0 0E %2, £10°0 %66 %86 %10k %66 %86 %L6 %20k 0€
8809€°0 G %'y 900 %€0 L %E0 1 %E0 L %001 %L6 %901 Y1443 G L
£€99€°0 S %080 800°0 %20 L %701 %E0 L %E0L %0k %201 %20k S
Hgausio %000 0000 %00 | %001 %00} %001 %00} %001 %00} 0
d A MOYPIS |OlN|  UONSI9A 9 UONSIOA G UONSIOA p UONSIOA '€ YONSIOA ¢ UONSIOA | Ui Ul 3197
(a1101u0Y [AMN=WNIAA [SWIN dAylInN) 1seL-F I 131uby 1/10wri00S vvO ossiuqabiz
%¥9°2 7895981 9989981 %0’ £568812 26.96lc %£6'C €819102 2c0vele %12y 810SeLL 0/celLL %112 1/.52161 6286761 %89 218/9G1 LLy¥8SL
¥9v108L 9792081 1€81€802 201602 G91561 876561 2clerst v/€9881 v/8€961 9211002 26€91G1 |LS0€€SE ok
6567581 62,2681 1168681 £G0S 1S 9€0€202 G/8080¢ S86EY6 | 9217981 G961/81 1291e8l €2/0881 G/6/161 /G1026} 0207881 2lgleBl €/6E7S 1 SILLLYS) 08E79S5 1
A 2€1658¢2 71€7582 %82 | 7/260.2 [YAYE] %882 8¢v1G€C /9265€2 %57 L 2960€52e 718/95¢ %12 069}1€¢ 2r68vES %9€°0 168IE12 2958712
26L116¢ 7/62162 16€LL92 0€2589¢ L1/01€e 96681€2 2ceesSe 7/768G¢ 09869€¢ 2LIL0ve 127298} 9807881 09
5168682 0281€62 200€€62 419724 €2L9v.2 295¥S.2 |594¥622 1gleeee 06662cce 891 lcSe 02.087e 2.6L15e 91 159¢€2 PAIAA N 44 67015¥2 GeevL6lL L59€¥LL 22€09.L1
[%0G°S 1896162 0g60c62 %£9'S \Yyyve6S €8cer6e %90+ 6915cse 800€€5e %8 £7ev89e geSlele %5S"H 89588€C 0l8Seve %062 965¥612 L9clLiee
1€260982 G0le9se 1€056192 2vele9e G0/LLSe 755852 661/85¢ 167292 €299¢g€2 GceeLeT Lc68cle 26SSvie 0€
5262082 G80829¢ 1926292 9669228 0v02222 6/8¥8/2 9115552 /%2952 €18045¢ 7967£92 67E€€92 1090292 91929¢2 0re6e6 9871€LS 9€60£02 1092802
Za 16L19v82 19€/v82 %€ES'0 1L2888.2 99996/¢ %76 - §9€e/¥e 0208¥¢ %002 €7980/¢ G§68S7/2 [%60° - 0929€5¢ 215€/5¢ %G H'E Iv€2L6} 1900686+ |
14851582 6€/258¢ 1285¥9.2 16€2//e 6.5€0¥¢ 11549544 €/9259¢ G26689¢ 0019872 25€€e5e 2veeLB) 2066861 S
1E€0€82 8G2€6/28 0vvy6.2 V€918/2 2e516Le 19€66.¢ €856l 7S 90828€2 S7906€2 G997592 6292092 LEB6E9S 129162 £0S0£5¢ G5//95¢ /G£6002 /872802 2516602
%9L°2 LE2VSve 61755ve %0€'E 1182192 9515892 [%2€'2 ¥5/585¢ £65€65¢ %2 e 0121892 29¥8l/e %19°0 G/6/15¢ 12eSS5e %G9" L1 1968702 2€95902
G0€0852 /871852 G28.582 7995982 20€89¥¢ 9r19.ve £0¥269¢ gg96¢cLe 0re88Ye 2655252 0670602 GGiL0le S
15660052 EvP89¥C §2969¥C GE009/8 296¥v.2 1082522 /18252 09¥0€52 6628€52 8277592 2196852 269292 /705052 G28805e 1209¥S2 6286€6 1 6200891 7699691 1/10wrioos vv
28l 6E8L 6€8L 262.€ 26ele G999 | HomIsa
%92 £2.622¢ §060€2€ %852 106862 9v/9082 %EL'6 6510012 866/01¢ %vS'e 0121592 2968892 %5 2020872 6S7/15¢ %G8" | 0e0leee G69/£€2
L0€/81€ 687881€ 0898692 61599022 9/€815¢ Gle9eSe 01/68.2 2969¢82 [9A%44%°4 Gc/l1852 81059¢2 £891822 43
|lce8lole 9E¥890€ 819690€ ¥6.87.C G6.EE61 /8L79€2 Gessive 799€872 €l162c/e Ocelele 2LS¥9/2 2285eSe 1812552 6£00652 €LL11EC 1226v€2 9€659€2
%6L'€ |EVY6.82 §290882 %952 |¥6880L8 €eL9lle %22 19980€2 90591€e %67 - 082€08e 2e50782 %Sy velvlee 9/elLve %E e L090v2e 99¢/5¢e
1251160 €€260€ 14580622 0698622 2v086€C 1885072 8218582 08e5682 0968652 2le9ege 0¥909¢2 S0€.L¢ce 09
G/6600€ LE€650€ £15090¢€ vEvESLS 8550582 16£8582 €2v18e2 195/€ve 00vShve 9/€2182 61/5//2 1/62182 £78187¢ Srvelre 1696052 €06€222 6970/12 yEL/81LT
%01 6957282 16/G/82 %112 8111692 1196692 %622 6019252 876E€5C %L2C €0865.2 GG0/6Le %82°+ /€718€¢ 689817¢ %L1} 2905212 /2Livie
0292582 2588582 G6558/2 V6€€6/8 1GEVY9e 0612592 £08689¢ G§50/¢le 16/85¥¢ 67016¥2 6809202 522602 0€
/896782 2289182 008182 28985/2 1/86/2 £G65908¢ £07885¢ 05/¥65¢ 6852092 €€/569¢ £65/€9¢ S¥87/9¢ 0/E1EVC G/885¥¢ /2196¥8 8096602 2/9/602 LEEV LIS
%19°} 1986922 €v0lLLe %€9°0 S9¥9¢le v0eveLe %892 vicliee £506.€2 %EV'e G€1699¢ 18€90L2 %02°8 250e5e 9111952 %962 L 299€65 1 £2€0191
G6678L2 11198/ 151€0L2 966012 80.98¢€C LySy6€e velléle 9/6¥€82 Glverve 199082 081€6.1 G¥86081 G
(5184724 16510L2 6./20/2 9962028 G/0€692 160022 |Sv091ve 2lcoere 15086%2 120v2le §5€5022 2092vle 20eLL82 996/51e 8les6le 9159181 §0/2902 0/€6£02
%2 £0}2/€2 6828.€2 %95+ SYeYELZ v8/evie %997 80//€€2 1955v€e %02 | €/12€92 Gev7699¢ %62 LL17ESe €2v 152 %0€°0 150668+ 91/G161
[$:189474 €9¢ee/¥e 922192 £09589¢ 9€0987¢ G/8€6¥¢ 6599€9¢ 116€/92 2998092 6160792 2vey06} 2060261 |S
6E82 L ¥C 62206£2 LIv16€2 GES8892 9682592 G€/099¢ 65EC97C 2EEEI5C L/112G2 29€9 192 £52085¢ G0S/19¢ 102€9Y2 99/ 15¢g 8106822 7197061 0SS016} Gleleel 3]|04u0H
2811 6€82 6£8/ 2Gc/E 25c/E G999 | HamieeT|
MAIBHIN, Jea TN Td nd| IAIRIN e TN N AN eeTnTd nd] AN eeTnd N AN eeTnTd nd[ AW JeetnTd nd
YonsIaA ‘g yonsiep “g| UONSIaA UONsIBA g YonsIap g YonsIsA "} i uj a7

/lowrlgog pAyapleleaeiolyd LLLS

69



yv2ry0 (4 %SL'e £20°0 %66 %96 %86 %86 %L6 %101 %E0 L 02
cGeLv'0 09 %96'€ 6€0°0 %86 %96 %E6 %86 %L6 %01 %0k 09
Lv617°0 0E %€9'9 8900 %€0 L %86 %S0 L %101 %0k %G1 %96 0€
s8lev0 G %85Sy 500 %86 %96 %¥6 %86 %0k %G01 %¥6 G
089710 S %70' 0€0°0 %66 %001 %L6 %66 %0k %201 |%¥6 S
=T (0] %00°0 000°0 %001 %001 %00} %001 %00} %001 %00} 0
d SIA MavPIS ORI UONSISA 9 UONSISA G UONSISA 7 UONSIOA '€ UONSIBA ¢ UONSIOA | Ul Ul 197
(a1100u0Y [BNN=WINIBA [SNIIN dAyiinN) 1ser-F ! Tt owrl00S Ov4 assiuqebig
%€’ 612c06e 8165162 %26y V16152 2v8eese %79" 1195872 679867¢ %EE'E 680787¢ lellere %96'S 9196581 7085981 %807 00LovLL 18829v/LL
|SGH1582 587982 19¥89€.2 G¥G0S/¢e 6/990%¢ 9941574 £6092¥¢ GeleEre ¥€9296 | 2288961 €080} LCEIAYAS (V4%
2850982 £.£828¢ 2/02¥8e 88E£885C G/1605¢ /8¢25¢ 02Serre G925Eve 162877 11544 29€5cee Y6E8EES 9812/61 80E7602 96¥0012 0195891 92£809} 7ISPI9L
%92 LSE0E6C 9G0v¥62 %26'9 Gl299zee 7166/8¢ %922 7€9862¢ 9991 1€2 %v¥'e 66EVSIS [§5224%4 I G8661EC €/192€2 %61'9 22020} 0lcELLL
150€08¢2 05/9182 1589212 0S507¥e GEBEBES £9896€2¢ Geevece 19¢/8¢2 6E9EE02 1286€02 188GELL 69021 09
0128282 €2clsle 226v9.8 S96LEVS 6282092 8299192 82.65€2 G1/9682 PAZAN44 €02581C /89022 9066lce 686622 2re9€02 0g5ey02 2562821 6960261 LS1/e6l
%06 - 168529.2 88218/ %6€'S |€¥90292 2ver89e %65 9g€e6lee 88€cece %61 9/8192e 806V7.ce %218 667,102 189€202 %20'6 0€92¢891 8188891
105€26.2 6709082 166560v2 v6ceere 170022 £.0€82e Ivleele eLlsele 2096781 96,5581 1828971 SL6¥.LyL 0€
18290522 G60269¢ ¥6.50/8 267995¢ 8€26192 LE62€92 €.71022 €20Stie gs08cle 1280612 Srv88le L/¥10ge LSy 102 9€59/12 vele8le €€052S 1 £89¢€cy | L/862v1
%62'€ 16281822 82556/¢ %170 101v09€2 601v.€C %€ ¥G00Z1e 980€812¢ %707 26EV9ce vevllee 99"y 80Glcle 969/2lc %28'S +299/9} 6582891 |
11686692 965€1/2 120018€2 10.v6€2 G0I¥See /€1/928 |+ 1¥82€2 {54454 €00G¥6 16161 LE066Y 1 G2eS0StH G
0£55692 £98709¢ 2958192 90969€2 90729€2 GO0 18€2 991€612 6EESS IS 1/€891¢2 S62.7SS £806712 GLig9le 7126202 2€92202 0288202 E797091 1228€91 60v7P9L
%¥L'0 81£€89¢ 2102692 %€0" 1 2veeore 1769172 %59'€ /80€S¢e 6119922 %vv'e Geeelee 15€9¢¢e [%E H'E 2EYIEBL 029cv61 %L }'6 0/8825} 850S€ESH
09/E¥92 657.59¢ 6VSE6€C 8¥cL0ve ggelece g9evvee 9r6€CeES 8.69€€2 796202 2€85€02 2819¢€81 ozgey8L S
1550€99¢ 2802992 9815292 424544 V20N 474 €LI¥SYe £E€€9612 6/9%012 LL2z1e 0500422 6/82/2e 1169822 2l¥/002 1919502 67€2902 6169691 G0/GeL) £681EL1 owrioos Ov4
669€1 669¢€1 2€0€1 2€0€1 8819 8819 HaMI9a7|
%2€" GOk Lo0E 087 10€ %V8'E 9168792 G§19299¢ %25'0 ¥2e66v¢ 95¢2c1Se %v9' L [3%c1 4444 G§99/5¥¢ %059 069//81 8/8€881 %vL'E 129691 12062041 |
819E¥62 L1€/562 G9e2rSe 9e6€L7C 896! 61 10cSe 1Gleege 1208681} 6527061 900546} ¥61185L  |oct
|lce6.86¢2 2L0610€ 1222€0€ €0£5€9¢ 8256¢.2 l2cevle 1 178872 2.026¥e 015052 792 1672 1706052 €.02eSe 122196t €062012 160vlie €€92€91 8/19291 99€2€91
%8€" | |6€8100€ 8E5510€ %LY'e |¥.56292 €Leer9e %8G - L.S0%¥e 609€Sve %07, G690€le lelevie %009 €e08ele leevvie %9.'C £26.6L1 [HHIP08L
9eLve6e G28Ly62C 16285€5¢ 8256¥5e vSSvove 985/1¥e ceevLle v9e/8le 0099061 88/2161 G/006.} £9296/1 09
¥E87562 9€58262 GEger6e 9018092 5168592 192792 90€€07C 88/79€2 028//€¢ €69/72C 1508€Ev2 €8015¥¢ 7909702 655€602 /¥/6602 12659/ 92601 2G6GLLL
%52'e 66£9£82 8600582 %0€°2 PAR 11574 9€0v¥¥e %28'2 gGeevie /8€9S51¢e %95'€ 168521¢e €888€1¢ %67 /29081 29v218L %26' L 299€LLL 0586121
(245 %744 €L0/¥/2 6926¥¢ £6€£905¢ 91€8S1e 8rELLLC LLIvELS Eviivie 6/06¥91 /926591 8Y9v9v | 9€80/7L o€
7965082 8118782 /181982 SL/VEVS j4195:14 €1876€2 2019818 6799522 1896922 2/Sv/1e GG/€928 18/9/2%¢ (44174 SLET6LI 00586/ 1 8911851 G6099G 1 £822/S1
%08" vielSle €160LLe %€2'C 1€606v2 0€9¥9¥e %178 2€68702 7961902 %97y 68/Slle 1e8seie %2y 0877661 8990002 %S Y'Y €16eSL) L0/8SL
¥S¥5582 £51698¢ Ly1€55¢ 9789952 895lece 06Svvee 2egeclee vivScee EE8YY6L Leolg6l 099€S.1 878651 G
2€10082 12//8L2 92r108e G625 LSS 2081752 9055552 LG15€22 1861722 €108eve 7750222 29veece v6¥9¥ee 108¥261 6805€81 L/21¥81 0916021 90€129} ¥6¥/291
A £89689¢ 28€€0/2 %602 16€8LL¥2 8ESI16¥¢ %690 §99¢€ee 169S¥ce %.6'C €59591¢ G898/ 1¢ %268 20€2e81 06¥8€81 %2 }'e GpSSe8t €EL1E81 |
000€€92 6699792 24474 €11/5%¢ 20991¢e €9622e 109522 9v069¢¢ 9/G¥161 90261 92891 eseLLLL S
€¥8E292 88692 9vselle /9E687C /819¥52 9886552 EidY4%44 121202¢ €0gSlee €€68ECS LE16622 €9180€2 ¥022/61 v€/691¢ 226Gl €.G608) 0LvZE8) 86GEY8L 3]|0UOM|
669€ | 669€ | €0 2E0E | 8819 8819 HamIe8T|
SMNBIIN_ Jea r1d ng| SAPIN ee TN ma|  veIN| e i nig| SAeUA[ eetnig ma| VRN e i Ng| SAPUAN_ ee N1 |
yonsien ‘9 yonsiop 6| yonsien ¥ UonsIen ‘g yonsien 2 yonsIeA | ulw Ul o7

1/lowrlpog 1e18deIoNn|d /1I1S

70



€912€£°0 (4 %EY Y 200 %56 %96 %00} %56 %L8 %L6 %L6 02}
%EY' Y ¥0°0 %66 %96 %66 %86 %96 %L0} %96 09
%96 0v0°0 %00 1 %76 %86 %201 %L6 %01 %E0 L 0€
%.2'€ 2€0°0 %86 %L6 %96 %96 %86 %E0L %20k G L
%80° 1100 %86 %66 %L6 %001 %66 %66 %86 S
%000 0000 %00 | %001 %00} %001 %00} %001 %00} 0
A MOYPIS |OlN|  UONSI9A 9 UONSIOA G UONSIOA §  UONSIOA '€ YONSIOA ¢ UONSIOA ‘| Ui Ul 3197
(a1101u0Y [AMN=WNIAA [SWIN dAylInN) 1seL-F I 131uby 1/1owrlog “wobio ossiuqabiz
%61" €562/82 2599882 %96' - 1066192 009e€92 %552 99ce6ee 86290€C %S’ 2€2060e v92e0le %880 0/200€€e v.10€€e %2V'0 069S.¥€ Y9LLLYE
|Seisiee 288282 1665252 8616852 G8887€C L1619¢€2 1/510¢¢ 6097 Lee Ge8eree 662572 VIEYIVE 188/59¥€ |02k
S6E7582 £015/82 9088882 0evy29e 1682292 065692 79/ 1562 WLIELPE €.192v2 rr6v.1e €20€€22 §G09vee L767.2€ 97/082€ 02ee82e LvE2IVE 020/v¥€ 76787PE
%07'2 GG70682 517062 %96 | clelede 110192 %90 G/eeeee 20€9¥€C %'y 766522 9/62/¢2 [%E7'0 206601€ I8ELLLIE %}2'e 166¥92€ G9¥992€
G0SS9/¢2 v026//2 €2L1¥Se 2ev555e 95/€9¢€2 88/9/€¢ €5¢180¢ G§827602 898¢¢€ erevelLe £59¢€21€ leisele 09
|5S0vy8e 9029/82 §5066882 9626952 £588€52 285255¢ 9¥505€2 909¥5€2 8£9/9¢€2 1891612 gr8elle 1/89¢le 8/2ecle 850/€1€ 2€58E1E 702€6 1€ 696061 EVv26Le
%60'2 |V6EELIT £60/89¢ %89'2 S9glere v96vEve %522 0S6¥0ce 286/Llce %ELC 6.€60le Liveele %89°2 §05890€ 6.6690€ %28 1891G5€€ LoLesee
104¥2992 6911892 62€1EVS 8205¥ve glessle Gres6le 8€6190¢ 0/6¥.02 0/2e0ce 7.€02€ 0S6€L7E VA TAL 0€
1128892 0225252 L6768EC L6851€2 96562€2 |sovecee 2€108ce 91€622 2209112 6689/1¢ 1E66812 16G591€ 866522E 2lylece 895907€ LE0Y6EE L 1GG6E€E
%¥6'0 1926€€L2 §e9/vle %€9'E 1986¥872C G§8986¥¢ %52'e 689¢€€ 1S le/9vie %502 €e59l1le G9s6¢cle %02°€ ¢/¥882¢ 976682€ %650 2€5962€ 90086ce |
|eLs9eLe L/20v/e oceLiee 6105¢€e 877€602 0879012 /€681 90¥20ce 062760€ 9/560€ 506092€ 6.£292€ S
0895122 1759892 0v200/2 82v20ve 2160112 9/9veve 66/8€12 1926812 £6¢2022 6552912 1219612 £08602¢ 8L17GLE £656.0€ /90180 896282 197 162€ 176262€
%8L'€ 90}2eSe §085¥Se %66 - 6159¢eve 8120S¥e %.2°0 86681cc 0€0cece %17 | €0616lc GE670CS %ve 66E8EEE €/86£EE %€0°'C L0¥61LYE 18802v€
0987792 65958592 LEL6¥€C 9E¥E9eT 6.07lce Lizeee ¥69¥5ce 92//92e 0€969c¢ v0lllee 66EEEEE €/8vE€E |9
¥G85€92 16S0€L2 962vv.Le €SLV0¥S 2008cve L0L1¥¥e 1829022 192/8l¢ 66200: €28E: €/8vcce G06.822 090/1€€ 0S1EvEE V2rvee 69657€€ 101682¢ G/5982¢ jowriog “woblQ)
669€1 669¢€1 2€0€1 2€0€1 iyl 12348 HamIdaT7|
%2€" GOk Lo0E 087 10€ %V8'E 9168792 G§19299¢ %25'0 ¥2e66v¢ 95¢2c1Se %v9' L [3%c1 4444 G§99/5¥¢ %52 688817€ €9€02rE %8+ | 6ELPYSE €196¥5€ |
819E¥62 L1€/562 G9e2rSe 9e6€L7C 896! 61 10cSe 1Gleege 0052Lve V.6€17E 710665€ 88¥009€ |02t
|lce6.86¢2 2L0610€ 1222€0€ €0£5€9¢ 8256¢.2 l2cevle 1 178872 2.026¥e 015052 792 1672 1706052 €.02eSe 1€216€EE Y0E2ree 8LLEVEE 207E€55€ ¥S0L1G€ 825815€
%8€" | |6€8100€ 8E5510€ %LY'e |¥.56292 €Leer9e %8G - L.S0%¥e 609€Sve %07, G690€le lelevie %06°L 89/859¢ 2€20992 %2L 0 0ceeree 76905€€
9eLve6e G28Ly62C 16285€5¢ 8256¥5e vSSvove 985/1¥e ceevLle v9e/8le glelole 68/801€ G/E10€E |6¥820€€ 09
¥E87562 9€58262 GEger6e 9018092 5168592 192792 90€€07C 88/79€2 028//€¢ €69/72C 1508€Ev2 €8015¥¢ /992162 8261262 207€/62 (451433 12€G2€EE G¥892€€
%52'e 66£9£82 8600582 %0€°2 PAR 11574 9€0v¥¥e %28'2 gGeevie /8€9S51¢e %95'€ 168521¢e €888€1¢ %£6'8 8929/1€ evlllLE %}2'e 66€20€E £/880€€
V.E€EL2 €L0/V12 ¥6926v2 £6£9052 91€8512 8vELLIT LLivEle Eviivie 1v602.2 Siyeele 055€22€ ¥20G22e |0
7965082 8118782 /181982 SL/VEVS j4195:14 €1876€2 2019818 6799522 1896922 2/Sv/1e G6/€9¢¢ 18/9/2¢ 687EE0E 8G2€0ce 2€/¥02e 0,6662E 09689€€ ¥E¥0LEE
%08" vielSle €160LLe %€2'C 1€606v2 0€9¥9¥e %178 2€68702 7961902 %97y 68/Slle 1e8seie %.6°2 6lL.el62 €615.62 %0€'S 818lcee 26eeeee
¥S¥5582 £51698¢ Ly1€55¢ 9789952 895lece 06Svvee 2egeclee vivScee 1Ge0LIE Gesllle 115082¢ G86182¢€ G
2€10082 12//8L2 92r108e G625 LSS 2081752 9055552 LG15€22 1861722 €108eve 7750222 29veece v6¥9¥ee 190220¢€ ELIplE /8587 1€ 9€8E02€ 8/1600€ 259010€
A £89689¢ 28€€0/2 %602 16€8LL¥2 8ESI16¥¢ %690 §99¢€ee 169S¥ce %.6'C €59591¢ G898/ 1¢ %£8°0 08968€€ S II6EE %820 €L2IPYE VAZX4%4%%
000€€92 6699792 24474 €11/5%¢ 20991¢e €9622e 109522 9706922 G1Sesee 686£5EE 118801€ G820L¥E  |S
€¥8E292 88692 9vselle /9E687C /819¥52 9886552 EidY4%44 121202¢ €0gSlee €€68ECS LE16622 €9180€2 /0265€€ G2rSEEE 6689EEE €L/217E ¥E288EE 80.68EE 3]|04u0H
669€ | 669€ | €0 2E0E | ViVl 12243 HamieeT|
MAIBHIN, Jea TN Td nd| IAIRIN e TN N AN eeTnTd nd] AN eeTnd N AN eeTnTd nd[ AN 1eetnTd ]
YonsIaA ‘g yonsiep “g| UONSIaA UONsIBA g YonsIap g YonsIsA "} i uj a7

1iowrlgg uroAwobio LLLS

71



9v210'0 02} %£8°G 5200 Yol %by %Ly %lv Yol¥ %lv %0% 021
125000 09 Al 120'0 %9% %67 Ly %St Yoty %87 Yoy 09
70700°0 0€ %609 €00 %SS %S %¥S %vS %2S %95 %29 0€
€100 S| %08 €700 %65 %19 %LS %SG %¥S %v9 %¥9 S
05100 S %G 'L 0500 %0L %0L %8L %89 %€9 %ll Yocl S
A (0] %:00°0 0000 %001 %00 b %001 %00} %001 %00} %00 1 0
d] uwurez MA MAVPIS 1NN UONSIOA 9] UoNsIBA G| UONSIBA p|  UONSIBA '€ UONSIBA | UonsIBA | Ul Ul 187
("XQ BUYO PMIA="XO HW DN UlINN) 1sa1-F 1! 1ubiS INWOQO lewexO ass|uqabi3
00000°0 02} %0€"02 990'0 %C€ %82 %€ %82 %92 %01 V4 02
00000°0 09 %9781 90°0 %S€ %1€ %2€ %62 %l€ %2 Yo 09
00000°0 0€ %00°G 1 590°0 %EY %0% Yl¥ %LE %8€ %61 %ES 0€
10000°0 St %86'G 1 9200 %87 %87 54 %et Y4 %8S %95 S
010000 S %68'22 12L'o %ES %61 %2S %EY %6€ %69 %99 S
HIepuajo %:00°0 0000 %00} %00 L %001 %00 %001 %00} %00 | 0
d]uwuryez MA MAYPIS 1OWN]  UONSIBA "9 UONSIOA G UONSIOA ¥ UONSIOA '€ UONSIOA '@ UONSIOA "} U1 U 197
M BN A 1SRN UIINN) 1S31-FIUSpNIS NeaAjuzuexIubIS /Iowroz VvO+XO  essiugebi3
%96'2 9€1€88 7IEVE6 %0€°2 2600/8 0/cle6 %0L" GeHIeL 1916€6L %590 1191059 256 %87 | €05821 €9v6821 | ATHY G9820L 1L GGeelll
016158 880€06 865778 9//568 8YELLL 6€1082 82LL¥9 61S0LL GiI6¥5ch G0€6SC _ 2€96601 220y0L 02 1
£L256/8 G89€06 £98756 /18878 29/1€8 076288 2120EL €912vL 56708 0€9979 200279 £6.70L €65E92 | 062052} 08155¢1 _mmm LELE Ly¥82t L LE82CEL L
%61 L | H19€E8 61€/88 %Ly 6EE878 115668 %082 Y99LLL |GS5¥0v8 [%9L'€ 186902L 1687€8L %V | 6€205¢2 62975l % L€' cllogel c0lseegt
162016 202266 9¥8508 20,58 \LIWYSL 180218 10ce189 (HLovvL GEGELLL 0204011 OlpLLLL 09
IGS6€E 16 69796 2/85101 281018 19€9/2 6€5/28 0€992L 018262 109098 18€LLL Geaees 910562 92E6€2 1 €158e2) €062eet 0129911 66€291 1 689911
%£8'S |¥66.811 eLlegel %01 67,9701 126.601 %6L'C 128166 |€L6LE0} %578 1196692 12GLc€e8 %EP'E 8L0L1G1 89rleSl %6 2.L05ev L 29v6eEY L
| +€0990} 602LLLL 66€5101 1259901 162996 0Lv6€01 veieie Si16v.6 8790€V | 8E0GEY L 87605 | /8€1G1 0€
LV PELLL 91€980} v6rLELL S87/¥0 1 20€0801 S8YLELL 7096 /%626 292266 79L1v8 802E78 666506 6,2657 | CLI0EY) 20SvEYL 66657 | 62vSEYL 6186E7 1
%8L'E 12699621 0/8/¥€1 %90°G L/ele0l 6778201 %59°C GS92v0 1 9SOl L (%L '€ 281€98 £.6526 %8’ £69/¥91 €802591 %69'€ 9e856€ 1L 91e00v}
220292} 00ceLEL GI89ELL £66/81 1 98966 GG96S0 1 192518 25088 EEVLLLL €eslell EV9rorL £€0697 1 S
65090€ | E9V6SE L Ly90Ly L 068€80 1 £€85/801 19/8€1L 1 2€€820 1 LL¥S¥0L 892801 | 281978 611098 016226 028V 121 GEE6.LL L Ge/€8/1 6922071 6€829¢1 622/9€1
%852 | 18€2iyi 655E97 L %1G°S €L02/el Lgeeert %2,y 1859501 2LEBLLL (%LL'S 181018 2L62/8 %8€'9 2v8Y861 2626861 %819 1161951 10€99G 1
1980987 | ¥92.eG1 982L071 79r8sy L 18868101+ 61801 |hevil8 2leove 1£G859/81 760881 v1eL0LL Y09LLLL S
£G805Y | €0LyShl 182905} 9GLYEVL 601geS1 182y.G1 2127901 99681 L1 LGEI8LL 280598 859206 6¥70.6 18266} vyv0€Le vEBVELS 2622291 992291 96129/ Ijowrloz vvD+XQ|
811G 811G 16429 16/29 06EY 06EY HamIaaT|
%92 6LL1€2€ 156282¢ [%E5'E 9182 229/98¢ %L Y'Y evesele €eLI6Le [%8€'€ GG€L0Se 9v10.Se %£8'€ | 8/9¢€ee %3 'S G61e/82 G6859/8¢
1829990€ 908LL1E v2close 20¥es8e ¥20205¢ G18795¢ v.125€C |G96Y1vS 12188662 202€00€ €10.¥92 €07 159¢ 02
102y ie LBLYELE G/E581E £59825/2 1680792 690269 0chiL92 LL6EELS [V219v¥S ¥668L7S G8.1¥Se C69EELE G/6EL1E G9E8LLE lelelle 7568192 €292
%86 1 120v¥862 0855€0€ %09° v6v6152 2/90LSe %12'0 1€618592 ¥8602.¢ %2 'S 8L6v.cc 1692.€€2 %vL'E EV6Y.82 £€€6.82 %867 9/elvSe 99/155¢
|2Le9eee 067./62 6629652 11¥/¥9¢ JEEIYAE 9666022 /8€S¥ee 18£180€2 069€¥82 0808782 €9/6/9¢ €51789¢ 09
I56€£9262 1/¥8982 6796162 /119952 /G5¢85¢ GE/E€9C 2622592 ¥E€0E592 Ge8siie 66182E2 LE159Y2 226/25¢ G081262 28.9¥0€ /1 150€ 8970892 G927 182 G59818¢
%29’y 0769262 8118/62 %98'8 129/99¢ §088l/e %8 029¢e292 1179892 [%10° 1 /82/861 8200502 %708 | 1G9861E 1 70€02€ %€9'9 /819862 1780662
1681l G/059/¢2 69295¢¢ Lv¥/0€e 1G2eSvSe 9118092 (AYA:7AZ4 €0S1¥Se 19€052/¢e 9ev6ele 8//659¢ 8917992 0€
6516LL8 0799692 818Lv/2 7760152 1£68092 G11099e 1870092 8672€92 6825692 2821€2¢ 8¥8.2cC 6€£90622 €202562 £8€2€62 €429862 ¥92v/le 1299292 2160892
%822 91€68.2 670782 % 7", 180.€.2 69288/c %107 259ce€ee EvvS6EC [%20°L 060SSLe 1882122 %692 28€910€ 2..020¢ %0€'2 006152 76€€25e
Le6¥.L9e G0l9cle ¥9.50%¢ 2v69Sve ¥858¥¥C GLELISe G/2e88l 9909761 159/01€ Lvoziie 9e8elye 9lellve G
LVE8LLC 6620692 1/6lvle £520€92 Glv6rle £650082 £G09EvS 9€69¢52 12.685¢ 6029702 €92001¢ ¥S0€912 SrvE6S 10€6292 169€892 1899252 128852 092652
%082 2876582 0990162 %¥0°E 8€7089¢ 9191€/e %}L'G 0v2£592 hes9kLe %601 €E€LLL1C |beso8ie %99y LE¥928¢ /280€82 %09'G 09861¥¢ 0Severe
19062 6€28662 17289/ SSvy18C 99062e 1G816%¢ 255€e6le £¥€95¢2 160€56/¢ G§6966/2 6916692 655€0/8 S
C65E762 2€2¥20e 01¥520€ £10¥9/8 9EE878C 7156682 2001 6¥2 10206€2 2662572 £982022 £0€2622 ¥6009€2 186/882 1022y0€ 165970€ 2ESEYSS 9961152 9565152 3]|044u0y
8115 8/11G 16/29 16/29 06EY 06EY HOMIB3T|
AN/IBHIN 189Ny n1g ANISHIN Je9N1Y ny NN/IBRIN 188N n1d MNIBRIN 891Ny n1y AN/IBRIN Je9tNTd g ANIBHIN 199Ny n1g
UonsIaA "9 YONsIaA °g YINSIaA ‘| YONSIaA '€ yonsiaA 2 UoNSIBA "} Ul Ul 187

/lowrlgg pAyapjeladeso|yd + |/jowwQQL Fewexo LLLS

72



9¥000°0 02} %£8°G 5200 Yol %by %Ly %lv Yol¥ %lv %0% 021
211000 09 Al 120'0 %9% %67 Ly %St Yoty %87 Yoy 09
157000 0€ %609 €00 %SS %S %¥S %vS %2S %95 %29 0€
82100 S| %08 €700 %65 %19 %LS %SG %¥S %v9 %¥9 S
562200 S %G 'L 0500 %0L %0L %8L %89 %€9 %ll Yocl S
A (0] %:00°0 0000 %001 %00 b %001 %00} %001 %00} %00 1 0
d] uwurez MA MAVPIS 1NN UONSIOA 9] UoNsIBA G| UONSIBA p|  UONSIBA '€ UONSIBA | UonsIBA | Ul Ul 187
("XQ BUYO PMIA="XO HW DN UlINN) 1sa1-F 1! 1ubiS INWOQO lewexO ass|uqabi3
00000°0 02} %SL e 2500 %92 %52 %92 %92 Yol %e€ %EE 02
00000°0 09 %1761 1900 %l€ %L2 %8¢ %82 Yl %lv %LE 09
00000°0 0€ %0L" L1 200 N4 %8€ %LE %LE %9€ %1G %S 0€
10000°0 St %661 160°0 %SY %EY | %0% %8€ %LE %95 %8S S
71000°0 S %0222 4% %S %9% Yoly %Ly %8€ %89 Y2l S
HIepuajo %:00°0 0000 %00} %00 L %001 %00 %001 %00} %00 | 0
d]uwuryez MA MAYPIS 1OWN]  UONSIBA "9 UONSIOA G UONSIOA ¥ UONSIOA '€ UONSIOA '@ UONSIOA "} U1 U 197
M BN A 1SRN UIINN) 1S31-FIUSpNIS NeaAjuzuexIubIS 1/owrio0L VWO+XO  essluqabi3
%90y 06¥928 899//8 %022 9/g¥el ¥G8SLL %68" 1 1092689 |+662SL [%£9°L 181168€ 1606151 %6L'8 6.£€601 6922601 %62 - 91106 901906
691682 LyE0¥8 696269 VA4S 475 18769 8L2evL VAVA% %4 855961 LLL¥S6 191656 988688 9/2¥68 02 1
01226L 2L¥29L 0S9€18 195202 6E€069 LISy S¥8LL9 882799 620/2L 1344954 129199 96£€66 8£02£6 82v9€6 921068 177878 191€88
%009 19595v8 7£8968 %66'S 828899 900022 %202 165s€2L 9982 [%£9°'C 1892vv9 1650202 %96'S L2v20gt £21890c1 %60° 6.9566 696666
\VLE6SL 255018 GGEYYL £€556.L 1€0/8VL 134153 |veeee9 611969 865921 | 88601 L 1¥29.6 1€9086 09
19} 162 62€89L 195618 28781L 29cevL 0vve6L €6L07L 021052 116218 250929 £95009 »SE€99 915661 1 2256921 2leelel 652€86 256116 2vee86
%29'S |0EV186 8092¢€01 %L1y 087876 859666 %£2'6 188€0.0} B6LIEELL %58'8 1045Y4L | 9€LLL %99'Y 900167} 96€567 | %VE'E 2ce6lvL cllgerl
1G¥8090 } €20elLL 119696 6829001 0£02€6 198766 1GLL5v8 995806 L96.v7 1 LG€2S L €LGE97 1 £€96.97 1 0€
0S19%01 219601 oSELPLL 25/626 991588 77E9E6 815896 G60£06 988596 818V6L 801128 668988 62 180G | 175851 08685 | 892/ 1Ly ) 01689¢1 00€E/E}
%L9°L. Sverlel €erecel %02°€ 66601 LG %2S'C Sv6€96 9€29201 [%2L'2 290062 £58258 %L0°L GL6SLL) G9€08/ 1 %v.'S V929751 59055+
L¥8860} G200S 1 0e76€01 865060+ 6£6816 0€.186 6E81GL 0€9718 099985 1 0501651 £60597 1 £87697 1 S
18€S0LL | 1eSiviE 669261 1 607550 1 §989201 €708/01 282.E6 196826 25166 1641992 289952 827618 6052791 26879G 1 282695 | G2eeIr | L1€8/€1 20/88€1
%18°0 |€66€GE} LZ1G0v %€5°2 00/87cl 8/86621 %29'€ ¥8€050 1 GLIELLL %00'S 2laees £00588 %E 12 G98LI61 Gge9lel % L€' 05296/ 1 0790081
1G98YLE} €r092y L 9v6¥0eL 2l9sel ¥289v0 1+ 1GL960L L 198128 1259¥88 2Sev86 2798861 29G.€e81 cr6ly8L S
GP999€ L 1201281 Ggeeeyl |sieoseh 66670€1 1/19G€1 GELLCOL 961786 2869701 26V978 207568 £61856 €210961 25er86 1 2798861 6/8€281 GE8.E8L Gceersl wrioot YVO+XO)
811G 811G 16429 16/29 06EY 06EY HamIaaT|
%92 6LL1€2€ 156282¢ [%E5'E 9182 229/98¢ %L Y'Y evesele €eLI6Le [%8€'€ GG€L0Se 9v10.Se %£8'€ | 8/9¢€ee %3 'S G61e/82 G6859/8¢
1829990€ 908LL1E v2close 20¥es8e ¥20205¢ G18795¢ v.125€C |G96Y1vS 12188662 202€00€ €10.¥92 €07 159¢ 02
102y ie LBLYELE G/E581E £59825/2 1680792 690269 0chiL92 LL6EELS [V219v¥S ¥668L7S G8.1¥Se C69EELE G/6EL1E G9E8LLE lelelle 7568192 €292
%86 1 120v¥862 0855€0€ %09° v6v6152 2/90LSe %12'0 1€618592 ¥8602.¢ %2 'S 8L6v.cc 1692.€€2 %vL'E EV6Y.82 £€€6.82 %867 9/elvSe 99/155¢
|2Le9eee 067./62 6629652 11¥/¥9¢ JEEIYAE 9666022 /8€S¥ee 18£180€2 069€¥82 0808782 €9/6/9¢ €51789¢ 09
I56€£9262 1/¥8982 6796162 /119952 /G5¢85¢ GE/E€9C 2622592 ¥E€0E592 Ge8siie 66182E2 LE159Y2 226/25¢ G081262 28.9¥0€ /1 150€ 8970892 G927 182 G59818¢
%29’y 0769262 8118/62 %98'8 129/99¢ §088l/e %8 029¢e292 1179892 [%10° 1 /82/861 8200502 %708 | 1G9861E 1 70€02€ %€9'9 /819862 1780662
1681l G/059/¢2 69295¢¢ Lv¥/0€e 1G2eSvSe 9118092 (AYA:7AZ4 €0S1¥Se 19€052/¢e 9ev6ele 8//659¢ 8917992 0€
6516LL8 0799692 818Lv/2 7760152 1£68092 G11099e 1870092 8672€92 6825692 2821€2¢ 8¥8.2cC 6€£90622 €202562 £8€2€62 €429862 ¥92v/le 1299292 2160892
%822 91€68.2 670782 % 7", 180.€.2 69288/c %107 259ce€ee EvvS6EC [%20°L 060SSLe 1882122 %692 28€910€ 2..020¢ %0€'2 006152 76€€25e
Le6¥.L9e G0l9cle ¥9.50%¢ 2v69Sve ¥858¥¥C GLELISe G/2e88l 9909761 159/01€ Lvoziie 9e8elye 9lellve G
LVE8LLC 6620692 1/6lvle £520€92 Glv6rle £650082 £G09EvS 9€69¢52 12.685¢ 6029702 €92001¢ ¥S0€912 SrvE6S 10€6292 169€892 1899252 128852 092652
%082 2876582 0990162 %¥0°E 8€7089¢ 9191€/e %}L'G 0v2£592 hes9kLe %601 €E€LLL1C |beso8ie %99y LE¥928¢ /280€82 %09'G 09861¥¢ 0Severe
19062 6€28662 17289/ SSvy18C 99062e 1G816%¢ 255€e6le £¥€95¢2 160€56/¢ G§6966/2 6916692 655€0/8 S
C65E762 2€2¥20e 01¥520€ £10¥9/8 9EE878C 7156682 2001 6¥2 10206€2 2662572 £982022 £0€2622 ¥6009€2 186/882 1022y0€ 165970€ 2ESEYSS 9961152 9565152 3]|044u0y
8115 8/11G 16/29 16/29 06EY 06EY HOMIB3T|
AN/IBHIN 189Ny n1g ANISHIN Je9N1Y ny NN/IBRIN 188N n1d MNIBRIN 891Ny n1y AN/IBRIN Je9tNTd g ANIBHIN 199Ny n1g
UonsIaA "9 YONsIaA °g YINSIaA ‘| YONSIaA '€ yonsiaA 2 UoNSIBA "} Ul Ul 187

lowrlgoL pAyapjelsdeso|yd + |/jowwoQL Fewexo LLLS

73



000000 02} %£8°G 5200 Yol %by %Ly %lv Yol¥ %lv %0% 021
00000°0 09 Al 120'0 %9% %67 Ly %St Yoty %87 Yoy 09
00000°0 0€ %609 €00 %SS %S %¥S %vS %2S %95 %29 0€
00000°0 S| %08 €700 %65 %19 %LS %SG %¥S %v9 %¥9 S
00000°0 S %G 'L 0500 %0L %0L %8L %89 %€9 %ll Yocl S
A (0] %:00°0 0000 %001 %00 b %001 %00} %001 %00} %00 1 0
d] uwurez MA MAVPIS 1NN UONSIOA 9] UoNsIBA G| UONSIBA p|  UONSIBA '€ UONSIBA | UonsIBA | Ul Ul 187
("XQ BUYO PMIA="XO HW DN UlINN) 1sa1-F 1! 1ubiS INWOQO lewexO ass|uqabi3
00000°0 02} %0 1+'v 00'0 %01 %0 - %0 %0+ %6 %0+ %0 02
00000°0 09 %01 € 900°0 %61 %6} (%8} %61 %81 %61 %6 | 09
100000 0€ %EL'Y 2100 %62 %62 %62 %62 Yl %62 %0€ 0€
10000°0 St %69'S 6100 %Ve %9E | %2€ %e€ %2€ %SE %SE S
£0000°0 S 4A 8200 %6€ % ¥ % l¥ %LE %S€ %6€ %EY S
HIepuajo %:00°0 0000 %00} %00 L %001 %00 %001 %00} %00 | 0
d]uwuryez MA MAYPIS 1OWN]  UONSIBA "9 UONSIOA G UONSIOA ¥ UONSIOA '€ UONSIOA '@ UONSIOA "} U1 U 197
M BN A 1SRN UIINN) 1S31-FIUSpNIS NeaAjuzuexIubIS 1/0wri00g VVO+XO  essluqabia
%82 L Lee8le G0¥69¢€ %5 1°S 7€5862 cllevE %v6° 1 \yveeLe |SE1See ZE |SL6cee 1904562 %9" | 628162 €2909¢ %92'S L0lice 106622
G66182 €L1EE€ G€60/8 (415443 Si9182 90vPYe L¥0/22 2£8682 0verSe ¥€0€98 LIEVIC S0lece 02 1
61220€ ¥€622€ r41574% €01282 6€89/2 £1082¢ 655/ 81¥2le 6025€€ 0890€2 £802€2 /8762 £G2052 £029v2 166752 765112 G9€E661 651802
%05 v 1 VLIV G6881S [%SL°EL 899¢€0% 9Y8YSY %699 9vv6LY |L€22vS %92'S 19SL0vy L¥S€0S %67 |2S6ESY 9v.29v %LL°0 0l268¢ #0086€
\vEerLS 2ivse9 PAYNA 14 $68805 10061 |+98G95S 1L2L96€ 815651 0£96G% 79897 06816¢ 89007 09
1906555 89/529 9¥69/9 090797 96£0€5 /6185 68505 259€e¥S E€v¥909 618817 €L68LY v9/18Y 62671 9910€% 0968eY Leleee ¥9256¢€ 850¥0%
%' G/268L 57078 %88°2 9/5evL VETALTA %95'S €€L192 \vesyes %£9'2 |€€86L5 ¥29ev9 %99'Y vE€919 821529 % 19'E GL1S€9 696€79
819118 96.298 6€€20L L16€GL 56702 \SVLL9L 907985 1616¥9 £0/¥99 10GEL9 687909 £82519 0€
15108 159€08 GEBYS8 0EELSL G081 £G269/. 820162 96£98L /81678 6£026S 1228609 89929 £680€9 6€9119 £€v029 VELLLY 6EL16S £€5009
%820 97966 ¥280€01 %02°€ 082298 856816 %88'C 9G8/G. L9028 [%€5'L 68£66S 081299 %E 'S LaZA7A 8EG79/ %10’y 202089 967689
15€286 625€€01 0€/208 806858 859092 6vvE28 912289 L00S¥L GS0S52 678€92 126869 1e/.0L S
09626 §289/6 €008201 EY9EE8 617528 16599/8 680222 €6126L 95098 [2£€959 116789 20€0S2 6229V L 888/¢/ 2899€/ 21750/ 1299€/ SiySvs
%L Y'E 1188611 G§5005et %790 90LLeLL ¥828L11 &z 261026 £86286 [%0L' 029192 3547244 %07 65956v8 £39€898 %660 L1Gl18 L1€0e8
(¥299941 es8llel 0SIyLL 8v/e6l 1 Gvelee 9€0v86 18GL1SL 6¥S¥18 cielle 901926 68928 £95€8 S
[cE0S02 vySevel 2c/00el 2887EL | 6965€1L L Lyl/8LL 162926 SEVLEE 9220001 666222 0508 1€2898 €70568 852816 250/26 6218 Lesrl8 §19ge8 wrloog YvO+X0)
811G 811G 16429 16/29 6.8 6.8 HamIaaT|
%92 6LL1€2€ 156282¢ [%E5'E 9182 229/98¢ %L Y'Y evesele €eLI6Le [%8€'€ GG€L0Se 9v10.Se %02 145665€¢ 16/89€¢ %8E'C vELBY IS 8258Sle
1829990€ 908LL1E v2close 20¥es8e ¥20205¢ G18795¢ v.125€C |G96Y1vS |2S6£5ve 9v.29ve 6.g€9¢e €L129ge 02
102y ie LBLYELE G/E581E £59825/2 1680792 690269 0chiL92 LL6EELS [V219v¥S ¥668L7S G8.1¥Se 2G5 109%C 959952 0veg.5e 0} 19022 Zleglee LlLoveee
%86 1 120v¥862 0855€0€ %09° v6v6152 2/90LSe %12'0 1€618592 ¥8602.¢ %2 'S 8L6v.cc 69..€€2 %0S" A 4434 LGeeeee %92y G€906le 62v66le
|2Le9eee 067./62 6629652 11¥/¥9¢ JEEIYAE 9666022 /8€S¥ee 8/180€2 68E€92C €8lelee 6988L1C €99/¢le 09
I56€£9262 1/¥8982 6796162 /119952 /G5¢85¢ GE/E€9C 2622592 ¥E€0E592 Ge8siie 66182E2 LE159Y2 226/25¢ £1120€2 90v62€C 0028€€S clc/0le LE12102 G26020e
%29’y 0769262 8118/62 %98'8 129/99¢ §088l/e %8 029¢e292 1179892 [%10° 1 /82/861 8200502 %€0° 1096€5 e vS/e91e %29'€ €0v/602 /61901e
1681l G/059/¢2 69295¢¢ Lv¥/0€e 1G2eSvSe 9118092 (AYA:7AZ4 €0S1¥Se 6L181e €16981¢ G§€395202 62€7€0C 0€
6516LL8 0799692 818Lv/2 7760152 1£68092 G11099e 1870092 8672€92 6825692 2821€2¢ 8¥8.2cC 6€£90622 2E69L 1S L1/86le 1162022 S95¥20e 9620561 055656 1
%822 91€68.2 670782 % 7", 180.€.2 69288/c %107 259ce€ee EvvS6EC [%20°L 060SSLe 1882122 %L9'C GGeeoce 6701l lce % 18" 2657902 98€€.02
Le6¥.L9e G0l9cle ¥9.50%¢ 2v69Sve ¥858¥¥C GLELISe G/2e88l 9909761 25¢680¢ 9708602 181266} G260002 G
LVE8LLC 6620692 1/6lvle £520€92 Glv6rle £650082 £G09EvS 9€69¢52 12.685¢ 6029702 €92001¢ ¥S0€912 70S1S1e ¥00€912 86L1L1C €0¥5202 GEV61L02 6228202
%082 2876582 0990162 %¥0°E 8€7089¢ 9191€/e %}L'G 0v2£592 hes9kLe %601 €E€LLL1C |beso8ie %18'6 €€L/¥S5¢ 125955¢ %0S'€ ELLYP8L 20S€S81
19062 6€28662 17289/ SSvy18C 99062e 1G816%¢ 255€e6le £¥€95¢2 19vS¥9ie oveeLle €99%261 LG¥EEB6L S
C65E762 2€2¥20e 01¥520€ £10¥9/8 9EE878C 7156682 2001 6¥2 10206€2 2662572 £982022 £0€2622 ¥6009€2 96178822 602€S1C €002912 G285 161 0018761 768986 1 3]|044u0y
8115 8/11G 16/29 16/29 6.8 76/8 HOMIB3T|
AN/IBHIN 189Ny n1g ANISHIN Je9N1Y ny NN/IBRIN 188N n1d MNIBRIN 891Ny n1y AN/IBRIN Je9tNTd g ANIBHIN 199Ny n1g
UonsIaA "9 YONsIaA °g YINSIaA ‘| YONSIaA '€ yonsiaA 2 UoNSIBA "} Ul Ul 187

lowrloog pAyapjelsdesolyd + |/jowwQQL Fewexo LLLS

74



[60:00°0 0zt %285 5200 %2y %by 1%Ly %Ly %Ly %Ly %0 0z
70000 09 [%Sv Y 1200 %9y %6 [%Ly %Gy %ty %8y %ty 09
£1000'0 3 [%60°9 ¥£0°0 %55 %vS %S %vS %25 %95 %29 og
1E100°0 1 19082 €00 %65 %19 %LS %G5 %vS %79 %79 e
v5000°0 S %812 050°0 %0L %0L %8L %89 %E9 %Ll %2l 8
uignus|o 19600°0 000°0 %001 %001 %001 %001 %001 %001 %001 o
dl  uiw ur ez MA. MAVYPIS leWN|  uonsiep "9 yonsieA ‘G| UONSIBA p|  UONSIBA '€ UONSIBA ‘g UONSIBA | uiw Ul 1187
(X 3UYO [PHIN="XO UW [SWIN UIINN) 1S9)-F uzuexHUBIS NWQOL1eWexQ  ossiuqabi3
000000 0z ooy 8L %500 %62 %92 %92 %12 %72 %9¢ %98 0z
00000'0 09 %6 7 8v0°0 %€E %62 %62 %62 %EE %6€ %8¢ 09
00000°0 oe %02 v 5500 %8¢ %5€ %EE %GE %vE %Sy %y oe
000000 St 19%01° 12 ¥80°0 %0 %8¢ [%ve %2E %VE %1G %05 51
00000°0 S 1%b2°02 £60°0 %9v %8€ %EY %L¥ %6€ %95 %65 8
uienusjo 196000 000°0 %001 %001 %001 %001 %001+ %001 %00 o
d|  uiw ui ez MA MAYPIS JOWIN|  UYONSIBA "9 UONSIBA G UONSIBA ' UONSIOA '€ UONSIOA 'Z  UONSIOA °| uiw uj 197,
N 1SMIN A 1SRN UlINN) 1S31-F1UapNIS neaniuzuexubIS owrlgog Ov4+xO  essiugabig
%919 8E1E19 820089 %.6°L 261785 280109 %8E" 1 1658199 1507599 %769 1900665 1955209 %82'S 581658 66198 %2h'C 9EV68. 08286L
¥91095 ¥502/G 760209 86819 182959 1£8659 16E12S 106725 098/€6 759976 188528 S/9vE8 ozt
609109 ¥251€9 71v8Y9 26265 07£909 082€29 601799 161729 L2119 828655 921655 979295 95188 £2v198 7120/8 22/€08 05856/ ¥v9v08
%627 1199029 155789 %8y SSvEE9 Sv£059 %1 [2£2665 281209 9850 [18252S [1£8825 %9.°€ [evEEe6 161286 %12€ 2Iero8 90r0l8
|e€9929 £25669 108159 169899 189e5v9 816879 [1681ES [1vevES 12168 125606 ¥598€8 8vv/v8 09
0v259 511629 5002+9 1121v9 8/£869 892559 52189 6126v9 69/259 eeeses /2£825 118185 v15168 119958 592598 915608 28588/ 9/£/6/
%z8'e [8660€8 888/V8 %0, 98v85. 9/6SLL %vv"0 [v8165L [vE295L %00 [026v 1L [0V812 %897 66EEV6 £61256 %91 ¥ 292Lv8 950958
|062508 089228 52902 seoseL 08€85. |0£6192 82£189 8/2589 196626 S5.v86 £68216 1v9126 oe
le52208 126692 19898/ 96661/ 99/769 95911/ 16GYSL 80225, 86/55. 291169 6£89/9 682089 685186 80v7€0L  202€v0L _ |5/6688 608606 £09816
%v9's 1098282 057708 %802 762289 781669 %1€ 16EVEL Lv6LEL %2271 967885 9vE265 %€ G089/0F |66G5801  |%0G°€ 6096501 |£0¥290F
588558 S//2l8 0/65€/ 09825/ 19/€19 L1EL29 81866 898109 026501 | ¥1G8901 £21586 716€66 51
v260v8 1116/8 790968 CE 108982 161608 |8L0v0L 68802 Svv20L 002065 S8vE8S 5£0/85 9916601 €/68viL  /9//GLL  |086€L0L  602800L _ |£002L0L
%56'S (669008 68518 %618 166528 1882v8 %vve 851268 80/568 %252 G96.8L GISL6L %628 ¥00S0VL  [86LEIVL  [%ILF 202251) 966091 F
1520106 G16L16 825096 81vL6 |8v5698 860£/8 66.65L 1682252 lL20s921  1essiel evielll  |9sszell s
vessss 6//598 699288 |ss6lL16 9VEBYE 962996 265168 690£16 619916 v259, 125552 1106S. 1988821 0/Gv61L  voseoel  |vosziert  solezil  z9esett  11qwrioos OVA+XO)
06891 06891 0558 055 ¥6.8 6.8 Uemie |
%Lv'e 65962€c___|6vG9vEe | %067 66,0622 |689/08C  |%Sr0 '618Evve 698l %0 0Szleve  08lveve  |%02 v /566562 |16/89€C  |%8ge vEl6Vic  |82985le
leviioge  |ecosLee ogvevlic  |9/£6512 |65565v2  601.5v2 6/98c2c  62elEee les6esve  9vieove 6.£85cc  |eLlegee  |oet
5/20062 _€20012z  |c169zez  |oSevdee  |voveSEe  |vGe9/l€z  |90wvSve  1v8SOve  |16869v2  |8/cieEe  |e688€e  Givevee  |eS09ve  9vG9952  0veG/Sz  |o1i90ze  /leSiee | Lioveee
%50 (1280522 |192/922 |8Vt vv095ze  |veeelee  |%EL8 (1262902 | 1/v9902  |%8L€ [E601EGF  |€vIveESL  |%05 F [ISvyi€e  |Iseseee %92 GE906lZ  |6eve6ie
|ovv6lee  |9ee96ce 1291612 |1168022 |e26L9€2  eLvilee |8051851 8509851 688922 £8l2lee 6988ilz  |£99/zte |09
1/9v0E2 _ |/6\1¥8EC  |/80i0vc  |806/cce  |090962  |0S6eGee  |9202Sle  9eeSe0c  |98/8202  |8€//BSL  ¥190S9L  v9IvSOL  |/ibe0S2  90vecEe  |0028EEZ  |eiel0le  1Ei2l0e  |5260208
%Sv 1 29220€¢___[ei6lee |%eee 8Svv8lc  |8eel0ce  |%S8¢ 6598522 602292 %09 1Z00Z1c | 1e98lie  |%E0°F [096€S12  vS/29le  |%e9€ €0v/602 /619018
8962962 |8986/EC 799/022 __|/5Gveee |1855vie  |/£16VIT 2191261 2916261 611812 |€1698IC G855202  |eeeveoe o
9€1/062  |920vese  |ovB/9le  |zevilie  |cecsele  |o6898l2  OvvOGLe 066652 |90viG02  |9€Se902 9809902 |e€69/le  |LL/86k2 |11G/0Ze  |S9Sve0z  9G/0G6L  |0SS6S6)
6v2SSle  |6clelic  |%6L0 Iv008le  |/e69vie  |%lle 1508922 11099922 |%9Lv 0072991 |056599F  [%L9¢ GGee0zz  6v0llee  |%let 265v902  |98£€L02
180922 |1.9L.22 ov8lvie  |oelssie 6/6Lvic 6251612 8189181 89£028) 2526802 908602 1812661  |G/60002 st
€lvvize  |£9E1622  |/viSvlz  |65oe9le  \evb08lz  |eSOvele  eilile  //9vile  |869EesL  G/8169L  GevSe9L  |vOGISle  v0089lz 861/l |cOvGe0e  GEV6L0Z 6228202
18/1922 _ |1/98/2c  |%l9¢€ 896EElc  |8980Glc  |%02¢ [9EVZiic 98602k |%68°0 [8L12/6) _ 82/086} %186 €6/.¥Se  |729955¢  |%0S€ €L/vv8L  |Z0S8S81
1220862 |199/6€2 6/G9€02 697502 \Ge6viz  |10825Ie 90£8002 9581102 9vSv9lz  oveslle €99ve6l  |/Gvesel  |g
ccc692c  evvSore  |ecceslz  |l0s0zle  |/GE06lg  |/vel0ce  |/916Sl2  vi80lee  v9ewize  |e08/86L  €26//61  €/v186L  |96v8822  602€GLZ  £00291Z _ |5e8GL6L  0018/6L  |¥689861L 31104U0Y]
06891 06891 055¢ 055¢ 7678 7678 EEEN
MAIBRIN e N1 Nd]  MABRIN]_ 199N Y| MABEN seetnid 4] YABWINL_ 1ee TN NIH] MABWIN]_ Jee TN SIVIPRIN_ e TN 1Y nd
UoNsIBA ‘9 yonsiep ‘gl UONsIaA b UONSIBA "€ YonsIep 2 yonsJep | Ui ui 18z

1/lowrlgQg Jeledelon|y + |/jowWwQQL JewexQ LLLS

75



/86101
Ly99L 1
02e0€eL
89lerl
09652

000000 0z} [%28°s 620°0 %2y %ty %Ly %y [%1t %\ %0 (e
000000 09 %Sy 120°0 %97 %61 %Ly %S [%¥t %8 %ty 09
000000 og %609 ¥€0°'0 %G %S %S %S [%es %95 %29 (3
000000 S1 1%0€°L €700 %6G %19 %LG %SG %S %9 %9 e
000000 S %G 1L 0500 %02 %0L %8L %89 %€E9 %t %L S
12600°0 0000 %001 %004 %001 %00} %001 %00} %001 o
W Ul 47| MA MAYPIS UONSISBA '9| UONSIOA ‘G|  UOnsIon .i UonsIoA ‘€| UOnSIoA ‘2| YonsieA “| uiw ul Joz|
(X0 8UYO [DIMN="XO NW [PHIN :353Y10dAY|INN) 1S3 -FIUBPNIS NEIAlUZUBYIUDIS NWoO0 HewexQ  essluqabiz
000000 v 62 910°0 %9 %Y %S %Y %t %8 %8 0z
00000 1%29'82 6100 %L %S %S %S %9 %01 %6 09
000000 1%66°€€ ¥20°'0 %L %9 %S %9 %S %01 %0k oe
100000 %562 ¥20°'0 %8 %9 %9 %9 %L (AN %k St
000000 %6872 9£0°0 %b L %l %kl %EL [%et %61 %61 S
1%00°0 0000 %001 %004 %001 %00} %00t %00} %001 o
W Ul 47| MA MAYPIS UONSIBA "9 UONSIBA 'G  UONSIBA % UONSIBA '€  UONSIOA "¢ UONSIBA | uiw ul Jez|
( M I A BN 159 -HIUSPNIS NeaAjuzueyyiubls |owrloL NO+XO  sswuqabi3
%SE 1 6/G60L  |69v02k %852} 68€921 626V 26082 978801 92v2hk %12°S £69501 £v2601 %90 289122 28522 %210 682202 681012
LLL10L  |/008)E 52£66 Sh29kk 086601 0ESELL 11€/6 /98001 982262 981562 229902 225602 ozt
1186101 992104 951811 0060+ 1 68690+ G862 612201 L0E%01 168201 26266 08876 0786 LLviES Sr0ve GreEEYe 120202 26102 250042
%b.C 818111 80,82+ %197 [€65T 11 €8VIEL %16'G [ATELY GeLveh %097 ¥L2001 Y2EV0L %59 299092 295692 %e's 91622 9v02Ee
€08LH1 £69vEL 20742k 2628€ 1 908041 998e || 65166 60201 £.5v82 eLvL82 682862 g8l ive 09
179941 £0€021 £61L/E1 |e2s0z1 £65521 £8verl 8ove L1 226801 2lveit |esozot £20801 €/GLIL 8125/2 817082 816682 |esezzz Srovie SvSLie
%002 88L€€L _ [8/90G} %082 SYOLLE GESVEL %20 0€E02 1 088€E2L %688 9899k 962021 %622 16892 1691/2 26050 Levzee 1EESES
G/66LL  |G989€} G22ShE Ghigel srivel 869.2+ G6E00+ GY6E0L 510182 G16€82 ezeree €2iiEe (3
0ze0el 96LLEL 980%5 1 91 2v11 6/2hiL 691821 Li2eeL 2LiseL 2282t 2e8t 1L GLy8LE 696121 vessie 999//2 995082 e682€2 2y02e2 2r6vee
%Gt L LY9EEL 16506+ %01 1922h1 G165 %926 91282k 99LLEL %169 LE2L2) £8L0EL %66+ £2990€ 12560€ %+ 661692 6602.2
2r88el  [2€/GGh 2LevEL 29LIS1 2€0vv 2851k 99641 9LELIL oLiLiE 04002 618152 6Lv52 S1
020v51 0160L1 0z09€ L 12SIEL LLvBYL 2022y 1 1GEVSI 106/S1 ze€8iL 800V |k 8GG/1L 128ELE STLLIE 62902€ 685552 0185h2 01L/8V2
vovSve  |¥5ee9e %€L°G 6v2IEe 6E1872 %€0°2 2619/2 2rL6L2 %21 L 012092 09.€92 %08°E £25ELY €2v9LY %10°€ 02815y 02LvSYy
192552 L612L2 lseisiz G02€2 £€v.0€ €8601€ 2r8vse 268852 £188L7 eLLigy 9289.1 92v6Ly S
8yiese 8£0062 91622 22ive 210852 009v82 7210/2 veLELe 91852 0y¥652 066292 ev/98Y 268205 26/015 |ess09y LEEESY 162961 jowrlol NO+XO|
06891 0689+ 09G€ 056€ 0062 0062 Hamioo
%L1'e 6596262 |6vS9VES %06t [66/0622  |689/0€2  |%S¥'0 6186V |69E/bbe  |%E0't 06ziere  |08/keve  |%bb2 GO9BELE  |GOGHVIE  |%BE'L 9/G€v9e  |9/¥9v9e
€vLI9E2  |€€08LE2 98vevic  |9/66G12 655ESYE  |601L/SV2 6/9€€22  622/€22 L66v70E 168/10€ 28y/i/e  [28e02/2 |0zt
520062 €200122 _ |el69222  |0Sev92e | ¥OveSEZ | ¥GE9/€2  |90vrShe 1 Y8597 L6E69VC  |8/2lEEZ  |G268E€2  |G/bevEZ  |/G0990€  yIGvLOE  |piv/LOE  |eeeledz  |/€62892  |/€8G892
%50°E 1/60S22  |192/922  |%8Y't vv09G2e  |ve6elee  |%EL'8 1262902 1/¥9902  |%8LE €601EGL  |evOvEGL  |%027C 1£95182 1698182 |%v6C G8260GC |G8)2tSe
9yv6/22  |9£€9622 1291612 1158022 226/9€2  |eLviiE 8051851 8G0G8S L LE9vE6S 152662 L1099z [s168v92 |09
L/9v0€2 _ /6lvBEZ  /8010v2  |806/222 0909622 0S62G2Z  |9202Gle 9626202 |98/8202  [8€//8GL  |¥190G9L  [¥91¥G9t 1108882 |2//E162  |2/99162  |eSi/6Ge  |vG19E92  |¥S06£92
%St 1 2922062 [2SM6lEC  |%eE<e 8EVYBIC  |826l02e %58 6598622 6022922 |%.0°9 1200212 129612 | %992 €l6vEle  |el8lE/le  |%¥9e 08GIeve  |08vrere
8962962 |8986/E2 199,022 | /SSv2ee /8551 |/El6hie 219126F 2915261 G80Y6GC 5869652 10v99€2 10e69e2_ Joe
lceiveee  9el/0€2  |920veee  |ov8/9i2  [2eviilz  |eeesele  |g689812  [Ovv9GLZ  [0666Gle  |90viGOZ 9652902 9809902 |5992992 /668992 |/681992  |v6919€2 1012622 10000€2
%€6C 6v2SSle  |6ekelle  |%6L0 A 1506922 1099922 |%9L% 00v299} 096599+  |%E8t €6025/C  |e66vSle | %LE 1G8l¥e  |159+8%2
180922 LL9//22 lov8ivie  |oesssie 6/6/712 6251512 8189181 89£0281 Szl/lle  |S2008/2 1689272 reseeve |t
l8ol0e2z  e/svbrze  |egeibee  |svisviz  |€SGe9le  evb08le  |as0vele  |szhisiz  |//9v/ie  |869e2/L  |G/BL69L  |SebSe9L  |sGo9esz  |/4/0892  |/v9e892  |e2Le0ve  |28/€062 (2899062
%SL Y 1821922 |1/98/22  |%l9€ 8O6EEIC |8580Gke %022 OSv/iic 9860212 |%68°0 8/1//6V  82/086)  |%ele Ovv/GSe  |9vE09Se  |%992 701¥9€2  |L00/9€2
LLL08EZ  [199/6€2 6/G9€02  |697EG02 1626712 1082512 90£8002 9984102 GY00092  |SY62092 G09gGve  [sogesve s
lceee9zz  evvS9le  |eeeesie 1080212 |/GE06l2  |/vel022  |/916Gle  |vi80i2e  |v9evlee  |e08/86L  |626/.6L  €/p186L  |0€08192  |86G9692  |86v6692  |G/298ve  |pL168ve  |¥L026+e aljoAuoY|
0689} 0689+ 095€ 065€ 0062 0062 HamiooT
MAVIRWN 1eeTNTd[  N1d| Aeww] 1ee TNy ndf saeww] JeetTny nd]  avemN] seetnTY n1d]  svewN| e TNy ng]  MAeWW]  sestnY N1y
YonsiaA 9 YONsSIBA ‘G YONSIBA v YonsIaA g€ YOnsIBA 2 YOnsIaA "L uiw ul 48z

/lowrig urdAwoBIQ + I/]owwQQ L Yewexo LLLS

76



(4 %95'8 9v0'0 %ES %2S %2S %SG %29 %08 %6¥ 02
%6L'C 910°0 %.S %9S %8S %63 %8S %SG %8S 09
%90°S 2€0°0 %€9 %09 %69 %29 %¥9 %E€9 %89 0€
%6°L ¥50°0 %89 %€9 %09 %89 %69 %2l Yo¥L G
%' 2500 %08 %oV L %8L %18 YoLL %8 %68 S
%000 0000 %00 | %001 %00} %001 %00} %001 %00} 0
SIA MavPIS [OHIN|__UONSISA 9 UONSISA G UONSISA 7 UONSIOA '€ UONSIBA ¢ UONSIBA | Ul Ul 197
(a1100u0Y [BNN=WINIBA [SNIIN dAyiinN) 1ser-F ! Tt JOWwWQS JeWwex)  assiuqabig
%+0'S L6S¥0LL 2€e80L ) %£8'2 9/G6G.€1 Ligelel %E Y 62/80L1 29¢e01LL %99 0258161 €510eS1 %.6°0 r434144" €9ceryl %2, 18¥81€L 8leleel
|S¥80Y9L 089l 1280¥SY L LVLISY) 69GE9G | 2025961 998009+ 667209 Gee8LY | 9G}lert €eryaeel \¥SeLsel 0C1
GG0629 1 €2LIPS | 8GEGYS | 022607 | 10086€ - 9€910% 8vv/E91 9v00¥9 6/91¥91 €1292S ¥G26GY | /88097 | EeEVEY | [1%4444" LadVA44" /1€82E L 0v0g1E} H/8VIEL
%19°F 9017091 722091 %56’y 99€//G1 100185t [%80° | 29ev/61 G685/61 %182 0SLEY8L €8/7¥81 %8+ 29051 52605+ %L 7'E 60675} 0v//S€L
61EL/51 56085 1 PRIA% ] 29E/EG1 20ESE6L GE69E6 1 81896/} 1G¥8S/ 1 rad 154" €/6/E71 29leert £66SEY L 09
£67€091 G906291 00/2€91 1434511 (2245548 vi6verL 659656 | 2176961 SroLL61 G258/ 1 208861 GEV/SLL 82.887 1 L19¥eSL 8rleSl 9801 L7l 881S¥¥l 6108771
B 1L126891 25€€69 1 %S |9EVL8Y 1 L0l6v %02°€ 6040012 2reeole % L'E SG078e8L 8€00€81 %v8° 2998¢€/L1 P48 743 %E 'S 0/8885 LozieSE |
|GSSSHLL 06L6LLL |L6120S} 2€801G1 £€622561 926€56 1 0258961 €510/61 126€69 | 25.9691 LeLeevt 2959¢evL  |0e
1cE9ELLE G29SeLL 092681 V888151 020296+ GG959G 1 EGEE0: 652702 12e6v0e 172681 8600881 L€L1881 88€62. | 085551 L1y8GLIL 2972 LGl 98/71G1 L19/1G1
%07y 1208LE9L LE¥SE9L %08 '€ 489151 91€5/G1 %Ev'e €5kigee 98/2€ce %26'7 907906+ 6€08061 %vv'e Erad 41! 9/eve8l %19" | /8E0v/L} 8leevsl
16G26LLL 6828/ 1 1965795 1 1€2895 | /€55¢le 0/1/¢le /¥2/808 088880¢ 9911581 /669581 19eveLt 260.2L) G
V97 1L) 1962€L | 9659/ L €G12ES| 181G/p 1 9188/¥1 1810812 258€81C G87S81l¢ 0809/61 98GYEBL 6129€61 €207181 65799/ 1 06269/ 1 VE0LLLL £579891 826891
%9’ 6570061 60706 1 %027 86/62L) EEVEELL %9€'y £65975¢ 9¢e8¥Se %G0°E 29150¢e 6679022 %522 €21250e ¥56¥502 %€ES 'S €0¥€102 #€29102
865666 | £€2€002 €6leLLL 828G1LLL 680.£€2 2cl8eee 4 7A4%44 Liv9lee v9l9rie 9668712 287902 669/902  |S
€501261 201€981 1829981 665089 | 908665 1 L7709 PASI4%4 68EE YT 2c0S1Lve 6LL1112 26€5602 G20.602 2r06l1le 6€885 12 091912 0€.E 102 962961 G6.5961 lowwQg rewexQ)
SE9€ GE9E £e91 €91 1€82 | £82 HamIdaT7|
%980 €989/1€ 867081€ %022 6/219.2 v16¥9/2 %90°2 92/¥¢6e 65€9¢62 %026 00/62¢/2 €eelele %96° 1 265582 G5/858¢ %97'C 9/8€9/2 20499/ |
28ShyLE Liesyle £8/899¢ 81¥2/9¢ 8190%0€ 1Geey0e viielve LvEvlve 681962 Gcly962 (21444 L€.¥92  |och
8,287 1€ 88EECLE €20/ele S09E692 520592 68E7592 1567662 0ls6L0€ erlle0e €829/7C £6/822 1956822 2169682 1162/82 87/5/82 792892 9257592 1582592
%120 |6¥¥6.82 80€882 %60 18806192 €2Lee9e %LG° 2rv662e g/0l0ee %9€'€ Gelegee 89.¥862 %88°€ 6L1.e8e 0lLooese %SG oeve |
|2Loes8e 1¥99582 |G0¥SLSe 0v06.5¢ 9G195€€ 68L.5€€ 9r0eLE 6.02Ele GE10E9e 9962€92 858207 6895072 09
10¥2582 L7/6€82 9/€E¥82 5260652 1828252 9161852 2€/20€EE 665252€ 2€eySee 281660€ 7/6€81E 209581€ 9/¥/0/8 €11599¢ 76/99¢ G876SrC L 19GY2 2v685¥2
% v 1568582 2652982 %89°0 G5¥585¢ 0606852 %Sy 0279¥2e £50872€ %66, 5454314 250€782 %.2°0 099¢€/e 16¥SELe %GEC H 81/5¢ve 675827¢
GLEV6L8 01086/ 901552 6/9¥55¢ 97585 1€ 61091€ Gl10cee 87/ 1eee 68/81/2 0c9lele 82€9¢€2 6516c€C  |0€
S 120782 162982 6760/82 5789952 9€0¥952 1/9/9G¢ ¥G/¥82€ 162677€ 0€6057€ /996762 99¥/8/¢8 66068/¢ 90S¥¢/e 690¢¢/e 006¥¢/e 0820¢¢e G6.806} 9291161
%EL'E 8042692 £€veL0Le %L6'C §G8c6YC 0679672 %L1y jeielel g4 86157ce %2y Loglele 0¥68cLe %02+ 9//105¢ £09%052 %96 ¥1.88€2 syGleee |
6817792 28.79¢ 1066252 9€9€85¢ 295150¢€ G961€50€ Lgeee6e 7867£62 2gel55e £900952 889¢8c2 6169822 |SI
1662122 9780182 1167182 8652/5¢ 6€05¥92 /98792 066002€ €7820€€ 9/¥60€€ 7572982 €0L1¥62 9EEEY6T 0829€S2 2€€155¢ £€91¥552 76.01€2 1860922 218€922
1%GL" 825629¢ €91€€92 %V 16 1€02€e261 8€89¢61 %1 1'E 9E1EE0E 69/7€0€ %809 G59S518¢ 88¢2/18¢ %¥S'e 8251092 65€709¢ %2E'S Geoeree 9G877€C
9982¥S¢ 105952 9vesree 188152¢ 60/501€ 2rel0Le G§59¢662 8827662 G/58¢S¢ 907 1€Se 2g9eele £979¢€ 12 S
616£652 £9£609¢ 8662192 91v67 1S 6629/22 vE70828 616€10€ 2162062 S¥S¥062 2976182 /700592 0121592 88EYESC 090€/¥¢ 168S.v¢ |9.€€s22 [VA47424%4 L0ELYES 3]|04u0H
GE9E GE9E £E91 €€} LE82 1£8C HamieeT|
SMNBIIN_ Jea r1d ng| SAPIN ee TN ma|  veIN| e i nig| SAeUA[ eetnig ma| VRN e i Ng| SAPUAN_ ee TN na]
yonsien ‘9 yonsiop 6| yonsien ¥ UonsIen ‘g yonsien 2 yonsIaA ‘| ulw Ul o7

l/lowwQg jewexQ LLLS

7



00000°0 (4 %£8'G 6200 MZad % Yoly %lv Yol¥ Py %0% 02}
00000°0 09 %5y 1200 %97 %61 Yoly %St Yoy %8Y Yobv 09
10000°0 0E %609 ¥€0°0 %SG %vS Y%¥S %¥S %2S %99 %29 0€
000000 G %0€"L €00 %69 %19 %LS %SG Y%¥S %¥9 %¥9 S
200000 S %S 1L 0500 %0L %0L %8L %89 %€9 PlL Y2l S
Hgausio %000 0000 %00 | %001 %00} %001 %00} %001 %00} 0
d A MOYPIS |OlIN|  UONSI9A 9 UONSIOA G UONSIOA p UONSIOA '€ UONSIOA ¢ UONSIOA | Ui Ul 3197
(a1100u0Y [BNN=WINIBA [SNIIN dAyiinN) 1ser-F ! 1ubi; JoWwQQ | FeWexQ assiuqabig
%902 £9888€ 1 86726E %V6'2 6v¥962 1 ¥8000€1 %€E1'E 71900€1 15€0€1 %260 A1 vOESLLL % 7'y 2600021 gceeoet %22 €eL170L 79S¥¥0L
196€E66€ 1 LE0E0Y 1 vesLeet 6555€21 €6009¢1 £66292 €8//60} €89001 1 8818ccl 6L0LEC) 071280} | +26¥80} 021
110881 €LLSPEL 8076YEL 088€52 | 192€€e) 2069¢€21 118092} 9e/leel 929vce ) LE960| | S0/8111 G09iglL /90681 | 12692} 25/621 L 8016901 1SYE801 2829801
%2L'0 9l0lerl 1S9ver %) 1'C 896912} €090c2t %660 GGSHLIEL SSPyLEL %9S" | LL19ELE LZ0BEL I %699 9818021 Z10Lleh %€0' Y 170620} 2/81801
758601 1 68YELY L GS¥002 0607021 GE¥882L SeeLeet 29/8G1 1 2991911 o6Sv/el gevlle) 902620} 2€02e0} 09
152501 v} ¥S800% L 687707 2182cct €10152t 8v9rSel 878962 1 5950621 ¥Sve6el 2PGSSLL V691211 VeSvLLL 082/821 €906.€1 76818€1 77Sr /0L ¥8e5L1L GleglLl
%012 190268V | 8233943 %8Gy 66812yt vegSer L %Ly 676671 6.€20G} %08'9 690962 1 696862 | %092 LovLLGH 2€c0est %692 8€2807 6901 1LyL
| H09¥S 1 9€216S 1 19061€E}L Lizeeel 1965071 1988071 e0lyiel €00LLeL 86lelyl 620571 B6EEVEE 0LL/g€L 0€
199251 GESeYSL 019Gt 66226€ | £265EY 1 8456EY L [Aziz448 08189¢€1 080L2€1 2668€C | 6189711 616711 jsevelst £/905SG1 805€551 2eeLLEl ocyliel LSevlel
%€0°2 1S66¥29L 0€9829 1 %GL \LI\vLEYL 2S0LpyL %652 80ES¥S 1 8028YS %E L'y €80Sve} €86/¥21 %£6° - €162291 ¥/5291 %59'Y 16655+ |ce88ySh
1€920991 868€99 |8EELIV L €/60/71 v958/¥1 peidsidl 98ELYEL 98erreEL €2€e8S1 516851 68cv/Y) 0cLLLY) G
BE26S59 1 GGP2691 060969 1 SLEVIY L 0/£8871 G00g6Y L 607005 1 GGEL/YL GSc08Y ) GSEL0EL 96GSEE L 9678EE L €829191 2L9EPIL ErrIr9L 9PE9/ Y| /5/80%} 885yl
Za £290€6/ 1 20,96/ 1 %GP'E 8E€0/91 €/6€/91 %552 9899¢€/ 1 98G6EL 1 %922 680687 1 6861671 %12'€ €/£8281 021E81 %L0°€ 20EYS9L €E1/591
2629181 1266181 L0L6E9 L 9€/ey9l 9g1818L 9501281 810965} 8168551 9celesl 1507€81 098065} 169€6G 1 S
957181 69EVE8L #008€81 212891 886161 295521 712681 1082181 1045181 €8G2EG 1 1792951 17S0LG1 e 16L1 VI9VLLL S0SZ1LY 2625791 62,0691 09G€691  I/IpWWIQQ | JewexQ)
SE9€ GE9E 0062 0062 1€82 1£82 HamIdaT7|
%980 €989/1€ 867081€ %022 6/219.2 v16¥9/2 AT G998 1€ G9SIYLE %8E" | 9/5€¥9¢ 9/¥9%9¢ %96° 1 265582 G5/858¢ %97'C 9/8€9/2 £0/99/2
28ShyLE Liesyle £8/899¢ 81¥2/9¢ 1661770€ 168.10€ a8vllle 28€0cle 681962 Gcly962 (21444 [WAYALT 02}
8,287 1€ 88EECLE €20/ele S09E692 520592 68E7592 £50990€ vISyL0e iv/10€ 2E€ 1892 1£6289¢ 1£8589¢ 2169682 1162/82 87/5/82 792892 9257592 1582592
%120 |6¥¥6.82 80€882 %60 18806192 €2Lee9e %02°2 1€9G18¢2 1€68182 %62 G82605¢ gaglelse %88°€ 6L1.e8e 0lLooese %SG 0eve
|2Loes8e 1¥99582 |G0¥SLSe 0v06.5¢ LE9VEBS 1€G.€62 L109¥9¢ 1168792 GE10E9e 9962€92 858207 168950¥2 09
10¥2582 L7/6€82 9/€E¥82 5260652 1828252 9161852 1108882 cl/E162 /99162 2512652 7S19€9¢ ¥S06£9¢ 9/¥/0/8 €11599¢ 76/99¢ G876SrC L1196v¢ 2v685¥¢
% v 1568582 2652982 %89°0 G5¥585¢ 0606852 %592 €16v€/e €18/€/¢ %v9'e 08Slere 08¥vere %.2°0 099¢€/e 16¥SELe %GEC H 81/5¢ve 675827¢
GLEV6L8 01086/ 901552 6/9¥55¢ G80765¢ G§86965¢ 10¥99€2 10€69€2 68/81/2 0c9lele 82€9¢€2 65162€2 0€
S 120782 162982 6760/82 5789952 9€0¥952 1/9/9G¢ 5992992 1668592 /681992 V69 192 1012622 10000€2 90S¥¢/e 690¢¢/e 006¥¢/e 0820¢¢e §6/806} 9291161
%EL'E 8042692 £€veL0Le %L6'C §G8c6YC 0679672 %€E8° - £€6025.2 £6675.C % L'E PAYA VA% 19918¥¢ %02+ 9//105¢ £09%052 %96 ¥1.88€2 SvS16€2
6817792 28.79¢ 1066252 9€9€85¢ Gelllle Gc008le Leggeve LeL6ere 2gel55e £900952 889282 6155822 G
1662122 9780182 1167182 8652/5¢ 6€05¥92 /98792 |5699¢€.2 1¥20892 L¥9€892 €21E0ve 28.80€2 28990€2 0829€S2 2€€155¢ £€91¥552 76.01€2 1860922 218€922
1%GL" 825629¢ €91€€92 %V 16 1€02€e261 8€89¢61 %2L'C 9v¥/55¢ 97€095¢ %992 201¥9€2 £20029€2 %¥S'e 8251092 65€709¢ %2E'S Geoeree 9687 7€C
9982¥S¢ 105952 9vesree 188152¢ G#0009¢ S§¥6209¢ G095Sve G§058S¥e G/58¢S¢ 907 1€Se 2g9eele £979€ 12 S
616£652 £9£609¢ 8662192 91v67 1S 6629/22 vE70828 0€08192 8659692 8676692 G/29EvS 71 1687¢ 1026¥¢ 88EYESC 090€/¥¢ 168S.v¢ |9.€€s22 [VA47424%4 L0ELYES 3]|04u0H
GE9E GE9E 0062 0062 LE82 1£8C HamieeT|
MAIBHIN, Jea TN Td nd| IAIRIN e TN Nd] VPN eernid nd] AN eeTnd N AN eeTnTd nd[ AN estnTd ]
YonsIaA ‘g yonsiep “g| UONSIaA UONsIBA g YonsIap g YONSIBA "} i uj a7

1/IOWWOO0 | 1EWEXO £LLS

78



C

Danksagung

Herrn Prof. Dr. Fehm, Direktor der Medizinischen Klinik I, bin ich fiir die
Bereitstellung des Arbeitsplatzes und des Materials zu Dank verpflichtet.

Herrn Prof. Dr. Wagner, Oberarzt an der Medizinischen Klinik I, danke ich
herzlich fiir die Themenstellung und insbesondere fiir die geduldige Unterstiitzung

meiner Arbeit.

Frau Vollmer und Frau Bahrs haben mich mit grofser Aufgeschlossenheit bei der
praktischen Durchfiihrung der Laborversuche beraten und standen immer fiir

Fragen zur Verfiigung.

79



D

Lebenslauf

Personliche Daten
Name

Geburtsdatum
Geburtsort

Eltern

Familienstand
Staatsangehorigkeit

Schulausbildung
1972 bis 1976

1976 bis 1977
1977 bis 1986

Zivildienst
1986 bis 1988

Studium
Sommer 1988 bis Nov. 1995

Winter 1990 bis Sommer 1992
Herbst 1990

Herbst 1991

Herbst 1994

Okt. 1994 bis Okt. 1995

November 1995

Beruflicher Werdegang
15.12.1995 bis 14.06.1997

Jiirgen Walter Philip Hinrichs
24.11.1966

Koln

Antje und Hans Hinrichs
verheiratet

deutsch

Auslandsaufenthalt, Grundschulunterricht durch die Mut-
ter

3. und 4. Klasse Grundschule in Bonn
Amos-Comenius-Gymnasium, Bonn

Abschluss mit der Allgemeinen Hochschulreife

Krankentransport und Rettungsdienst Malteser-
Hilfsdienst, Bonn

Studium der Humanmedizin an der Rheinischen Friedrich-
Wilhelms-Universitat Bonn

Grundstudium der Mathematik

Arztliche Vorpriifung

Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung

Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Praktisches Jahr im Kreiskrankenhaus Liidenscheid, Aka-
demisches Lehrkrankenhaus der Rheinischen Friedrich-
Wilhelms-Universitat Bonn

Abschluss des Medizinstudiums mit dem Dritten Abschnitt
der Arztlichen Priifung

Arzt im Praktikum
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20.06.1997
01.04.1998 bis 30.06.1998

Juni 1997 bis Juli 1998
01.07.1998 bis 30.06.1999

01.07.1999 bis 15.05.2002
August 1999 bis Oktober 2001

seit 01.06.2002

Innere Medizin, Ostholsteinkliniken, Eutin

Approbation als Arzt

Honorartatigkeit als Arzt am Druckkammerzentrum Lii-
beck

experimentelle Arbeit an der Dissertation

Assistenzarzt Allgemeinmedizin

Praxis Dres. Kefler, Nieland, Donandt in Pewsum
Weiterbildung Arbeitsmedizin

Meditiiv GmbH (TUV Nord), Hannover

Honorartétigkeit im Auslandsriickholdienst

Malteser Hilfsdienst / ADAC

Weiterbildung Psychiatrie und Psychotherapie

Zentrum fiir Psychiatrie und Psychotherapeutische Medizin
Evangelisches Krankenhaus, Bielefeld
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