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Samenvatting

Bij dit profielwerkstuk wordt er gekeken wat het effect is van gemodificeerde muggen
(Frankensteinmuggen) bij het bestrijJden van malaria. Het doel van Frankensteinmuggen is
een gunstige eigenschap voor mensen via een ‘gene drive’ te laten erven in de populatie.
Een eigenschap kan bijvoorbeeld het moeilijker doorgeven van malariaparasieten zijn.

Bij hoofdstuk 1 wordt er naar de rol van muggen bij de transmissie van malaria gekeken. Er
wordt gekeken naar de malariaparasiet en welke interactie de mug, mens en parasiet
vertonen. Ook wordt er de taxonomie van de mug en malariaparasiet behandeld. Verder is
de biologie van de malariaparasiet beschreven op celniveau.

In hoofdstuk 2 wordt er gekeken naar de ecologie van de mug. Er wordt gekeken wat
belangrijke factoren zijn voor de overleving van de mug. Verder wordt er de anatomie van
de mug bekeken. Ook wordt er het gedrag van muggen op gastheren beschreven. Muggen
hebben namelijk een complex geursysteem ontwikkeld om gastheren te vinden.

Er zal in hoofdstuk 3 een beschrijving volgen over de ‘gene drive’. De ‘gene drive’ kan in
het genoom van de malariamug worden gebracht via de CRISPR/Cas9 methode, een
methode die steeds meer wordt gebruikt. Door een gen te verwijderen en te vervangen
door een ander kan er een Frankensteinmug worden ‘gemaakt’ die een gunstige
eigenschap voor de mens krijgt en deze makkelijk erft in de populatie. Er is verder naar het
onderzoek van Gong et al. gekeken, die een ‘knock out’-gen voor het genoom van
Anopheles gambiae s. s. heeft ontwikkeld. De ethische kant en praktische problemen
worden ook hier beschreven.

Bij hoofdstuk 4 komt de wiskundige kant aan de orde door het effect van
Frankensteinmuggen op de muggenpopulatie te modeleren. Veel wetenschappers hebben
onderzoek gedaan en hebben wiskundige berekeningen gegeven om de populatie muggen
zo realistisch mogelijk te modeleren. Doordat muggen poikilotherm (koudbloedig) zijn, heeft
temperatuur flinke invioed op de overleving van mug. Verder vertonen de larven van de
muggen voedselcompetitie. Ook de ‘gene drive’-erving en fitheidskosten zijn meegenomen.
De resultaten en hypothese staan hier beschreven.

Bij het laatste hoofdstuk 5 wordt de conclusie en de discussie beschreven. Hier worden de
deelvragen en uiteindelijk de hoofdvraag beantwoord.
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Inleiding

Muggen zijn wat ze zijn. Ze zijn vervelend, want ze maken mensen ‘s nachts wakker en
geven vervelende bulten die erg kunnen jeuken. En dat is niet alles, ze kunnen namelijk
met hun speeksel verschrikkelijke ziektes overbrengen als malaria, dengue (knokkelkoorts),
gele koorts en westnijl. En wat ook nog erg is: je kunt niet aan ze ontkomen. Ze leven
overal op de wereld behalve bij de Zuidpool. Met deze slechte eigenschappen willen
mensen van de mug af. Dat klinkt makkelijker dan het is, maar het is erg moeilijk, want
mensen zijn al heel lang bezig geweest zich te beschermen tegen muggenbulten; al lang
voor onze jaartelling. De oude Romeinen hebben zich ingesmeerd met mengsels van
plantaardige olién en azijn om zich te beschermen. Ook lieten ze kruiden branden om met
de rook muggen op afstand te houden. Aan het einde van de negentiende eeuw werd
mechanische profylaxe toegepast; huizen werden mug werend gemaakt zoals door het
dichten van kieren. Verder kwam de opkomst van chemische profylaxe als kinine om
muggen te doden. Daarna werden er synthetische bestrijdingsmiddelen als DDT gebruikt bij
de bestrijding. Vervolgens werden er biologische bestrijdingsmiddelen gebruikt als Bti om
muggen te doden. Ook klamboes waaronder je slaapt, werden gebruikt om mensen tegen
muggen te beschermen. Aan het einde van de twintigsten eeuw werden er gemodificeerde
muggen ingezet en ten slotte zijn er natuurlijke vijanden gebruikt bij het bestrijden van
muggen. En toch zitten we nog steeds met deze vervelende muggen. Het is dus een erg
moeilijk probleem om op te lossen. Ondanks de grote problemen kunnen muggen een
belangrijke niche (plek in het ecosysteem) hebben. Vleermuizen bijvoorbeeld eten graag
volwassenen muggen. Ook vele vissoorten lusten een hapje mug, maar dan als larve.

In dit werkstuk gaat het over het inperken van malaria met behulp van de gemodificeerde
malariamug (Frankenstein mug). De Frankensteinmug moet een speciaal gen in de
populatie malariamuggen brengen waardoor er een verandering in de populatie komt, in dit
geval het moeilijker doorgeven van de malariaparasiet. Ik onderzoek wat het effect is op de
muggenpopulatie met Frankensteinmuggen.

Dit is mijn motivatie voor dit onderzoek:

Ik vind dit onderwerp heel erg interessant, omdat insecten mij altijd hebben gefascineerd.
Zo is malaria die veroorzaakt wordt door een parasiet een dodelijke ziekte en dit heeft mijn
interesse verder gewekt. We kunnen malaria helaas niet helemaal stoppen op dit moment,
maar we kunnen malaria wel inperken zodat de verspreiding van deze ziekte wordt beperkt,
zeker in landen als Afrika. Met de globalisering en opwarming van de aarde neemt de
verspreiding van malaria toe. Ik zou graag een bijdrage willen leveren aan het oplossen van
dit muggenprobleem.

Informatie van inleiding gebaseerd op informatie van boek Mug [8].
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De hoofdvraag voor dit onderzoek is: In welke mate kunnen Frankensteinmuggen
worden gebruikt om malaria te bestrijden?

In dit werkstuk worden de volgende deelvragen behandeld:
1 Welke rol spelen Anopheles-muggen bij malaria?
2 Welke factoren zijn van invloed op de voortplanting van de Anopheles-mug?

3 Wat is het effect van een ‘gene drive’ op een muggenpopulatie?
Ethische bezwaren worden toegelicht.

4 Wat is een mogelijke impact van Frankensteinmuggen op de muggenpopulatie?
Er zijn twee hoofdgroepen: muggen zonder ‘gene-drive’ en muggen met ‘gene-drive’.

PWS Robert de Haas 2022, Malaria bestrijden met Frankensteinmuggen Pagina 5 van 89



Plan van aanpak

In dit onderzoek zijn in verschillende stappen te verdelen. Alle stappen dragen bij aan het
resultaat. Er zijn 10 stappen te onderscheiden.

Stap 1: Oriénteren op het gekozen onderwerp
Er is eerst georiénteerd op het onderwerp en wat het onderwerp inhoud.

Stap 2: Informatie opzoeken
Bij stap 2 worden er informatie opgezocht voor de verschillende hoofdstukken om daarmee
de deelvragen te beantwoorden.

Stap 3: Informatie verwerken
De opgezochte informatie wordt in de hoofdstukken verwerkt. De informatie is
geanalyseerd en er zijn afbeeldingen en omschrijvingen van de bronnen gebruikt.

Stap 4: Java begrijpen

Voordat het mogelijk was om een model te maken in java had de auteur filmpjes bekeken
over het java progamma Greenfoot. Doordat werd het mogelijk de java te begrijpen en hoe
java werkt.

Stap 5: Het model maken

Na het begrijpen van java werd in Greenfoot het model gemaakt van de populatie muggen
(de soort Anopheles gambiae s. s.). Er is gekeken hoe de overerving van een ‘gene drive’
verloopt en de verhouding Frankensteinmuggen en normale muggen (wild type muggen)
verloopt in de tijd.

Stap 6: Eigen Wiskunde berekeningen

Er zijn voor eigen onderzoek enkele eigen wiskundige berekeningen geformuleerd. De
formules zijn voor de ‘gene drive’ erving en fitheidskosten. De fiheidskosten formules zijn
gebaseerd op de gegevens van Gong et al. [19].
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Stap 7: Resultaten

De resultaten waren in een CSV bestand gezet en opgeslagen als excel document. Met
excel zijn grafieken gemaakt om overzichtelijk te laten zien hoe de verhouding
Frankensteinmuggen en wild type muggen verloopt in de tijd. Er zijn ook enkele
gemiddelden berekend.

Stap 8: Conclusie en discussie

In de conclusie is met behulp van de beantwoordde deelvragen de hoofdvraag beantwoord.
De deelvragen van hoofdstuk 1,2 en 3 zijn literatuur onderzoek. Bij hoofdstuk 4 is er ook
literatuuronderzoek meegenomen, maar doordat het model uniek is zijn er ook de eigen
resultaten meegenomen om de deelvraag 4 te beantwoorden.

Stap 9: Bronnenlijst op APA stijl

Bij deze stap zijn alle bronnen op de APA stijl geclassificeerd. Ook is bekeken welke
bronnen niet bijdragen aan de tekst en welke wel. Er is ook gecontroleerd op de
bronvermelding van de geschreven teksten.

Stap 10: Controle
De auteur zelf heeft de tekst kritisch gecontroleerd. Ook hebben er verschillende docenten
naar gekeken: een wiskundige, bioloog en Nederlands.
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Hoofdstuk 1: Zo klein, zo gevaarlijk, de muggenbeet.

Deelvraag 1: Welke rol spelen Anopheles-muggen bij malaria?

‘If you think you’re too small to have an impact, try going to bed with a mosquito in the room’ — Anita Roddick

De muggen

Muggen (Nematocera) zijn insecten die tot dezelfde orde behoren als de vliegen, namelijk
de Diptera. Bij de onderverdeling van de Nematocera zijn er families waarvan de steekmug
(Culicidea) de bekendste is. Een kenmerk van de Culicidae is dat ze bloed nemen van een
gastheer [1]. Ook is de proboscis (de naald) een unieke kenmerk. De proboscis wordt als
de meest gespecialiseerde bijtende monddelen onder de Nematocera gezien en geeft een
dichte interactie tussen de muggen en vertebrata (gewervelden) aan [1]. Het is eigenlijk
vreemd dat de familie ‘steekmuggen’ wordt genoemd, want steekmuggen steken niet maar
bijten. Soorten behorend tot de Culicidea kunnen vele verschillende pathogenen
(ziekteverwekkers) overbrengen op mensen als malaria, dengue en gele koorts. Alleen
vrouwtjesmuggen kunnen pathogenen overbrengen, want alleen vrouwtjesmuggen nemen
een bloedmaaltijd van een mens voor de ontwikkeling van de eieren in hun ovarium (zie
afbeelding 1). De vrouwtjes zijn voor mensen daarom vervelende insecten. Niet alle
muggensoorten kunnen dezelfde ziektes op mensen overbrengen. Deze verschillen hebben
te maken met de verschillende muggengeslachten. De drie belangrijkste zijn: Anopheles,
Aedes en Culex waarbij in tabel 1 de belangrijkste ziektes staan vermeld. Niet alle
muggensoorten van deze geslachten kunnen deze ziektes overbrengen op mensen. Bij
Anopheles kunnen van de ongeveer 430 soorten, maar 30-40 soorten mensen met malaria
infecteren [2]. Dit komt doordat niet alle muggen mensen bijten of ze kunnen niet de
ontwikkeling van de parasieten in stand houden [2]. Er zijn muggensoorten zoals
Anopheles gambiae s. s. die zelfs voorkeur hebben op menselijk bloed. Dit worden
antropofiele soorten genoemd en deze zijn voor mensen extra bedreigend. Verder moet bij
malaria de malariaparasiet het juiste eiwit hebben om in de rode bloedcellen (erytrocyten)
en levercellen (hepatocyten) van de mens en de maagwand van de muggen te komen
zonder tegengehouden te worden. Het eiwit is een zogenaamde sleutel om in de cel binnen
te dringen. Dat is belangrijk, want bij de levenscyclus plant de malariaparasiet zich voort bij
de hepatocyten en erytrocyten van de mens en de maagwand van de mug.

Afbeelding 1: De gewone steekmug (Culex pipiens) neemt een bloedmaaltijd van een mens. Van yesoforsca.com.

PWS Robert de Haas 2022, Malaria bestrijden met Frankensteinmuggen Pagina 8 van 89



Malaria Dengue Westnijl
Elefantiasis (olifantenziekten) Gele koorts
Chikungunya
Westnijl
Zika

Tabel 1: Enkele overdraagbare ziektes bij mensen van muggen.

Anopheles gambiea complex

Een belangrijke groep Anopheles ssp. is de Anopheles gambiae complex, want het zijn de
efficiéntste vectors voor malaria in Afrotropisch gebied [3]. ‘Ssp.’ is een afkorting voor
soorten (species). Het complex bevat minstens acht reproductief geisoleerde soorten die
morfologisch bijna identiek zijn en doordat ze reproductief geisoleerd zijn, groeien ze als
taxa uit elkaar [3]. Simpeler gezegd, ze zijn erg moeilijk te onderscheiden, want ze lijken
erg op elkaar en ze kunnen ook niet met elkaar voortplanten waardoor ze steeds meer
gaan verschillen. De complex bevat volgens [3]:

1 An. amharicus (Hunt et al. 2013)

An. arabiensis (Patton 1905)

An. bwambae (White 1985)

An. gambiae s. s. (Giles 1902)

An. coluzzii (Coetzee & Wikerson 2013)

An. melas (Theobold 1903)

An. merus (Ddnitz 1902)

An. quadriannulatus (Theobald, 1911)

0o ~NOoO ol h WN

Er wordt bij An. gambiae gesproken over An. gambiae s. s en An. gambiae s. I.

De An. gambiae s. |. van sensu lato, dat latijn is voor ‘in de bredere zin’, geeft alle soorten
binnen het complex aan; dat is dus de An. gambiae complex. Bij An. gambiae s. s. van
sensu stricto, latijn voor ‘in de strikte zin’, geeft de ondersoort zelf aan. Dit betekent dat
wetenschappers één soort bedoelen en niet de andere soorten.

Afbeelding 2: Anopheles gambiae s. s. Van Jim Gathany.
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De Anopheles gambiea complex is overal te vinden in de tropische gebieden van Afrika,
waar Anopheles gambiea s. s. te vinden is bij sub-Saharisch Afrika inclusief Madagasker,
zoals bij afbeelding 3 te zien is [3].

Afbeelding 3: De verspreidingsgebied van Anopheles gambiea s. s. in Afrika. Van [3]

De malariaparasiet en apicomplexa

Malaria wordt niet door Anopheles ssp. zelf gegeven, maar mensen krijgen malaria van de
parasieten die worden vervoerd door Anopheles ssp. Als een mug een mens injecteerd bij
een bloedmaaltijd en de mug heeft malariaparasieten in zijn bloed, dan zal de persoon de
malariaparasieten krijgen van de mug. Voor malariatransmissie is dus zowel een vector als
een pathogeen nodig. Malariaparasieten zijn geen virussen of bacterién maar eencellige
Eukaryoten. Deze hebben als kenmerk een celkern. Het geslacht Plasmodium behoort tot
een grotere groep, genaamd de Apicomplexa, die weer een onderdeel is van de superstam
Alveolata [4]. De Alveolata is een groep binnen de Eukaryoten wat nu wordt gezien als een
organisatie van drie anderen groepen [5]. Een kenmerk van Apicomplexa is dat ze zowel
een ongeslachtelijke voortplanting als een geslachtelijke voortplanting hebben.

De ongeslachtelijke voortplanting wordt merogenie genoemd en vindt bij malariaparasieten
bijvoorbeeld in de lever van mens plaats. De geslachtelijke voortplanting wordt sporogonie
genoemd en vindt bij de malariaparasieten in de darm van de mug plaats. De Apicomplexa
is een groep van intracellulaire parasieten, wat betekent dat ze in staat zijn te groeien en te
reproduceren in de cellen van de gastheer. De levenscyclus van de Apicomplexa is
geévolueerd zodat ze in staat zijn te overleven in de gastheer.
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Bij geslacht Plasmodium zijn er heel erg veel verschillende soorten waarvan er vijf
belangrijk zijn voor de mens zoals LUMC [6] beschreef:

1 P. falciparum (Welch, 1897)

2 P.vivax (Grassi & Feletti, 1890)

3 P. ovale (Stephens, 1922)

4 P. malariea (Feletti & Grassi, 1889)

5 P. knowlesi (Sinton & Mulligan, 1932)

Malaria
De verschillende soorten geven ook verschillende varianten van malaria. Er zijn drie
vormen van malaria die mensen kunnen krijgen zoals het LUMC [6] beschreef:

1 Malaria tropica:

Malaria tropica kunnen mensen krijgen van Plasmodium falciparum. Deze vorm geeft
koortsaanvallen om de 24 uur en is de meest gevaarlijke vorm van malaria. Dat komt
doordat geinfecteerde erytrocyten vast gaan plakken in de bloedvaten en de toevoer van
het bloed vernauwen. Dat kan tot complicaties of zelfs de dood leiden doordat vitale
organen afsterven door te weinig transport van zuurstof en voedingstoffen.

2 Malaria tertiana:

Malaria tertiana kunnen mensen krijgen van Plasmodium vivax en Plasmodium ovale. Deze
vorm is minder ernstig, maar kan na jaren van infectie nog aanvallen. Daardoor moeten
mensen na in een gebied te zijn geweest waar malaria heerst eerst van malaria uitgaan bij
symptomen als koorts, zelfs na een lange periode. Koortsaanvallen komen om de 48 uur
voor.

3 Malaria quartana:
Malaria quartana kunnen mensen krijgen van Plasmodium malariae. Deze vorm lijkt erg op
malaria tertiana; het verschil is dat er koortsaanvallen zijn om de 72 uur.

Plasmodium knowlesi zitten meestal bij apen, maar kunnen mensen infecteren.

Plasmodium kenmerken

Er is verschil tussen het bereik van soorten die Plasmodium ssp. kunnen infecteren.
P. falciparum kan Afrikaanse apen niet, maar mensen wel infecteren terwijl P. relictum
meer dan 100 verschillende soorten vogels kan infecteren die in verschillende soorten
families en orden zitten [4].

Een extra argument dat Anopheles gambiea s. s. zo gevaarlijk maakt voor mensen is dat
Plasmodium falciparum kan worden geinjecteerd door deze muggensoort.

PWS Robert de Haas 2022, Malaria bestrijden met Frankensteinmuggen Pagina 11 van 89



Plasmodium ssp. hebben 14 chromosomen in de celkern en is grotendeels in de
levenscyclus haploid; alleen als ze zygoten vormen tijdens de sporogonie zijn ze diploid [7].
Ze houden één enkele kopie van hun genoom bij zich totdat ze zich geslachtelijk gaan
voortplanten, dan verdubbelen ze het genoom [7]. Door geslachtelijke voortplanting zal er
meer genetische variatie zijn, maar tegelijk kunnen ze gunstige eigenschappen via
ongeslachtelijke voortplanting makkelijk doorgeven. Hoewel Plasmodium ssp. Eukaryoten
zijn hebben ze unieke kenmerken. Bij afbeelding 4 is de cel van Plasmodium ssp. te zien.
Zoals bij de Eukaryoten heeft Plasmodium ssp. een celkern waar de 14 chromosomen zich
bevinden; een mens bijvoorbeeld heeft er 24. De endoplasmatisch reticulum (ER) heeft
zoals bij de Eukaryoten de functie proteine of eiwitten te maken. De proteinen gaan zoals
bij anderen Eukaryotische cellen naar de Golgi-complex om daar verder getransporteerd te
worden. De proteinen van Apicomplexa’s bestaan meestal uit één membraan-gebonden
eiwit. Dat betekend dat er maar één eiwit van één gen wordt gebonden [7].

Zoals andere Apicomplexa-soorten hebben Plasmodium ssp. bij het apicale uiteinde
verschillende cellulaire structuren die dienen als gespecialiseerde organellen voor het
uitscheiden van stoffen naar de gastheer [7]. Het meest opvallendste is de rhoptrie die
parasietproteinen bevat die betrokken zijn bij het binnendringen en wijzigen van de
gastheercellen [7]. De parasietproteinen worden gebruikt bij de erytrocyten en hepatocyten
van mensen en de cellen van de maagwand van de mug. Verder heeft Plasmodium ssp. de
micronemers. Deze bevatten parasietproteinen voor de beweeglijkheid en herkenning van
de hechting aan de gastheercellen [7]. Deze herkenning is belangrijk om te weten dat de
cel die Plasmodium ssp. pakt ook de goede cel is, zoals een erytrocyt van een mens. De
zogenaamde vesikels zijn bij de Plasmodium ssp. de dense granules. Deze bevatten
parasietproteinen die betrokken zijn bij het wijzigen van het membraan dat de parasiet
afzondert van de gastheer [7]. Plasmodium ssp. moeten namelijk de celwand van
bijvoorbeeld een erytrocyt doordringen om daarin een infectie te plegen.

Een belangrijk en kenmerkend organel van Apicomplexa’s is de apicoplast, die net als de
celkern en mitochrondium eigen DNA bevat. De apicoplast samen met de mitochrondium
zijn belangrijk voor metabolisme (stofwisseling) van Plasmodium ssp. [7] Plasmodium ssp.
hebben in tegenstelling tot veel andere Eukaryoten één groot mitochondrium in plaats van
meerdere zoals bij de cellen van dieren. Ze kunnen energie verkrijgen in de vorm van ATP
via de citroenzuurcyclus of Kreb’s cyclus, dat zich in het mitochrondium bevindt. ATP is een
energiedrager die als bron voor energie wordt gebruikt. De apicoplast is betrokken bij de
synthese van vele stoffen die nodig zijn voor processen van Plasmodium ssp.
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Afbeelding 4: De organellen van Plasmodium ssp. waar speciale organellen
gespecialiseerd zijn voor de gastheercellen van bijvoorbeeld de mens en mug te
infecteren. Van [7]

Levenscyclus Plasmodium

De levenscyclus van Plasmodium ssp. vindt bij twee gastheren plaats: de mug en een
andere gastheer als de mens. Daardoor zijn er in de levenscyclus twee verdelingen te
onderscheiden zoals in afbeelding 5 te zien is. De levenscyclus van Plasmodium is in
verschillende fases te verdelen die met afbeelding 5 overeenkomen. De fases zijn zoals
Sato [4] beschreef:

1 Wanneer een vrouwtjes mug een mens steekt, injecteert ze de parasieten in het bloed
van de gastheer. De parasieten worden hier sporozoieten genoemd.

2 De sporozoieten gaan naar de lever toe en infecteren de hepatocyten (levercellen) van
de lever. Het proces heet merogonie en hier vindt dus ongeslachtelijke voortplanting plaats.

3 De sporozoieten in de lever vormen merozoieten en gaan naar de bloedbaan om daar de
erytrocyten (rode bloedcellen) te infecteren. In de erytrocyten doen ze ook aan het proces
merogonie. Uit de erytrocyten komen nieuwe sporozoieten die weer anderen erytrocyten
infecteren. De cyclus waarin dit gebeurt, bepaalt de koortsaanvallen, zoals bij P. falciparum
om de 24 uur een aanval plaatsvindt. Deze fase zorgt voor de syptomen en kan dodelijk
zijn.

4 Sommige merozoieten differentiéren zich tot gametocyten; dit proces heet
gametocytogenesis.
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5 Als een vrouwtjes mug de gametocyten opneemt zullen de gametocyten differentiéren tot
micro- en macrogameten. De gameten bevruchten elkaar waardoor een zygoot onstaat en
er vindt daarna sporogonie plaat. Er zal ook crossing over plaatsvinden. Crossing-over is
het uitwisselen van genen tijdens de geslachtelijke voortplanting (hier sporogonie). Na de
sporogonie ontwikkelen de zygoten zich tot beweeglijke ookineten. De ookineten gaan door
de wand van de darm van de mug en vormen daar o0cyten.

6 In de cel van de o6cyten zelf vindt mitose plaats waar de sporozoieten in aantallen
toenemen. De odcyten barsten op een gegeven moment open en hierdoor komen de
sporozoieten vrij en gaan naar de speekselklieren van de mug.

1 Als een mug een bloedmaaltijd neemt van een mens zullen de sporozieten in de
speekselklieren geinjecteerd worden in de bloedbaan van de mens. Hierdoor speelt de
cyclus opnieuw verder.
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Life Cycle of the Malaria Parasite

Afbeelding 5: Levenscyclus van Plasmodium ssp. Van [7]

Bij P. vivax en waarschijnlijk P. ovale zijn er soms slapende cellen in de lever aanwezig die
hypnozoieten worden genoemd [4]. Hypnozoieten kunnen na een langere periode wakker
worden en alsnog de bloedbaan binnendringen en een persoon ziek maken. Hierdoor is te
verklaren waarom malaria van P. vivax en P. ovale (veroorzakers van malaria tertiana) na
een lange periode van infectie pas symptomen zal bevatten. Toch kunnen ook

P. falciparum en P. malariae later pas syptomen veroorzaken doordat er in het bloed lage
aantallen parasieten aanwezig zijn die niet door het lichaam opgemerkt worden [4].
Hierdoor is het altijd van belang dat malaria nog na jaren gevaarlijk kan zijn wanneer men
in een land met malaria is geweest.
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Hoofdstuk 2: De vampier met injectienaald.

Deelvraag 2: Welke factoren zijn van invloed op de voortplanting van de Anopheles-mug?

‘Most mosquitoes are harmless. The problem is, they suck.” — Paul Reiter

Levenscyclus van de mug

De Culicidea zijn net als teken en mijten vampiers, maar er is één belangrijk verschil tussen
het vampier gedrag van steekmuggen en teken. Steekmuggen nemen geen bloed van
vertebrates (gewervelden) als voedsel in tegenstelling tot teken, maar vooral voor de
productie van eieren. De mannelijke en vrouwelijke steekmuggen zuigen plantensappen als
nectar om zich te voeden. Hierdoor zijn ze zelfs betrokken bij de kruisbestuiving. In het
bloed zitten voor de productie van eieren veel eiwitten; daarom hoeven ze slechts één keer
een bloedmaaltijd te nemen voor de ontwikkeling van de eieren.

De levenscyclus van de Nematocera hebben zoals andere insecten in de Endopterygota
groep een volledige metamorfose. Dat betekend dat het volwassen insect heel anders is
dan het onvolwassen insect zowel op anatomisch als op ecologisch niveau. Het
onvolwassen insect wordt de larve genoemd, het volwassen insect de imago. Ook een
kenmerk van de Endopterygota is de overgangsfase van larve naar imago via een pop. Bij
afbeelding 8 is de levenscyclus van de mug te zien.
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/ Eggs \ g
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By
First Larval Stage

Adult
f Mosquito Life Cycle

Generalized)

Second Larval Stage

Third Larval Stage
N)
| Note:

Each larval stage is larger than the previous one. Molting occurs between each larval and pupal stage.
Larval and pupal stages are aquatic.

Afbeelding 8: Levenscyclus van de mug. Van www.mosquitoes.org/LifeCycle.html.
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Beschrijving van Anopheles gambiae complex

Bij [3] wordt een beschrijving gegeven over de levencyclus van de Anopheles gambiae
complex en bij [8] wordt er een algemene beschrijvingen van de levenscyclus van muggen
gegeven, hier volgen de beschrijvingen:

1 ei:

De eieren van de Anopheles gambiae complex zijn 0,47-0,48 mm lang; zie afbeelding 9. De
eieren worden bij de Anopheles gambiae complex op het wateroppervlak gelegd zoals bij
andere Anopheles muggen. Waar geen water is, zijn geen muggen doordat ook de larve en
poppen in het water leven. Voordat de mug de eieren perst, worden de eieren bevrucht met
sperma dat ze opgeslagen heeft bij de spermatheca. Elk ei heeft drijvers aan weerzijde om
op het water te drijven. In tegenstelling tot andere muggensoorten zijn de eieren van
Anopheles spp. niet droogbestendig. De snelheid waarin de eieren ontwikkelen is
afhankelijk van de omgevingstemperatuur. Bij gunstige factoren kunnen de eieren van de
Anopheles gambiae complex in 10-11 dagen tot een imago ontwikkelen terwijl bij kouder
weer dat drie weken is. Anopheles gambiae s. s. kan ruiken of er andere muggenlarven in
het water zitten. Dit is belangrijk omdat oudere muggenlarven zich kannibalistisch gedragen
tegenover jongere muggenlarven.

Afbeelding 9: Eieren van Anopheles gambiae s. s. Van pixels.com.

2 larve:

De larven hebben als opvallendste kenmerk dat ze geen vleugels of poten hebben in
tegenstelling tot het imago zoals in afbeelding 10 te zien is. De larven leven in het water en
door met de monddelen een stroming te creéren filteren ze het water om zich te voeden
met micro-organismen als bacterién en schimmels en organisch materiaal. Dit doen alle
soorten muggenlarven en doen dit met de mondborstels, zoals in afbeelding 11 te zien is.
Dit effect zorgt ervoor dat moerasgebieden als de Everglades in Florida schoon blijven. De
meeste soorten muggenlarven ademen via een buis die de siphon wordt genoemd. Door de
oppervlaktespanning van het water te doorboren kan de larve lucht krijgen.
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Anopheles ssp. hebben geen siphon waardoor de larve parallel aan het wateroppervlak zit
om adem te halen. De larven van de Anopheles gambiae complex groeien tot 5-6 mm
lengte. Bij elke vervelling groeit de larve een beetje en ze vervellen vier keer. Muggenlarven
zZijn een traktatie voor veel soorten dieren. Enkele daarvan zijn de vissen, libellenlarve en
waterkevers.

Mond borstel

Afbeelding 11: De larve heeft speciale monddelen die
mond borstels worden genoemd (eigen foto Robert).

Afbeelding 10: De larve van Anopheles gambiea s. s. Van Ray Wilson.

3 pop:

Alle poppen van de muggen zijn komma-vormig, zie afbeelding 12. De pop is bij alle
muggensoorten in tegenstelling tot andere poppen van insecten zeer behendig; bij gevaar
zwemmen ze naar de bodem. Ze gebruiken de peddel op het einde van hun abdomen
(achterlijf) om snel te bewegen. Verder eet de pop helemaal niets.
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Afbeelding 12: De pop van Anopheles gambiea s. s. Van Ray Wilson.

4 imago:

Op het moment dat de pop opent komt daar de volwassen mug uit. Deze moet al
balancerend op het water zitten. Veel muggen verdrinken bij deze fase. Als het exoskelet is
uitgehard en het bloed in de vleugels is gepompt, vliegt de mug weg.

Ook een imago is een traktatie voor dieren, maar nu bijvoorbeeld voor vleermuizen,
gekko’s, spinnen en kikkers. Anopheles ssp. kunnen worden onderscheiden met andere
muggensoorten doordat Anopheles ssp. een even lang proboscis hebben als maxillaire
palpen. De maxillaire palpen zijn de aanhangsels dicht bij het hoofd, de proboscis is de
naald van de mug. Ook een verschil is de kenmerkende rustpositie van Anopheles ssp.
namelijk dat deze hun achterlijf in de lucht houdden met een hoek van 45 graden terwijl
Aedes en Culex ssp. hun lichaam evenwijdig met de huid brengen zoals in afbeelding 13 is
te zien. Imago’s van de Anopheles gambiae complex hebben verschillende kleuren, maar
zijn typisch licht bruin tot grijs met bleke vlekken op de gele of witte schubben. Ook hebben
de imago’s van de Anopheles gambiea complex donkere vlekken op de vleugels. Verder
zijn de imago’s vergeleken met andere muggensoorten kleiner en ze hebben een
gemiddelde vleugellengte van 2,8-4,4 mm.

De imago’s van Anopheles gambiea complex kunnen maximaal één maand leven, maar
zullen vaak één of twee weken leven. Imago’s zijn actief in de avond en verder zullen de
imago’s liever binnenshuis dan buitenshuis bloed nemen. Dat is voor mensen extra
gevaarlijk door de extra aanwezigheid van imago’s van de Anopheles gambiae complex in
huizen en dus bij mensen thuis.
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Anopheles Aedes aegypti

Malaria Dengue
Yellow Fever
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Afbeelding 13: De rustpositie van Anopheles ssp. en Aedes aeqypti. Van www.alamy.com.

Paring van mug waaronder Anopheles gambiae s. s.

De muggen paren als ze een imago zijn. Deze paring vindt bij muggenzwermen plaats die
voornamelijk bestaan uit mannetjesmuggen. Op deze zwermen komen de
vrouwtjesmuggen af. Bij de muggenzwerm wordt het vrouwtje gegrepen door één mannetje
waarna ze al parend door de lucht vliegen [8].

Volgens onderzoek van Charlwood et al. [9] vormen de mannelijke Anopheles gambiae

S. S. een zwerm twee minuten voor zonsondergang bij beschutte plekken en twee minuten
later bij open plekken. Verder zag Charlwood et al. dat de zwermen 2-3 m zich boven de
grond bevinden en dat op zijn vroegst zeven minuten nadat de zwermen zijn gevormd de
paring begint.

Geursysteem van de mug

In het boek Mug van Knols [8] stond het geursyteem van de mug beschreven en hier volgt
deze beschrijving. Muggen hebben een heel complex geursysteem ontwikkeld om
gastheren op te sporen. Ze ruiken met hun antennes de geuren van de gastheer,
bijvoorbeeld de mens. Het is aannemelijk dat muggen door geuren van mensen een keuze
maken tussen mensen om te bijten, maar ook de genetische samenstelling, het dieet en de
gezondheidstoestand hebben waarschijnlijk invioed. Wat een prima geur is om organismen
op te sporen is wat bijna elk levend organisme uitstoot: koolstofdioxide. Hoewel
CO2-geuren goed zijn om gastheren op te sporen is dat niet specifiek genoeg doordat de
meeste muggen specifieke gastheren zoeken. Ze moeten daarom ook specifieke geuren
van de gastheer onderscheiden, bijvoorbeeld bij de mens. Er zijn testen gedaan om te zien
hoe muggen reageren op geuren van mensen. Hier worden twee onderzoeken genoemd
die in Mug van Knols [8] beschreven stonden:

1 Mariéte Braks toonde aan dat vers zweet niet interessant is voor muggen, maar ouder
zweet wel. Dat komt doordat de bacterién op onze huid het verse zweet omzetten in een
sterke geur. De sterke geuren kunnen de muggen ruiken.
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2 Bij de onderzoeken van Knols en Ruud de Jong werd onderzocht welke voorkeur
Anopheles gambiae s. s., Anopheles atroparvus, Culex aedes en Culex quinquefasciatus
hebben bij het steken. Het opmerkelijke was dat volgens Knols An. gambiae s. s. en

An. atroparvus niet verder van elkaar konden zitten, An. Gambiae s. s. had voorkeur voor
de voeten terwijl An. atroparvus voorkeur had voor het gezicht (zie afbeelding 14). Verder
hebben ze ondekt dat An. gambiae Limburgse kaas met voetengeur associeert en er verzot
op is. De bacterién bij menselijke voeten en de bacterién om kaas te maken zorgen voor de
geuren die muggen aantrekken. De soort bacterién bij mensen voor de geuren is
Brevibacterium epidermidis en bij kaas is dat Brevibacterium linens waardoor te verklaren is
waardoor Anopheles gambiae s. s. deze geuren associeert, de bacterién zijn immers erg
verwant. Ook is de temperatuur waarbij kaas wordt gemaakt overeenkomt met de
temperatuur van voeten. Knols zegt ook dat de stoffen in Limburgse kaas worden gebruikt
bij veldonderzoek in Tanzania en Gambia.

Adem
afgevoerd

Adem
aanwezig

Gewassen
voeten

Ongewassen
voeten

An. atroparvus An. gambiae

Afbeelding 14: De steekplekken van Anopheles atroparvus
en Anopheles gambiae s. s. op Knols. Van [8].
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Anatomie van de mug

De anatomie van Culicidea heeft gelijkenis met insecten, maar er zijn unieke kenmerken
zoals de proboscis. Verder hebben de larve en de imago een ander anatomie met andere
functies. De beschrijving hieronder gaat eerst over de anatomie van de larve, daarna van
de imago volgens [10].

De anatomie van de larve:

Het grootste verschil tussen larven en imago’s is dat de larven geen poten, vleugels en
proboscis hebben. Bij muggen en insecten bestaat het lichaam uit drie hoofddelen; hoofd,
thorax en abdomen zoals in afbeelding 15 te zien is. Voor het voeden, zoals eerder
beschreven stond, gebruiken ze mondborstels om zich met bacterién en schimmels te
voeden. De ogen van de larven zijn niet samengesteld (geen facetogen) in tegenstelling
totdat die van de imago’s. De harige uitsteeksels worden setae genoemd.

Bij de thorax zijn er ook setae te zien die zijn onderverdeeld in drie rijen.

De abdomen is bij de larve in tien segmenten verdeeld. Het segment VIl is meestal kleiner
dan de anderen segmenten. Bij VIII zitten de combscales en de siphon als die aanwezig is.
Anopheles ssp. bijvoorbeeld hebben geen siphon. De siphon is, zoals eerder beschreven,
nodig om te ademen door de opperviaktespanning van het water te doorboren. De siphon
draagt een pecten, wat een rij met stekels is. De abdomen bevat ook stigma’s om mee te
ademen, zeker soorten die geen siphon bevatten.

Verder is IX gereduceerd en niet afzonderlijk te onderscheiden. Het anal segment X bevat
de anal papillae, de sadel en ventral bush. De ventral bush bevat een groep met
stekelachtige uitstulpingen. De larvne worden ook wel vriemelaars genoemd door de
schokkerige bewegingen van de larven in het water.
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Larval Mosquito (dorsal view)
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Adapted from:

Burkett-Cadena, N. D. Mosquitoes of the Southeastern United States.
Tuscaloosa: The University of Alabama Press. 2013. 202 pages.

Afbeelding 15: De anatomie van Culex larve. Van [10]
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De anatomie van de imago:

De imago heeft ook het hoofd, thorax en abdomen zoals bij afbeelding 16 te zien is. Het
hoofd heeft als belangrijkste onderdelen: antennae, facetogen, de proboscis en maxillaire
palpen. De antennae is bij mannetjes veel beter zichtbaar dan bij vrouwtjes doordat de
haartjes langer zijn. De mannetjes hebben gehoorreceptoren op de antennae. Deze worden
gebruikt bij mannetjes om het karakteristieke geluid van het vrouwtje waar te nemen. De
facetogen bestaan uit meerdere kleine ogen, de ommatidia. Verder hebben ze nog kleine
ogen op het midden van het hoofd, de occeli. De maxillaire palpen worden ook wel gewoon
palpen genoemd. Bij de mannetjes zijn de maxillaire palpen langer dan de proboscis. Bij de
vrouwtjes juist andersom. De soorten die bloed zuigen hebben een langerwerpige
proboscis. De proboscis is namelijk de naald die het bloed zuigt.

Op de thorax zitten de drie paar poten en twee paar vileugels. De vleugels zijn een
uitgroeisel van het exoskelet. Anopheles-muggen vliegen met een snelheid van 1-2 km-ht
(km per uur). Eigenlijk hebben ze vier vleugels, maar de laatste twee, de halters genaamd,
zijn alleen voor de balancering tijdens het vliegen.

De abdomen bestaat uit zeven segmenten van | tot VIl. De abdomen is gespecialiseerd in
de vertering van voedsel en ontwikkeling van eieren. De abdomen is ook voor de
uitscheiding van belang. De abdomen wordt bij vrouwtjes veel groter na een bloedmaaltijd.
Het bloed van de gastheer wordt na verloop van tijd verteerd waarbij de eiwitten worden
gebruikt voor de productie van eieren in de abdomen. De cerci wordt gebruikt voor het
leggen van eieren en voor het paren.
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Adult Mosquito (dorsal view)
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Adapted from:
Burkett-Cadena, N. D. Mosquitoes of the Southeastern United States. h
Tuscaloosa: The University of Alabama Press. 2013. 202 pages.

Afbeelding 16: Uitwendige anatomie van een imago mug. Van [10].
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De proboscis

De proboscis is het deel dat erg aangepast is aan de levenswijze van de vrouwelijke
steekmuggen. De proboscis bestaat uit het geheel van de onderdelen (de labium en
fascicle) zoals in afbeelding 17 te zien is. De labium is het beschermende deel om de
fascicle heen en beschermt de fascicle [11]. Het labium bevat haren die als functie hebben
om een geschikte plek te vinden op de gastheer [11]. Verder helpt het botte einde van de
labium de fascicle bij het doorboren van de huid en bloedvaten [11]. De fascicle is de
zogenaamde injectienaald en bestaat uit verschillende onderdelen, de styleten. De
onderdelen van de fascicle zijn de labrum, mandible, hypopharnynx en maxilla.

De labrum is nodig om het bloed te zuigen van de gastheer [11]. Verder zijn de functie van
de maxilla en mandible om de bloedvaten van de gastheer te doorboren [11]. Het is zelfs zo
dat steekmuggen niet uit een bakje met bloed kunnen drinken, maar wel uit een condoom
gevuld met bloed doordat ze de oppervilakte moeten doorboren om de fascicle te laten
werken [8]. Een condoom met bloed wordt gebruikt bij laboratoriumonderzoek naar muggen
om ze te voeden. De hypopharynx heeft als functie speeksel af te geven aan de gastheer
[11]. Het speeksel van de mug bevat pijnstillende en verdovende middelen. Daarnaast
bevat het speeksel anticoagulans (antistollingsmiddel) [11]. Hierdoor is een muggenbeet
moeilijk voelbaar en de anticoagulans zorgt ervoor dat het bloed niet stolt. De reactie van
het lichaam op deze eiwitten is de reden van de bulten doordat het afweersysteem
histamine inzet op de eiwitten [8]. De histamine zorgt voor de bulten bij mensen en eigenlijk
niet de eiwitten van de mug zelf. Als mensen een massale aanval krijgen van muggen gaan
ze niet dood doordat ze leeggezogen worden; daar zijn een half miljoen muggen voor nodig
[8]. Mensen overleven deze aanvallen niet door de reactie op de eiwitten, want het kan
soms zelf tot een anafylactische shock leiden [8]. Sommige mensen kunnen allergisch zijn
voor muggenbeten en vormen overdreven grote bulten. Waarschijnlijk reageert het lichaam
dan te heftig en produceert het te veel histamine.

Labium

Labrum

Mandible

Hypopharynx

Maxilla

Afbeelding 17: De proboscis nader bekeken. Van [11].
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Vervanging van de naald

Als laatste is het interessant dat doktoren op dit moment bezig zijn met vaccinatienaalden
die minder pijnlijk zijn door naar de proboscis van de steekmuggen te kijken [11]. De
proboscis is zoals hierboven beschreven zeer gespecialiseerd in het nemen van een
bloedmaaltijd, waarbij de gastheer bijna niets merkt tijdens een beet. Zo wordt het risisco
op een hand die de mug probeert te slaan kleiner. De inbrengkracht van de fascicle is
namelijk 10-20 uN, drie keer lager dan de laagste inbrengkracht van naalden die zijn
vermeld [11]. Ook is de bewegingsfrequentie 15 Hz met een beweging van 40-90 um [11].

Dus wie weet dat in de toekomst doktoren een nep proboscis gebruiken bij het prikken van
mensen. We kunnen dus veel leren van muggen, ondanks dat ze niet altijd even fijn zijn.
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Hoofdstuk 3: De Frankensteinmug

Deelvraag 3: Wat is het effect van een ‘gene drive’ op een muggenpopulatie?
‘The universe of CRISPR is expanding fast...” — [15]

‘Gene drive’ op muggen

Het doel van de biotechnologische techniek ‘gene drive’ is dat er een gen van een mug
wordt vervangen door een ander gen waardoor er een eigenschap van een mug verandert,
bijvoorbeeld het moeilijker doorgeven van malariaparasieten. De veranderde
eigenschappen hebben als doel om malaria te bestrijden. Bij het overerven van genen is de
overervingskans normaal 50%, wat niet genoeg is. Om de overerving veel beter te maken
gebruiken wetenschappers een anderen gen B, dat het kopieerapparaat is dat ervoor zorgt
dat het gen A makkelijker overerft [12]. Dit kopieerapparaat is de ‘gene drive’ en zorgt voor
een overervingskans van in theorie bijna 100% zoals in afbeelding 18 te zien is [13].
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Afbeelding 18: Links de gewone erving, rechts de erving met ‘gene drive’. Van [13]

Er zijn twee vormen van ‘gene drive’: ‘population suppression drives’ en ‘population
conversion drives’ [13]. Bij ‘population suppression drives’ wordt ervoor gezorgd dat de
muggenpopulatie laag blijft zodat er minder malariagevallen onstaan. Bij ‘population
conversion drives’ wordt het aandeel van een eigenschap voor de resistentie van muggen
bij Plasmodium parasieten verhoogd zodat de muggen geen malaria kunnen overbrengen.
Een verwante vorm van ‘population suppression drives’, maar geen ‘gene drive’ is de
steriele-insecten-methode. Hierbij worden mannetjes onvruchtbaar gemaakt door ze te
bestralen met een radioactieve bron. De versie met de ‘gene drive’ past een gen van een
mannetje aan waardoor het onvruchtbaar wordt. In beide gevallen paren de mannetjes met
de vrouwtjes maar bevruchten ze de vrouwtjes niet waardoor de populatie zal afnemen.
Een andere variant is juist de vrouwtjes aanpassen. Een aanpassing op het doublesex gen
zorgt ervoor dat de vrouwtjes steriel worden.
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Bij het model zal hier de ‘population conversion drives’ gebruikt worden omdat er bij malaria
extra nadeel is bij ‘population suppression drives’.

Volgens Willem Takken [12] die entomoloog is aan het Wageningen University & Research
kan malaria niet worden uitgeroeid via de steriele insecten techniek en ‘population
suppression drives’. Dat komt volgens Takken doordat malaria op meerde muggensoorten
lift. Door de ene muggensoort te doden is de concurrentie van de andere soort minder groot
waardoor de andere soort in aantallen toeneemt. Het is dus een betere optie om muggen
met ‘population conversion drives’ te voorzien. Binnen de context van dit profielwerkstuk is
de Frankensteinmug de gemodificeerde mug met een gen voor resistentie tegen de
malariaparasiet en die een ‘gene drive’ heeft. Ondanks dat een ‘gene drive’ in theorie bijna
100% overerft heeft experimenteel onderzoek in laboratorium volgens ‘The Royal Society’
[13] uitgewezen dat dit percentage moeilijk te behalen is. Volgens ‘The Royal Society’ is er
in een muggenpopulatie een kleine genetische variatie die ervoor zorgt dat sommige
muggen niet vatbaar zijn voor de ‘gene drive’. Er is verder sprake van een trade-off: de
fitheid van een mug met ‘gene drive’ is lager en hierdoor zullen de wild type muggen meer
kans hebben om te paren dan de Frankensteinmuggen. De ‘wild type’ muggen zijn de
natuurlijke muggen.

CRISPR-Cas9

CRISPR is een afkorting van ‘Clustered Regulary Interspaced Short Palindromic Repeats’.
De CRISPR-methode wordt gebruikt om het genoom van een organisme aan te passen en
wordt tegenwoordig erg vaak gebruikt. CRISPR heeft een flink doorbraak gemaakt. Er is
aangetoond dat genetische afwijkingen met CRISPR kunnen worden genezen [14]. Ook
menselijk embryo’s kunnen worden gemodificeerd [14]. Het is mogelijk dat zelfs kanker met
deze methode kan worden genezen [14]. Deze methode hebben wetenschappers eigenlijk
overgenomen van een geheime truc van een bacterie tegenover bacteriofagen (virussen
specifiek op bacterién). Een bacteriofaag zal zijn DNA in de bacterie inbrengen om zichzelf
te reproduceren. Sommige bacterién hebben een manier gevonden om het tegen deze
bacteriofagen op te nemen. De bacterie heeft namelijk een immuun-respons tegen de
bacteriofagen ontwikkeld. Deze respons bestaat uit drie fases volgens Koonin & Makorova
[15]. Hier staan deze fasen beschreven volgens de beschrijving van [15]:

1 adaptie: Bij deze fase neemt de bacterie stukken vreemd DNA, genaamd protospacers,
van de bacteriofaag op (zie afbeelding 19 A). De protospacer wordt in de CRISPR-array
van de bacterie gelegd. De CRISPR-array is een soort databank waar alle sequenties van
de protospacers worden opgeslagen, van elke soort bacteriofaag waar de protospacer is
opgenomen.

2 expressie en rijping: Bij de CRISPR-array vindt er transciptie plaats, wat betekent dat
RNA-polymerase het gen afleest en er pre-crRNA maakt, het crRNA is CRISPR-RNA (zie
afbeelding 19 B). Maar het pre-crRNA is nog niet functioneel, vandaar het voorvoegsel pre.
Het pre-crRNA wordt tot het functionele crRNA gemaakt door de intronen weg te halen.
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3 interferentie: Bij de crRNA wordt er nog een speciale eiwit toegevoegd, Cas9. Cas9 is
een restrictie-enzym of endo-nuclease dat DNA en RNA doormidden kan knippen (zie
afbeelding 19 C). Cas9 is een afkorting van ‘CRISPR associated protein’ 9. Doordat crRNA
de anti-code heeft van de protospacer dient de crRNA als gids voor het herkennen van de
protospacers. Als de Cas9 in aanraking komt met de protospacer en de sequentie van de
protospacer is complementair aan crRNA, dan gaat Cas9 de protospacer doormidden
knippen waar de virus inactief wordt gemaakt.

Ing

e

J ”ere"f-‘e
\ "

Effector complex

Adaptation essE———— Esmma_
L Pre-crRNA 1 /RNA biogenesis

nlln slls\

CRISPR locus

Afbeelding 19: Bacterien hebben een speciale methode om bacteriofagen onschadelijk te maken. De
methode CRISPR/Cas9 is hierop gebaseerd. Van researchgate.
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De wetenschappers gebruiken voor de CRISPR-methode ook een restrictie-enzym om het
genoom te knippen, zoals Cas9. De CRISPR/Cas9 is dus de CRISPR met het Cas9
restrictie-enzym. Wetenschappers gebruiken voor het begeleiden van de Cas9 om op een
bepaalde sequentie een aanpassing te doen het gRNA (‘guide’ RNA). De gRNA bestaat uit
crRNA en/of tracrRNA (tracer-RNA) [16]. Het crRNA zorgt net zoals bij de bacterie voor het
begeleiden van Cas9 op de juiste sequentie doordat Cas9 naar crRNA kijkt en vergelijkt
met het doel-gen. TracrRNA is een bindend onderdeel voor Cas9 [16]. Het gRNA kan als
twee individuele onderdelen bestaan waar één onderdeel het crRNA heeft en de ander het
tracrRNA. Het gRNA kan ook beide delen bezitten en wordt dan sgRNA van ‘single guide
RNA’ genoemd [16]. Verwarring is er echter met het begrip sgRNA, want sgRNA staat ook
voor ‘synthetic guide RNA’ of ‘short guide RNA’ [16].

Er zal echter een probleem zijn voor een bacterie bij gebruik van Cas9, want hoe voorkomt
een bacterie dat Cas9 het CRISPR-array aanvalt waar ook de sequentie van de
protospacers zijn opgeslagen? [17]. Daar is de PAM van belang, een afkorting van
‘protospacer adjacent motif’. De PAM is belangrijk, want Cas9 kijkt voordat het een
vergelijking maakt met de sequentie van de protospacer en gRNA eerst naar een specifieke
sequentie die complementair is aan de PAM. Is die niet complementair aan de PAM dan
doet Cas9 niks. Is de sequentie wel complementair aan de PAM, dan vergelijkt Cas9 de
protospacer en gRNA metelkaar en is ook de protospacer complementair aan gRNA dan
knipt Cas9 het genoom door. SpCas9 van Streptococcus pyogenes kijkt naar de sequentie
5-NGG-3’ waar N elke nucleotide kan zijn, dus A, T,G en C [17]. De CRISPR-array van

S. pyogenes heeft juist 5-GTT-3’, dus anders dan de PAM waardoor Cas9 nooit de
CRISPR-array aanvalt van S. pyogenes [17]. De PAM van elke CRISPR nuclease is
afhankelijk van welke organisme de nuclease produceert (zie tabel 2).

Bij CRISPR-Cas9 worden er niet alleen DNA-dubbelstrengs doorgeknipt, er wordt ook door
wetenschappers een gen gerepareerd (zie afbeelding 20). Dat kan volgens de homologe en
niet-homologe methode [14]. Bij de niet-homologe methode wordt er een gen weggehaald
maar niet door wetenschappers zelf ingevoegd. Dat gebeurt willekeurig door het
‘repearsysteem’ van de cel. Bij de homologe methode wordt ook een gen weggehaald maar
wordt er een ander stuk DNA ingevoegd op de plek waar het gen is weggehaald. De
homologe methode zorg voor de precieze aanpassing van het genoom, in theorie zo
precies als een enkele basepaar [14].
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CRISPR nuclease Organisme geisoleert van PAM sequentie (5’ tot 3°)
SpCas9 Streptococcus pyogenes NGG
NmeCas9 Neisseria menigitidis NNNNGATT
AacCas12b Alicyclobacillus acidiphilus TTN
BhCas12b v4 Bacillus hisashii ATTN, TTTN en GTTN

Tabel 2: Een overzicht van CRISPR-nuclease met de bijbehorende PAM (gebaseerd op tabel 1 van
[17]. N kan elke nucleotide zijn, dus A, T, G en C.

target DNA
g:llllllIIIIIIIIIIIIlIIIII

FECCERERRRRREREREEirini g

5 FEEEEERTERREre e
guide RNA FERERERRRRREERREritl

Cas9

31

Afbeelding 20: De CRISPR/Cas9 wordt gebruikt om een gen van het genoom te vervangen door een
andere gen om een eigenschap te veranderen. Van [14].
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Ethische kwestie en mogelijke gevaren van een ‘gene drive’

Hoewel ‘gene drive’ een oplossing kan zijn voor het malariaprobleem zijn er ethische
kwesties over de ‘gene drive’. Jonathan Pugh is senior onderzoeker in Applied Moral
Philosophy van de universiteit van Oxford en heeft een goede beschrijving over de ethische
problemen van een ‘gene drive’ gegeven in zijn blog in [18]. Deze beschrijving is hieronder
gegeven. De morele kwestie heeft volgens Pugh ook te maken met de CRISPR/Cas9
methode op menselijke embryo’s. Bij muggen is de kritiek minder van toepassing. Een vele
gehoord bezwaar is: ‘voor God spelen’ en een vaak voorkomend antwoord is dat mensen
jarenlang planten en dieren selectief hebben geteeld/gefokt en volgens Pugh kan dat ook
als een vorm van genetische modificatie worden gezien die mensen niet problematisch
vinden. Ook vaccinaties kan als ‘voor God spelen’ worden gezien. Maar volgens Pugh is
het grootste verschil tussen God en mensen dat de mensen niet alwetend zijn. Mensen
kunnen de gevolgen van Frankensteinmuggen over het hoofd hebben gezien. Pugh vertelt
twee mogelijke gevolgen: er kan een ecologische ramp voordoen en de CRISPR/Cas9 kan
als bio-wapen worden gebruikt. In de media zijn echter vele biologen sceptisch of de
uitroeiing van muggen bijzonder slechte gevolgen voor het ecosyteem zal hebben en Pugh
vertelt dat het onduidelijk is waarom het verwijderen van een eigenschap om malaria over
te brengen gevolgen zou hebben. Maar toch sluit Pugh ecologische rampen niet uit. De
concensus van wetenschappers kan verkeerd zijn of muggen kunnen anderen catastrofale
capaciteiten ontwikkelen. Verder is CRISPR/Cas9 als bio-wapen natuurlijk niet wat
wetenschappers willen.

Volgens Takken zullen er geen gehele ecosystemen omvallen omdat een aantal muggen
€én extra gen hebben, maar in 2000 is wel afgesproken in Cartagena Protocol voor
bio-veiligheid dat er vooraf bekend is wat de gevolgen zijn van zo’n interventie [12]. Daarom
worden er volgens Takken proeven gedaan in grote kassen die hermetisch afgesloten zijn
[12]. Verder vindt Takken dat wetenschappers eerst kleinschalig moeten beginnen zoals
een eiland als Sao Tomé. Als er dan iets gebeurt zijn de gevolgen minder groot [12].

Praktische problemen

Er is natuurlijk ook een andere discussie over een ‘gene drive’. De ‘gene drive’ kan
ineffectief zijn en misschien niet over meerdere generaties overerven. Voorlopig moeten
mensen wachten op de definitieve bewijzen van de wetenschappers. Verder zijn er
praktische problemen. Takken vertelt dat Frankensteinmuggen minder fit blijken [12]. Dat
werd ook beschreven door de Royal Society [13]. Verder zegt Takken dat malaria wordt
overgebracht door meerdere soorten Anopheles-muggen: ‘Er zijn nu wel in het lab
Anopheles gambiae-muggen met gene drive ongevoelig gemaakt voor de parasiet, maar
tegen de Anopheles funestus — een andere veel voorkomende Afrikaanse malariamug —
bestaat er nog niets’ [12]. Ook zegt Takken dat Anopheles-muggen niet alleen gevaarlijk
zijn omdat ze malaria kunnen overbrengen, maar ook omdat ze andere ziektes kunnen
overbrengen [12]. Als de kans op malaria kleiner wordt en mensen minder klamboes
gebruiken krijgen ze meer andere ziektes [13].
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Is ‘gene drive’ de beste methode om malaria te bestrijden? Takken zegt dat een combinatie
van interventies het beste werkt; ‘Biotechnologie is niet zaligmakend, maar het kan zeker
wel bijdragen tot een oplossing’ [13].

Het is inderdaad verstandig kleinschalig te beginnen en verschillende interventies te
gebruiken omdat ze allemaal op iets anders berusten. Wetenschappers moeten niet
vergeten dat muggen een belangrijke niche (plek in ecosysteem) kunnen hebben, het zal
natuurlijk niet meteen rampzalig zijn maar bij te veel uitroeiing mogelijk wel. Daarom is
resistentie tegen parasieten beter dan uitroeien, zeker bij grotere aantallen muggensoorten.
Voor Anopheles-muggen zeker omdat de parasiet in meerdere soorten lift en één soort
uitroeien geen zin heeft.

CRISPR/Cas9 ‘mediated gene knockout’ op FREP1 van Anopheles gambiae

Er zijn verschillende manieren om Frankenstein-muggen te ‘maken’. Gong et al. [19] heeft
een onderzoek gedaan op het FREP1 van Anopheles gambiae s. s. FREP1 is een
fibrinogeen gerelateerde proteine en is daarbij een agonist, wat betekent dat Plasmodium
afhankelijk is van dit proteine; een agonist activeert iets. Plasmodium heeft namelijk vele
stoffen nodig om in de mug te reizen, bijvoorbeeld van de middendarm naar de
speekselklieren [19]. Gong et al. heeft een methode ontwikkeld om het FREP1 gen uit te
zetten met behulp van een ‘knock out’-gen via de CRISPER/Cas9 techniek. Anopheles
gambiae s. s. vertoonde een veel mindere hoeveelheid o6cyten in de middendarm en
sporozoieten in de speekselklieren [19]. Er was echter wel een verminderde fitheid van
Anopheles gambiae s. s. met het ‘knock out’-gen [19]. Hier wordt de techniek, vermindering
van Plasmodium en verminderde fitheid aandachtig bekeken bij het onderzoek van Gong et
al. Hieronder is dit onderzoek relatief kort beschreven.

Procedure

Het gen FREP1 is in afbeelding 21 A te zien. Het rode gedeelte geeft het fibrinogeen
gedeelte van FREP1 proteine weer. Bij afbeelding 21 B is het FREP1-gen van het genoom
van Anopheles gambiae s. s. te zien. Er wordt bij exon 3 drie FREP1-gerichtte gRNA
gebruikt bij de aanval van het FREP1-gen (zie afbeelding 21 B). De drie FREP1-gerichtte
gRNA werden door RNA-polymerase lll gelezen vanaf de U6 snRNA polymerase 11|
promoter. Op de U6 snRNA polymerase Ill promoter leest RNA-polymerase Il het
FREP1-gen af en maakt er mRNA van, hier dus gRNA1, gRNA2 en gRNA3. De specifieke
sequentie van de gRNA werd door Gong et al. gesynthetiseerd tot DNA-linkers (zie
afbeleding 21 C). DNA-linkers zijn belangrijke herkenningspunten voor restrictie-enzymen
[20]. De aangepaste gRNA als DNA-linkers worden hier geschreven als sgRNA. Als
volgende heeft Gong et al. de sgRNA apart gekloneerd en vervolgens in plasmide gedaan
(zie afbeelding 21 D). Daar werd ook een U6 promoter gezet die werd gevolgd met een
sjabloon van gRNA (zie afbeelding 21 E). Er werd drie keer achter elkaar één plasmide per
gRNA gezet om uiteindelijk de laatste plasmide te maken via de ‘Golden Gate assembly’
(zie afbeelding 22 F). De ‘Golden Gate assembly’ is een methode waarbij verschillende
fragmenten aan elkaar worden gekoppeld met behulp van IIS restrictie enzym en T4 DNA
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ligase [21]. Het IIS restrictie enzym kan namelijk DNA buiten de herkenningssequentie
knippen. De fragmenten zoals plasmiden zijn speciaal ontworpen waardoor IIS restrictie
enzym de sequenties die het enzym niet herkent (onnodige stukken) doorknipt en de
sequenties die het enzym herkent laat zitten. Hierdoor zijn er heel veel verschillende 1S
restrictie enzymen om elk specifieke sequentie te herkennen. De T4 DNA ligase wordt
gebruikt om de losse delen van de fragmenten aan elkaar te plakken. Bij afbeelding 22 A is
er te zien hoe de laatste plasmide eruit ziet. De rode pijlen bij afbeelding 22 A wijzen naar
strepen tussen nucleotides toe wat betekent dat restrictie enzymen daar hebben geknipt.
Na de ‘GoldenGate Assembly’ heeft Gong et al. met behulp van een enzym intergrase via
micro-injectie de DNA plasmide in de eieren gezet (zie afbeelding 21 G). Uit de eieren
komen muggen die homozygoot zijn voor het gRNA. De term homozygoot betekent dat een
organisme twee dezelfde genen heeft terwijl heterozygoot juist twee verschillende genen
betekent. Bij afbeelding 21 H is te zien dat er verschillende kruisingen plaats vindt met
muggen. Hier wordt een gen dat codeert voor gRNA als gen A gezien en bij Cas9 als gen
B, een gen dat niet codeert voor gRNA als a en bij Cas9 als b. De muggen die homozygoot
zijn voor gRNA werden gekruist met muggen die homozygoot waren voor Cas9. Er kwam
deze kruising:

P: AAbb x aaBB
— kans van 1 voor AaBb

De AaBb muggen zijn transheterozygoten wat betekent dat ze voor beide genen
heterozygoot zijn. Er werd vervolgens met de transheterozygote mannetjes gekruist met wt
vrouwtjes. De kruising was:

F1: & AaBb x © aabb
— kans van V4 voor AaBb

Kans van %2 dat het mannetje A of a geeft, dat geldt ook voor B en b van het mannetje. Het
vrouwtje geeft altijd een aen b. Dus de kansis Y2 - 2 =Y, .

Dan werden de potentiéle transheterozygote vrouwtjes gekruist met wt mannetjes. De
kruising werd:

F2: © AaBb x & aabb
— kans van V4 voor AaBb

Gong et al. heeft de vrouwtjes met AaBb bloed gegeven waarop die vervolgens eieren
legden in een buis. Bij sommige eieren werd er een PCR gedaan en daarna Sanger
sequencing om de mutatie van het vrouwtje te vinden. Zo wist Gong et al. zeker dat de
gRNA en Cas9 in het genoom van de vrouwtjes zitten, zie afbeelding 22 F voor de
resultaten van Sanger sequencing. Daar geeft de FREP1-KO’ de muggen aan die
heterozygoot zijn voor FREP1 en Cas9. FREP1-KO geeft de homozygoten aan voor
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FREP1 en Cas9. De andere eieren kwamen in individuele containers uit. De nakomelingen
werden voorzien van een fluorescente labels en dezelfde mutanten werden bij elkaar gezet.
Fluorescente labels zijn belangrijk zodat wetenschappers in het veld onderscheid kunnen
maken tussen de Frankensteinmuggen en wt muggen. Door met Ultraviolete straling op de
mug te schijnen gloeit de mug. Bij afbeelding 22 B en C is te zien dat de X1 muggen (wild
type) niet blauw oplichten en de Frep1l-gRNA muggen wel. Bij afbeelding 22 D is te zien dat
de FREP1/Cas9 muggen als larve zowel groen als blauw oplichten en Cas9 muggen als
larve alleen groen oplichten. Bij afbelding 22 E is nog te zien welke muggen voor welke
kleur schijnen als volwassenen. Zo schijnt Cas9 mug op groen, de FREP1-gRNA op blauw
en FREP1/Cas9 op groen en blauw.

Signal Peptide Coiled coils Fibrinogen-like domain
FREP1 N- 738aa A
protein 1
FREP1-KO-seqF1:791 FREP1-KO-seqR3 :1269
478bp €—
Exon1 Exon2 Exon 3 Exon4
FREP1 2217bp B
gene 1 414 741 928 1083 1206 1269 2217
\
gRNA1 gRNA2 gRNA3
gRNAs . A%FREFH gRNAT-F . IFREP1.gRNAZF 5 AGEREP1-GRNAS C
Bons -cC , "-cctt , —_— -5
Synthesize: AgFREPngN/U 7 s AgFREP1-gRNA§»aRa e AgFREP’-QRNAc;‘a?a °
Cloning of .gRr.lA PKSB- pKSB- pKSB- D
Into Bbsl sites: SgRNA-1 SGRNA-2 SgRNA-3
Bsal dlgested fragments ¢
gRNAl gRNA2 L ﬂ»— gRNA3 L

\GoldenGate Assembly

Final Plasmid: \ X

pDSAT-FREP1-gRNA; FREP1-gRNA ¥  Vasa-Cas9

. pDSA-T
F P FREP1/Cas9 transheterozygotes were screened H
syl s
~$\"‘\ ) e Males of FREP1/Cas9 were outcrossed with wt virgin females
> 2
Virgin females (potential heterozygous mutants) were outcrossed with wt males
.
Blood-fed; individual female was placed into single Falcon tube to lay eggs
2 U
5y  Eggs were hatched in gDNA extraction, PCR and sequencing to confirm
i individual containers mutation in the individual mother

> 2

The separate progenies from mutant mothers were selected and sexed,
sequenced; same mutants were pooled; homozygous mutants were enriched

Afbeelding 21: De methode om een FREP1 ‘knock out’-gen te zetten in het genoom van An. Gambiae s. s.
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A

Bsal dlgested fragments

- gRNA1 © Term gRNAZ Term s gRNA3 ©

GoldenGate Assembly
pDS AT IATCCAGAGACC GGTCTCCGCTT

Bsal Bsal :
_‘_sa} B-galactosidase
E

FREP1-gRNA FREP1 FREP1/
. X1 Cas9 -gRNA Cas9

: . <323bp
FREP1/Cas9 FREP1/Cas9 X1 Cas9 FgF%lm FRK%P1 F%M
" <478bp

<323bp

FREP1
Cas9 Cas9

Afbeelding 22: Muggen lichten op als ze een label hebben. Verder is er getoond hoe het plasmiden bij
elkaar worden toegevoegd. Ook is de lengte van de genen te zien [19].

Vermindering Plasmodium

In afbeelding 23 is een grafiek te zien over de vatbaarheid van P. falciparum bij

An. gambiae s. s. met verschillende genen. De midgut is de darm en de SG is de
speekselklier (zie de verticale as van A en D). Er is bij een lage infectie (gametocytemia
van 0.01%) en hoge infectie (gametocytemia van 0.1%) gekeken waar gametocytemia een
maat is voor het aantal gametocyten in het bloed. De mediaan (rode lijn) van de oocyten
was bij de X1 hoger dan van FREP1-KOs bij hoge infectie (zie afbeelding 23 A). De
mediaan is het middelste getal als alle getallen van klein naar groot worden verdeeld. Bij de
lage infectie was de mediaan van oocyten bij FREP1-KOs gelijk aan 0. Van de X1 was ook
lager, maar niet O (zie afbeelding 23 B). De infectiefrequentie was bij de X1 voor de o6cyten
bij lage infectie ook hoger dan bij de FREP1-KOs (zie afbeelding 23 C). Voor de
sporozoiéten was het aantal sporozoiéten bij lage infectie ook hoger bij de X1 dan de
FREP1-KOs (zie afbeelding 23 D). De infectiefrequentie van sporozoieten bij lage infectie
was daarbij ook hoger bij de X1 dan bij FREP1-KOs (zie afbeedling 23 E).
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Afbeelding 23: De infectie-intensiteit en infectiefrequentie van P. falciparum in An. gambiae s. s. met
verschillende genen [19].

Fitheidsvermindering

Bij afbeelding 24 is de fitheidsvermindering van FREP1-KOs muggen te zien. Zowel bij het
nemen van een bloedmaaltijd bij de mens als bij de muis namen de X1 meer keren bloed
dan de FREP1-KOs (zie afbeelding 24 A). Verder heeft Gong et al. naar de groeisnelheid
van de larven en poppen bekeken. Er bleekt dat wanneer 90% van de X1 het L4 stadium
had bereikt alle FREP1-KOs nog in de L2 stadium zaten, zie afbeelding 24 C. De L staat
voor de larve, dus de L2 is het tweede larvale stadium. Verder is de verpoppingstijd van
FREP1-KOs muggen 2.0 dagen langer dan bij de X1 muggen (zie afbeelding 24 D). Bij de
vleugelgrootte was er geen verschil te zien volgens Gong et al. (zie afbeelding 24 E). Bij
een suikervoeding van 10% had Gong et al. gezien dat het percentage overlevende
nauwelijks verschilt tussen de X1 en FREP1-KOs (zie afbeelding 24 F). Echter, bij een
bloedmaaltijd was het percentage overlevende X1 hoger dan van de FREP1-KOs

(zie afbeelding 24 G). Verder is het eierleggend vermogen van zowel heterozygote en
homozygote FREP1-KOs-muggen minder dan de X1 muggen (zie afbeelding 24 H). Ook
het percentage uitgekomen eieren is bij zowel heterozygote en homozygote FREP1-KOs
muggen minder dan de X1 muggen (zie afbeelding 24 1).
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Afbeelding 24: Andere verschillen tussen de An. gambiae s. s. muggen bij verschillende groepen

muggen [19].
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Hoofdstuk 4: Modelleren is visualiseren.

Deelvraag 4: Wat is een mogelijke impact van Frankensteinmuggen op de muggenpopulatie?

‘Mathematical models provide powerful tools...” — [22]

In dit hoofdstuk wordt er een onderzoek gedaan naar de verhouding Frankensteinmuggen
tegenover wt muggen. Ook wordt er gekeken wat het effect is van de fitheid van
Frankensteinmuggen en het aandeel Frankensteinmuggen in het begin op het aandeel op
lange termijn. Hier wordt de mug An. gambiae s. s. genomen doordat het de efficiéntste
vector is in Afrika ( zie de reden bij hoofdstuk 1 en 2). Ook wordt er specifiek An. Gambiae
S. s. genomen om het modeleren makkelijker te maken. Geen andere Anopheles-soorten
worden hier gemodelleerd. Dit hoofdstuk bestaat uit een hypothese, materiaal en methode
en resultaten. De conclusie volgt bij het volgende hoofdstuk samen met de discussie over
de gehele hoofdvraag en deelvragen. Bij de ‘gene drive’ is de ‘knock out’-genop FREP1
genomen van Gong et al. [19] Hoewel Gong et al. alleen een ‘ knock out’-gen heeft
gebruikt en geen ‘gene drive’ wordt er voor het model het hypothetische geval bekeken als
de KO van FREP1 ook een ‘gene drive’ is. Er is geen rekening gehouden met een
genetische variatie en er wordt aangenomen dat de ‘gene drive’ 100% erft bij een paring.

Hypothese

Mijn hypothese over de impact van Frankensteinmuggen op wt-muggen is dat het aandeel
met ‘gene drive’ op lange termijn niet zal toenemen met een lage fitheid van
Frankensteinmuggen, maar wel met een hoge fitheid. Alleen bij een hoge fitheid zullen de
Frankensteinmuggen de wt-populatie overnemen. Gong et al. [19] had laten zien dat de
fitheidskosten van Frankensteinmuggen groot was met FREP1-KO, en daarom wordt er
verwacht dat met zulke fitheidskosten de Frankensteinmuggen de wt-muggenpopulatie niet
overnemen. Verder hebben Takken [12] en The Royal Science [13] ook gezegd dat fitheid
een groot probleem was. Ook zal het aandeel met ‘gene drive’ in het begin invloed hebben
op het aandeel met ‘gene drive’ op termijn, maar naar verwachting is dat alleen van korte
duur. Er wordt verwacht dat met een hoger aandeel met ‘gene drive’ in het begin de
wt-muggen niet zullen worden overgenomen en hun aandeel op lange termijn steeds
minder wordt.

Materiaal en methode

Bij het model wordt het programma Greenfoot gebruikt dat in java wordt geschreven (zie
bijlage 1 voor de code). Het is geen progamma dat grafieken laat tonen, maar geeft visueel
de objecten weer. Toch was het mogelijk wiskunde erin te verwerken, maar wel op een
andere schrijfwijze en manier. Het model is individueel gebaseerd, oftewel ‘agent-based’
genoemd [24]. In het model is er een grasland getekend. Er is ook een zwermplek
getekend als boom waar elke dag An. gambiae s. s. imago’s naartoe gaan om te paren. De
vrouwtjes vliegen nadat de paring is afgerond naar een vijver. Daar leggen ze eieren. Na
het leggen van eieren vliegen ze naar een dorp om een bloedmaaltijd te nemen om genoeg
proteine te hebben voor de volgende ontwikkeling van eieren. Dan gaan ze weer paren,
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enzovoort. Deze cyclus speelt door in het model. De gelegde eieren komen uit en worden

larven. Deze larven worden poppen waarna ze uiteindelijk imago’s worden. Hier wordt
aangenomen zoals Jucht et al. [23] aanneemt dat de helft van de uitgekomen poppen

vrouwtjes zijn. Er worden wiskundige berekeningen gebruikt om de sterfte, duur van
stadium en andere factoren van An. gambiae s. s. te berekenen. Bij tabel 3 zijn de
wiskundige parameters beschreven met de definitie en eenheid.

Parameter Definitie Eenheid | Bron
E(t) Aantal eieren in de populatie — [23]
L(1) Aantal larven in de populatie — [23]
P(t) Aantal poppen in de populatie — [23]
A(Y) Aantal imago’s in de populatie — [23]

q Het aandeel vrouwtjes dat eieren legt — [23]
n(Ta) Aantal eieren dat per vrouwtje wordt gelegd — [23]
p(Tw) Het aandeel eieren dat uitkomt — [23]

de De gemiddelde duur van stadium bij eieren dagen [22]

dr De gemiddelde duur van stadium bij larven dagen [22]

dp De gemiddelde duur van stadium bij poppen dagen [22]

OE Het aandeel ontwikkelde eieren dagen [23]

oL Het aandeel ontwikkelde larven dagen [23]

op Het aandeel ontwikkelde poppen dagen! [23]

HE Het aandeel eieren dat sterft dagen! [23]

HLc Het aandeel larven dat sterft zonder rekening te houden met leeftijd dagen [23]

Hp Het aandeel poppen dat sterft dagen [23]
HAC Het aandeel imago’s dat sterft bij leeftijd van 0 dagen! [23]

Ha (Age) Het aandeel imago’s dat sterft bij leeftijd Age dagen™! —

o De ‘baseline’ aandeel sterfte (hier gelijk aan iac) dagen [24]
Exponentiéle sterftestijging bij leeftijd — [24]

S De waarde van snelheidsvermindering bij sterfte = [24]
Age De leeftijd van een mug bij de imagostadium dagen [24]
HK(i) Het aandeel larven dat sterft dat afhankelijk is van de dichtheid dagen [25]
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K(i) Het draagvermogen van de watermassa mg [25]
S(i) De oppervlakte van het water m? [25]
Ucarrying De factor van de afhankelijkheid van het draagvermogen = [25]
Wb, max De maximale larvebiomassadichtheid van de watermassa mg-m> [25]
Dwmax De maximale larvedichtheid van de watermassa m2 [25]
W De gemiddelde biomassa van de imago mg [25]
WwMin De minimum biomassa van de imago mg [25]
Wwax De maximum biomassa van de imago mg [25]
YW(1) De totale biomassa van de larven mg [25]
W(t) De biomassa per larve mg [25]
Ta Luchttemperatuur °C [23]
Tw Watertemperatuur °C [23]
ATx Verschil tussen de luchttemperatuur en watertemperatuur °C [25]
Csk Absorptiefactor van het zonlicht op het water — [25]
UsunExpo Blootstellings-coéfficiént van het water op zonlicht — [25]
CloudCover(RH) Bewolkingsdekking van de lucht — [25]
RH Relatieve vochtigheid in % — [25]
Ak (1) Aantal vrouwtjes imago’s in de populatie — =
Awm(t) Aantal mannetjes imago’s in de populatie — —
%GeneDrivem Het aandeel mannetjes met een ‘gene drive’ — —
mF De paarkans van een vrouwtje met mannetje — —
IMF,GeneDrive De paarkans van een vrouwtje met een ‘gene drive’ mannetje — —
%Genedriveo Het totale aandeel muggen in de populatie met ‘gene drive’ — —
%Ge(rzzr)ivewt Het totale aandeel muggen in de populatie met ‘gene drive’ op tijdstip t = 0 — —
F De toenamefactor van de variabele tussen de Genedrive- en wt-mug = =
f De afhankelijkheidsfactor voor de fitheid — —
AF De toename van de variabele tussen de Genedrive- en wt-mug Fenheid van ==
parameter v

Tabel 3: De parameters van het model.
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In afbeelding 25 is de structuur van het model te zien om een idee te krijgen van het model.
Natuurlijk is in deze afbeelding niet alles meegenomen. Na afbeelding 25 worden de
berekeningen van de parameters beschreven.

Afbeelding 25: Structuur van het model (eigen werk Robert, gebaseerd op de structuur

van [23] en [25]. Zie tabel 3 voor de parameters.
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Berekeningen

Bij vergelijking 1 wordt er eerst een differentiaalvergelijking opgesteld om de toename of
afname van de populatie te berekenen. De vergelijkingen zijn gebaseerd op die van Jucht
et al. [23]. Het gaat om de vier stadiums ei, larve, pop en imago; de symbolen zijn in tabel 2
te zien. Het differentiaal quotiént dE/dt geeft de toename of afname van de populatie eieren
weer. Als dE/dt positief is neemt de populatie eieren toe, als dE/dt negatief is neemt de
populatie eieren af. De tweede vergelijking geeft de nieuwe populatiegrootte van de eieren
E(t+1) weer door de oude populatie eieren E(t) op te tellen met de toename of afname van
de eieren dE/dt. Dit geldt ook voor de andere stadiums. De Ar(t) geeft de imagopopulatie
van de vrouwtjes weer, de F is van female. Omdat Jucht et al. [23] aanneemt dat de helft
van de poppen vrouwtjes worden is Ar(t) makkelijk te berekenen: Ar(t) = A(t) /2 . Ook is
dat het geval doordat in het model de mannetjes dezelfde sterfte hebben als de vrouwtjes.
De term q-n(Ta)-Ar(t) geeft het aantal nieuwe eieren weer. Sommige vrouwtjes mislukken
om eieren te leggen of hebben niet genoeg eiwitten genomen om eitjes te maken. Dus
alleen het aandeel vrouwtjes q legt eieren. Elk vrouwtje legt meerdere eieren, en natuurlijk
niet één. De n(Ta) is daardoor nog van belang. De term (ue + O )-E(t) geeft de afname van
de populatie eieren weer. Dat komt doordat eieren die doodgaan en eieren die naar het
larvale stadium gaan. Eieren zullen doodgaan met een aandeel van pe per dag en met een
aandeel van oe per dag larve worden. EIk ei heeft een kans p(Tw) om uit te komen. De
eieren die uiteindelijk niet uitkomen worden hier als dood beschouwd. Er zullen
oe-p(Tw)-E(t) eieren het larvale stadium bereiken. Bij de larve is de term

(MLc + Pk + oL)-L(t) de afname van de larve populatie.

Er zullen ( pic + pkg))-L(t) larven doodgaan wat met temperaatur en dichtheid te maken
heeft. Larven hebben namelijk concurrentie in het water. Er zullen oL-L(t) larven poppen
worden. Daar zullen weer (up + op )-P(t) poppen afnemen. Er komen dan or -P(t) imago’s.
De imago’s kunnen niet naar een nieuwe stadium toe, dus is de afname van de imago’s
alleen afhankelijk van de sterfte. Leeftijd speelt een belangrijke rol, want doordat het
larvale- en imagostadium het langst zijn speelt leeftijd een belangrijke rol [23]. Bij de larve is
er geen rekening met leeftijd gehouden, maar bij de imago’s wel. De pacis even groot als
Ma (Age) bij een leeftijd van 0, bij de berekening verder beschreven. Het is eigenlijk de
‘baseline’ sterfte. De term Y 0% pa (Age)-Aage geeft de totale sterfte van de imagopopulatie
weer. Bij de som wordt er voor elke imago met leeftijd Age het aandeel sterfte met
functiewaarde Age genomen. Door dat voor elke leeftijd te doen wordt de totale sterfte van
de imagopopulatie berekend. Er worden sterftes opgeteld per leeftijd.
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dE _ .
i (T%) - Ar (t) — (pe + 0E) - E ()

dL . ‘ |
W =0JF -ﬁ{r-.!'} . E{l’,‘l — (IEU_(‘ + HBEi) "_O—L) . L”}

dP

= = 0r- L) = (up +0p) - P(2) »
dA Age

=ap-P(t) — Z 4 (Age) - Aag

Age=10

dt

dE
E(t+1) :E(f)+g
L(t+1) :L[f)+i—L
1t
dP (2)
P(f—i—l) *P(f)ﬁ-g
dA
Alt+1) = 4(f)+a

De ¢ is van Jucht et al. [23] genomen.
De parameter q kan zelf gekozen worden, maar moet in een bepaald interval voldoen, dat
wordt wiskundig zo genoteerd:

q € [0.61,0.85]

De € geeft aan dat q een element is van 0.61-0.85. Oftewel g mag waardes aannemen van
0.61-0.85. Als er blokhaken [ ] om het getal zit betekent dat het getal meedoet met het
interval, dus g mag ook 0.61 en 0.85 zijn, en niet alleen de tussenliggende getallen.

Dus anders genoteerd: 0.61 <q <0.85

Bij driehoekhaken ( ) mag het het getal niet meedoen.

Dus anders genoteerd 0.61 < g <0.85

Doordat muggen poikilotherm zijn, heeft temperatuur flinke invoed op de mug. Dat is te zien
bij veel formules. Poikilotherm betekent dat de interne temperatuur aanzienlijk verandert

[26]. Zoogdieren zijn voorbeeld homeotherm en dat is het tegenovergestelde.

n(Ta) is afhankelijk van de luchttemperatuur en beschrijft een parabool. De berekening is
van Jucht et al. [23] genomen.

n(T,) = —1.1057 - T2 + 56.208 - T,, — 662.1 (3)
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De waarde van p(Tw) is afhankelijk van de watertemperatuur en beschrijft een parabool. De
berekening is van Jucht et al. [23] genomen.

: 3 o . (4)
pT,) = —34-107-T, +0.1719 - T,, — 1.248
De oe, oLenor zijn de inverse van de duur van het stadium van de ei, larve en pop. De
bereking is van Jucht et al. [23] genomen.
op = dE_l
o, =d;’ (5)
ogp = d};l

De dg, d. en dp zijn afhankelijk van de watertemperatuur. De bereking is van Parham et al.
[22].

20.212
dp = 1.011 +
T, 4830
1+ (13_[].‘3(3)
13.794
dy, — (3.13+ - m]) —dg (6)
1+ (2“.‘?]2)

(e 20.654 ,
p = |oo0+ 1+( T )u.az? —aL

19.759

De pe kan zelf worden ingevuld en komt van Jucht et al. [23] waar:
pe € [0.32,0.8]

De pLcis afhankelijk van de watertemperatuur en beschrijft een parabool. Het is van Jucht
et al. [23] genomen.

pre=13-107%-T2 —7.04-1072- T, 4+ 0.9581 7

u

De pp neemt altijd dezelfde waarde aan en komt van Jucht et al. [23].

pup =0.25
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De pacis afhankelijk van de luchttemperatuur en beschrijft een exponentiéle functie. Hier is
ook het getal e (Euler’s getal) in verwerkt. De pac kan als de ‘baseline’ sterfte worden
gezien en is even groot bij leeftijd van O: pac = pa (Age = 0). De pac berekening komt van
Jucht et al. [23].

5.37-1077 . e (8)

Het leeftijdsafhankelijke sterfte-aandeel zal bij een steeds hogere leeftijd exponentieel
toenemen door de factor . Eerst zal de toename niet erg groot zijn, maar na verloop van
tijd steeds groter. De factor s zorgt bij hele hoge leeftijden dat de toename lager wordt. De
functie volgt een horizontale asymtoot en zal naarmate deze dichter bij de asymtoop nadert
minder stijgen, in het oneindige zelfs niet. 3 is standaard 0.04 en s is standaard 0.1 .

a is standaard 0.1 , maar hier wordt temperatuur meegenomen dus is hier a = pac. Deze
berekening komt van Arifin et al. [24].

o e.—lgr,—-.i ©
HA = 5 (. Age. :
1+ 25 (edveB — 1)

= [AC

Bij het model is de tijdstap die het model neemt belangrijk voor de berekeningen, dat is de
hoeveel verstreken perioden per ‘tick’. De ‘tick’ is de tijdseenheid van de simulatie. Er kan
per ‘tick’ één uur of één minuut bijvoorbeeld worden gesimuleerd. Een sterfte moet bij een
‘tick’ van een lagere tijdseenheid ook lager zijn. Doordat het een aandeel is wordt de sterfte
van dag naar uur niet met een deling gedaan, maar wordt er een wortel of gebroken macht
genomen. De formule is afgeleid van de formule van Arifin et al. [24].

|

1

I

Hhour = 1— (1 — Hdag )
o (10)

Hminute = 1 — (1 — u,d”y)llm
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Er is van de larve ook een dichtheidsafhankelijke sterfte pk( beschreven. De sterfte is
hoger naarmate er meer larven in de watermassa zijn. De verhouding van de > W(t) en K(i)
bepaalt de sterfte. De K(i) geeft aan hoe veel biomassa de watermassa maximaal aan kan.
Bij een even grote Y W(t) en K(i) is de sterfte per aandeel precies 1, oftewel alle larven
zullen doodgaan. De berekening is gebaseerd op Depinay et al. [25].

Z W (?c)

HE(Gi) = R—(v) (11)

De K(i) is te berekenen met behulp van de Wpmax, S(i) en Ucarying . DOOr de biomassa per
oppervlakte-eenheid te vermenigvuldigen met de oppervlakte is de biomassa, en dus K(i) te
krijgen. De Ucarying iS een watermassa coéfficiént om te corrigeren op bijzondere
kenmerken van de watermassa [25]. Ucarying moet empirisch worden bepaald en is
standaard 1. De berekening is van Depinay et al. [25].

K (i) = Woarax - S (i) - Ucarrying (12)

De Wp max wordt bepaald door de maximale larvedichtheid en gemiddelde biomassa van de
imago’s. De biomassa van de imago’s hebben veel te maken met de biomassa van de
larven, als imago’s zwaarder zijn moeten de larven ook meer voedsel eten. De larven
kunnen in dit model een lagere biomassa hebben dan de Dwmin, maar de imago’s zullen dat
niet hebben. Immers zullen larven bij weinig groei klein blijven. De deling van 2 heeft te
maken met dat er meer larve met een kleinere biomassa zijn dan larven met een grotere
biomassa [25]. De bereking is gebaseerd op Depinay et al. [25].

, Dyax - W
Wpymax = 5 (13)
De W van de imago’s is te berekenen door de gemiddelden van de Wwin en Wwmax . De
bereking is van Depinay et al. [25].
B W e War,
oo YMIN + Waax (14)

‘)
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De Dwax is te bepalen door de populatiegrootte van de muggen bij een bepaalde
oppervlakte te tellen en te delen door de oppervlakte. De grootste verhouding telt als Dmax .
Dus om de Dwmax te schatten wordt er bij een piekseizoen de grootte van de larvepopulatie
gemeten [25]

De totale biomassa van de larven is te berekenen door de biomassa per larve te
vermenigvuldigen met de larvepopulatie. De bereking is gebaseerd op Depinay et al. [25].

Y W(t)=W(t)- Lt (15)

Volgens Depinay et al. [25] is alleen bij de larvale stadium de voedselcompetitie een factor
voor de sterfte. Omdat hier de biomassa per larve voor elke larve collectief wordt berekend
en niet individueel, is de biomassa niet afhankelijk van het aantal dagen dat de larve leeft.
De biomassa van de larven is bijna maximaal als > W(t) << K(i) [25]. Oftewel als de totale
biomassa van de watermassa veel kleiner is dan het draagvermogen.

Bij de andere extreem waar Y W(t) = K(i) zal de biomassa van de larven bijna 0 zijn [25]. In
het model zal dit bijna nooit bereikt worden omdat dan de sterfte ook bijna een aandeel
heeft van 1. De W(t) is hier een gemiddelde van de biomassa van alle larven en is bijna O
bij > W(t) = K(i) doordat de jonge larven helemaal niet zijn gegroeid en op jonge leeftijd
natuurlijk veel lichter zijn. De berekening is van Depinay et al. [25].

(16)

W (¢
W(t) = Waax - (l — Z;{(Z)(f))

De CloudCover(RH) geeft aan hoe sterk de bedekking van de wolken is. Hoewel de
CloudCover(RH) impact heeft op de watertemperatuur is deze zeldzaam beschikbaar [25].
Volgens Depinay et al. [25] is een RH van 100% meestal een totale bewolking en een RH
van 50% meestal bijna geen bewolking. Hierdoor is het volgende stelsel gemaakt door
Depinay et al. [25]:

0, RH e (0,50]
\ RH — 50
Cloudcover(RH) = 4—'J RH € (50,95) 17)
)
1, RH € [95,100)
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De CloudCover(RH) wordt gebruikt om te berekenen hoeveel zonlicht op het
wateroppervlak schijnt. De Usunexpo geeft de bedekking van de watermassa weer en 0 geeft
aan dat het water compleet in de schaduw light, bij een waarde van 1 compleet in de zon.
Standaard is de waarde 1. De Cse kan als een zonabsorptie factor worden beschouwd. De
bereking is op Depinay et al. [25] gebaseerd.

L'rSu:rE.a'po € [0 1]

Cse = Usunbrpor (1 — Cloudcover(RH) ) (18)

Met de Cse kan de ATxberekend worden waar de x het volume van de watermassa is in
kiloliters. Het volume wordt berekend door simpele geometrische objecten zoals kubussen
en cilinders [25]. Hier wordt er gebruik gemaakt van een kubus waar het volume x berekend
wordt door de hoogte, lengte en breedte in meters met elkaar te vermenigvuldigen. De
bereking is op Depinay et al. [25] gebaseerd.

AT, =—1+6-Csp, x € [100,—) (19)

Met ATx kan samen met de luchttemperatuur de watertemperatuur berekend worden. De
watertemperatuur is meestal hoger dan luchttemperatuur, zeker bij een lagere
vochtigheidsgraad. De berekening is van Depinay et al. [25].

iru‘ = ]-:’J' + AT: (20)
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In mijn model wordt er een ‘gene drive’ over de nakomelingen geérfd. Alle
Frankensteinvrouwtjes zullen altijd eieren hebben met een ‘gene drive’, maar bij de
wt-vrouwtjes is dat afhankelijk van of ze met een wt-mannetje paren of met een
Frankensteinmannetje. Ook is voor het leggen van eieren de kans dat een vrouwtje paart
met een mannetje van belang. Hier wordt aangenomen dat elk vrouwtje en mannetje per
dag in een zwerm één keer kunnen paren. Als het aantal mannetjes even groot is als het
aantal vrouwtjes heeft elk vrouwtje de kans om te paren waardoor de paarkans 1 is. Bij
meer mannetjes is de kans voor de vrouw ook 1. Zijn er echter meer vrouwtjes dan
mannetjes dan kan niet elke vrouwtje met een mannetje paren.

L, Ay 2 Ar
mep = Ay
A7

(21)

Ay < Ap

Het aandeel mannetjes met een ‘gene drive’ is ook belangrijk. De kans dat een vrouwtje
met een Frankensteinmannetje paart is afhankelijk van hoeveel mannetjes een ‘gene drive’
hebben.

A M. Genedrive
Y%GeneDrivey = — 4 (22)
SN

Met de paringskans van het vrouwtje en het aandeel mannetjes met een ‘gene drive’ is de
paringskans van een vrouwtje met een Frankensteinmannetje te berekenen.

ME Genedrive = Mp - %0GeneDrive,; (23)
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Fitheidskosten

Er moet bij het model ook rekening gehouden worden met de verminderde fitheid van de
Frankensteinmuggen. De fitheidsverschil tussen de Frankensteinmug en wt-mug is als
factorverschil genomen. Er is bij €één berekening gebruik gemaakt van een absoluut verschil
in plaats van een factor. Bijvoorbeeld heeft de wt-mug kans 0.1 dood te gaan bij een
bepaalde temperatuur en een Frankensteinmug kans 0.2, dan is bij elke temperatuur de
kans om dood te gaan 2 keer zo groot. Stel dat de temperatuur te hoog wordt en de
wt-muggen een sterfte van 0.3 hebben dan zal de Frankensteinmuggen een sterfte van 0.6
hebben. Voor versimpeling is de factor constant. De berekeningen van de factoren en het
verschil zijn in bijlage 2, kort samengevat:

1 De X1 muggen groeien 1.95 keer sneller dan de FREP1-KOs muggen.

2 De FREP1-KOs poppen ontwikkelen 2 dagen langer dan X1 poppen.

3 De FREP1-KOs sterven 1.53 keer zo snel als de X1.

4 De X1 vrouwtje leggen 9.20 keer zoveel eieren als FREP1-KOs vrouwtjes.
5 De X1 eieren gaan 11.5 keer zo vaak uit als FREP1-KOs eieren.

Met deze factoren en dit verschil kan de parameter van de Frankensteinmug worden
berekend via de parameter van de wt-mug. Een wt-mug heeft hier een parameter of
variabele v, genoteerd als vwt . De Frankensteinmug krijgt dezelfde parameter als de
Wt-mug, alleen heeft die een andere waarde, hier genoteerd als Vcenedrive . Bij de
parameters voor het popstadium is er alleen een getal opgeteld; het verschil tussen de
parameter van de Frankensteinmug en wt-mug, is hier genoteerd als AF. Dus om de
variabele van de Frankensteinmug te berekenen wordt er AF opgeteld met vt .

VUGenedrive = AF - f + Uyt (24)

De f geeft aan hoe erg de afhankelijkheid van de fitheidskosten moeten zijn. Bijf =1
worden er de standaard fitheidskosten genomen en dit is dus wat de fitheidskosten in de
praktijk zijn. Bij mijn model wordt er gekeken wat er gebeurt als de fitheidskosten minder
zouden zijn. Door f = 0 worden er geen fitheidskosten meegenomen. Bij f = 0.5 is het effect
van de fitheidskosten gehalveerd. De f is daardoor een zelf gekozen factor waarbij geldt:

felo.

Een voorbeeld: De dris bij poppen ongeveer 3 dagen bij een temperatuur van 25 °C voor
de wt-muggen. Hierboven is gegeven dat de Frankensteinmuggen 2 dagen langer pop
blijven. Dus bij f = 1:

dp Frankenstein = 2-1 + 3 = 5 dagen
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Voor factoren van fitheidskosten geldt niet een AF, maar een F. De F geeft aan hoeveel
keer de waarde van de parameter van de Frankensteinmug meer is dan de wild type mug,
oftewel met welke factor de variabele toeneemt. Bij F = 2 geldt dat de variabele van de
Frankensteinmug twee keer zo hoog is als die van de wild type mug.

UGenedrive = (F - 1) ' f * Uyt + Ut (25)

Een voorbeeld: De pacis bij 30 °C ongeveer 0.05 voor de wt-muggen. De Frankenstein
muggen gaan zoals boven gegeven 1.53 keer zo vaak dood.
Dus bij f = 1:

MAC,Genedrive = (1.53 — 1)-1-0.05 + 0.05 = 0.0762 dagen

Let op dat de factor bij een toename geldt, voor een afname moet nog de inverse van de
factorafname worden berekend. Voorbeeld is dat het aantal gelegde eieren bij de wt-mug
bij 28 °C ongeveer 45 is. De Frankensteinmuggen leggen zoals boven gegeven 9.20 keer
minder eieren. F is niet 9.20 , maar F = 1/9.20.

N(Ta=28 °C)cenedrive = (1/9.20 — 1)-1-45+ 45 =5

Hierdoor zal het aantal gelegde eieren afnemen en dat is een fitheidskosten. De sterfte is
juist een fitheidskosten als het toeneemt.
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Klimaat variabelen

Het klimaat waarin de muggen leven is heel belangrijk voor vele factoren; zie de
berekeningen waar temperatuur en relatieve luchtvochtigheid een rol spelen. Omdat er bij
S&o Tomé proeven worden gedaan om te kijken hoe de ‘gene drive’-overerving van
Anopheles-muggen verloopt, wordt hier de klimaatvariabele van Sdo Tomé genomen van
[27]. In afbeelding 26 staat een afbeelding van de klimaatvariabelen die in het model zijn
gebruikt. Bij de temperatuur is in het model de gemiddelde temperatuur genomen. In het
model is elke maand de bijbehorende variabele genomen. Bij januari bijvoorbeeld is de
temperatuur 28 °C en relatieve vochtigheid 78%.

Sao Tome, Sao Tome And Principe Climate Graph (Altitude: 8 m)
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Afbeelding 26: De klimaatvariabelen van Sdo Tomé. Van [27].
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Soorten muggen in het model

Er zijn in het model objecten getekend die muggen aangeven. De kleur bepaalt of de mug
een ‘gene drive’ heeft of niet en bij imago’s ook welk geslacht (zie afbeelding 27). De eieren
en poppen bewegen niet, de larven en imago’s wel. De vrouwtjes kunnen ook bloed nemen
of eieren hebben. Bij het nemen van bloed wordt de abdomen rood, als ze eieren hebben
nemen ze dat achter mee. Verder is de gemiddelde lengte van de gonotropische cyclus van
het vrouwtje 1 dag. Dit betekend de duur van periode waar een mug een gastheer zoekt,
een bloedmaaltijd opneemt, de bloedmaaltijd verteert, de eierstok rijpt en eieren legt na het
zoeken van een eilegplaats [28]. Er is in veldstudies aangetoond dat de meerderheid van
de vrouwtjesmuggen slechts één bloedmaaltijd neemt per gonotropische cyclus [28]. Dat is
in dit model ook zo.

Frankenstein ei

wild type ei

wild type larve Frankenstein larve

MEE
gt <=

1’ .
\:9 wild type pop

A

Frankenstein pop

9

wild type
vrouwtje imago

Frankenstein
vrouwtje imago

Frankenstein
mannetje imago

wild type
mannetje imago

o ¢
€ B

Afbeelding 27: De verschillende muggen (getekend door Robert zelf).

Parameter verandering

Als doel om te onderzoeken hoe de verhouding Frankensteinmuggen en wt-muggen loopt
in de tijd zal er twee parameters per run worden veranderd. Ten eerste wordt er gekeken
wat er met de verhouding gebeurt als de fitheid van de Frankensteinmuggen groter wordt;
hiermee wordt met f gevarieerd. Ten tweede zal er met de beginverhouding van de
Frankensteinmuggen en wt-muggen worden gevarieerd; er wordt met %Genedrivetot (t=0)
gevarieerd. Bij tabel 4 zijn deze parameters genoteerd per run. Verder geeft tabel 5 de
parameters die voor alle ‘runs’ constant zijn gehouden. Ook zijn F en AF voor de
Frankensteinmuggen constant en hebben ze de waarde zoals die hierboven bij de kop
‘Fitheidskosten’ staat.
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%Genedrive: (t=0)

Tabel 4: De f en %Genedrivey: (t=0) parameters per run.

Tabel 5: Constante parameters.
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Resultaten

Voor elke run zijn grafieken gemaakt die in bijlage 3 uitgebreid staan. Verder zijn er
gemiddelden berekend voor de totale populatie voor elke run van 1 januari tot 31
december, die staan hieronder beschreven. Er wordt gebruikt gemaakt van beschrijvende
statistiek. Eerst zal gekeken worden naar de grafieken, daarna naar de gemiddelde
waarden. In afbeelding 28 staat het samenvattend geheel gegeven van de grafieken. Er
blijkt een kantelpunt te zijn, waar er een dynamisch evenwicht is tussen de wt- en
Frankensteinmuggenpopulatie.

A (Run 7) B (Run 10)
Total population mosquitoes Total population mosquitoes
1000 1000
v
100 100
10 10
1 1
0.1 0.1
0.01 0.01
0.001 0.001
0.0001 0.0001
Time Time
—— Total population size overall —— Total wild type population size —— Total population size overall ——Total wild type population size
—Total Frankenstein population size Proportion of mosquitoes with GeneDrive ——Total Frankenstein population size Praportion of mosquitoes with GeneDrive
C (Run 13)
Total population mosquitoes . _
D %Genedrivey, (t=0)
1000
100 w\‘“&'s’\ﬁ‘
1/4 1/2 3/4
10
1 |
1 Run 1 Run 2 Run 3
0.1
1/2 Run 4 Run 5 Run 6
0.01 f
1/4 Run 7 Run 8 Run 9
0.001
0,000 1/8 Run 10 Run 11 Run 12
Time
0 Run 13 Run 14 Run 15
— Total population size overall —— Total wild type population size
—— Total Frankenstein population size Proportion of mosquitoes with GeneDrive

Afbeelding 28: Het samenvattend geheel van de grafieken. De grafieken zijn op logaritimische schaal en
zijn voorbeelden van de ‘runs’. Hier is de legenda van de kleuren van tabel D:

m De wt-populatie neemt de muggenpopulatie over.

m Op de grens van een dynamisch evenwicht en de wt-muggen de populatie overnemen.
m Er is een dynamisch evenwicht tussen de wt- en Frankensteinpopulatie.

m De Frankenstein populatie neemt de muggenpopulatie over.
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Gemiddelden

Bij de gemiddelden wordt er gekeken welke run gemiddeld het hoogste aandeel muggen
met ‘gene drive’ heeft. Verder is op te merken dat de Nwt steeds kleiner wordt bij de runs en

NGenedrive €n %Genedrivett Steeds groter.

Zoals verwacht geeft run 15 het hoogste gemiddelde %Genedrivewt . Er is op te merken dat
de gemiddelde %Genedrivetwt groter wordt als de %Genedriverwt (t=0) toeneemt. Dat is bij
run 1,2 en 3 te zien, waar de Frankensteinmug dezelfde fitheid (f=1) had. Ook werd de
%Genedriverwt groter als de fitheidskosten afnam en de fitheid heeft dus ook flinke invioed.
Run 3, 6 en 9 hadden allemaal een %Genedrivewt (t=0) van 3/4, maar run 9 had veruit de
grootste gemiddelde waarde van %Genedrivew: door de verhoogde fitheid van de

Frankensteinmuggen.

Nitot Nuwt Ngenedrive % Genedriveot
Run 1 962,1096 955,9014 6,2082 0,010145
Run 2 960,1151 950,7534 9,3616 0,017518
Run 3 961,5082 949,2705 12,2377 0,033180
Run 4 945,2650 924,7350 20,5301 0,027151
Run 5 945,1644 917,1671 27,9973 0,038610
Run 6 934,3270 870,4060 63,9210 0,096387
Run 7 915,8976 870,1159 45,7817 0,052874
Run 8 867,1918 634,0658 233,1260 0,283096
Run 9 545,3825 11,0601 534,3224 0,982422
Run 10 885,3616 533,8000 351,5616 0,399461
Run 11 716,2438 34,7068 681,5370 0,952763
Run 12 787,0685 5,7945 781,2740 0,992728
Run 13 967,1644 43,4384 923,7260 0,950223
Run 14 990,2932 21,8658 968,4274 0,975645
Run 15 1000,1507 3,2055 996,9452 0,995875

Tabel 6: De gemiddelden waarden met betrekking tot de totale populatie muggen per run.

Er kan volgens deze resultaten gezegd worden dat zowel de fitheid als %Genedrivetot (t=0)
invioed heeft op de uiteindelijke %Genedriverot .
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Hoofdstuk 5: Muggenziften over het geheel.

Hoofdvraag: In welke mate kunnen Frankensteinmuggen worden gebruikt om malaria te bestrijden?

‘I admire their beauty. But detest what they do to mankind.” — Bart Knols

Conclusie

Ten eerste is het antwoord op deelvraag 1 dat Anopheles ssp. als rol bij malaria
transmissie vectors zijn die Plasmodium pathogenen meenemen en afgeven bij gastheren
als mensen. Waar geen Anopheles-muggen zijn, kan geen malariatransmissie plaatsvinden
op mensen. Sommige Anopheles-soorten zoals An. gambiae s. s. zijn antroprofiel en zullen
liever mensen steken, waardoor ze een extra bedreiging vormen voor de mensen. Ook
vervoert An. gambiae s. s. de soort P. falciparum, die de meest ernstige vorm van malaria
geeft: malaria tropica. Ook hierdoor is An. gambiae s. s. een zeer gevaarlijke muggensoort.
Maar Anopheles ssp. vormen geen bedreiging als ze geen Plasmodium ssp. hebben, dus
hier is te concluderen dat zowel de vector als de pathogeen nodig zijn voor
malariatransmissie op mensen.

Ten tweede is het antwoord op deelvraag 2 dat de temperatuur invioed heeft op de
ontwikkelingssnelheid van Anopheles ssp. Ook is water een noodzakelijkheid voor
Anopheles ssp. , want de eieren, larven en poppen zijn voor alle muggen aquatische
stadiums en leven in het water. De eieren van Anopheles ssp. zijn niet droogbestendig in
tegenstelling tot anderen muggen geslachten. Het voedselaanbod van bloemen is ook
belangrijk voor de overleving, omdat zowel de mannetjes als vrouwtjesimago’s nectar van
bloemen nemen als voeding. Een vrouwtjes mug neemt alleen bloed van een vertrebata
(gewervelden) voor de productie van eieren vanwege de eiwitten.

Ten derde is het antwoord op deelvraag 3 dat een ‘gene drive’ een super goeide overerving
heeft, maar er moet rekening gehouden worden met dat sommige muggen door een
genetische variatie niet de ‘gene drive’ kan overerven. Verder is het belangrijk dat
wetenschappers eerst kleinschalig met een ‘gene drive’ tewerk gaan, zoals Willem Takken
[12] zegt zodat mogelijke problemen minder impact hebben, zoals met het eiland Sad
Tomé. Verder vertelt Jonathan Pugh [18] over de discussie over de ethische kwestie inzake
Frankensteinmuggen en het is erg belangrijk dat wetenschappers hierover praten. Ook
zeggen Takken [12] en de Royal Society [13] dat de Frankensteinmuggen een verminderde
fitheid vertonen; er is dus sprake van een ‘trade-off’. Dit is ook gezien door het onderzoek
van Gong et al. [19] waar de mug serieuze fitheidsvermindering vertoonde. Maar een ‘gene
drive’ kan erg effectief zijn in het terugdringen van het aantal odcyten en sporozoieten
volgens onderzoek van Gong et al. [19].

Ten vierde is het antwoord op deelvraag 4 dat het mogelijk is dat de Frankensteinmuggen
de populatie wt-muggen (‘wild type’-muggen) overnemen. Echter is daarbij wel van belang
dat de fitheidskosten niet te groot zijn. Bij lage fitheid is het niet mogelijk om de wt-populatie
te onderdrukken en zal de Frankensteinpopulatie niet winnen. Als de fitheidskosten niet al
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te hoof zijn, maar niet voldoende om de wt-populatie te onderdrukken kan er een grotere
%Genedrivert (t=0) (aandeel muggen met ‘gene drive’ op t=0) worden gerealiseerd om toch
voor een onderdrukking van de wt-muggen te zorgen. Een handige methode om dit te
bereiken is Frankensteinmuggen in de populatie te laten in een periode waar de totale
muggenpopulatie nog niet erg groot is en daardoor de %Genedrivewt (t=0) veel groter kan
worden. Als de totale muggenpopulatie in de piekperiode is, is dat veel moeilijker te
realiseren. De hypothese is deels aangenomen, te hoge fitheidskosten zorgen er inderdaad
voor dat de wt-populatie niet kan worden overgenomen, maar de %Genedriverwt (t=0) heeft
niet alleen op korte, maar ook op lange termijn invloed. De hypothese is hier juist
verworpen.

Voor het antwoord op de hoofdvraag is het gebruik van Frankensteinmuggen alleen een
effectieve maatregel als de fitheidskosten niet te hoog zijn. Daarbij kan een hogere
%Genedriverot (t=0) het verschil maken en deze is dus ook van belang. Een handig
methode is dus in een periode met een lage populatie muggen de Frankensteinmuggen los
te laten. Verder moet de KO (‘knock out’ gen) op het genoom van een mug ervoor zorgen
dat de muggen een mindere hoeveelheid sporozoieten en odcyten in de darm en
speekselklieren hebben. Op deze manier kan malaria veel minder worden overgedragen
zoals Gong et al. [19] aantoonde met de Frepl-KO. Verder moeten wetenschappers de
ethische kant niet vergeten en er goed over praten, want er zijn wel degelijk risico’s, zoals
Pugh [18] beschreef. Zoals Takken [12] zegt is kleinschalig beginnen een goed idee om te
testen wat het effect op de omgeving is van Frankensteinmuggen in de praktijk. Ook is een
combinaties van interventies, zoals Takken [12] zegt het efficiéntste. Dus alleen gebruik
maken van Frankensteinmuggen is nu geen goed idee. Of dat in de toekomst anders wordt
kan alleen door vervolgonderzoek worden vastgesteld.
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Discussie

Als eerste is het belangrijk dat in dit onderzoek weliswaar de effectiviteit van een ‘gene
drive’ is onderzocht, maar niet in verhouding tot andere maatregelen. Hierdoor is het
moeilijk vast te stellen hoe effectief het inzetten van Frankensteinmuggen is vergeleken met
andere maatregelen. Er zal een vergelijkend onderzoek moeten komen tussen
verschillende interventies bij de muggenpopulaties. Verder zijn niet alle belangrijke factoren
van een model meegenomen. Zo is de leeftijdsafhankelijke sterfte van een larve niet
meegenomen en misschien kan dat effect hebben op de betrouwbaarheid van het model.
Er is ook geen rekening gehouden met regenval, terwijl het bekend is dat regenval een heel
grote invloed heeft op de populatie muggen. Daarnaast is het model niet getoetst in een
echte Anopheles gambiae s. s. populatie, waardoor het niet vast te stellen is hoe realistisch
het model is. Ook is er geen rekening gehouden met genetische variaties die invioed
kunnen hebben op de overerving van de ‘gene drive’. Verder heeft de ‘gene drive’ een
overerving van 1 in het model, maar in de praktijk is dat niet het geval waardoor het model
minder realistisch is. Wel kan er gekeken worden wat het effect was in een hypothetisch
geval. Vervolgonderzoek zal een model met veel meer factoren moeten maken om
realistischer te zijn voor het onderzoek naar de introductie van Frankensteinmuggen. Het
model zal ook getoetst moeten worden op een echte populatie. De grafieken waren met
€én run gemaakt wat de uitkomsten erg van het toeval afhankelijk maakt. Ook de
gemiddelden zijn toeval afhankelijk. Er is bij de grafieken en gemiddelden alleen gebruikt
gemaakt van beschrijvende statistiek en vervolg onderzoek zou meer statistische
instrumenten moeten gebruiken en daarbij veel meer runs moeten doen om minder aan
toeval afhankelijk te zijn.

Van dit onderzoek heb ik ten eerste geleerd om wetenschappelijke artikelen te lezen. Ik
begon met het boek van Bart Knols dat mij zeer de interesse in muggen heeft gewekt. Na
langere tijd kon ik steeds uitdagender teksten lezen totdat ik in staat was wetenschappelijke
artikelen deels te begrijpen. Verder weet ik veel meer van muggen af, zeker An. gambiae s.
s. Ik ken de taxonomie, ecologie en het gedrag op geur beter. Verder weet ik nu dat
Plasmodium ssp. via eiwitten complexe interacties vertoont met de Anopheles ssp. Ik weet
meer van de methode CRSIPR/Cas9 af en weet hoe er gebruikt wordt gemaakt van een
KO en wat de ‘goldengate assembly’ methode doet. Ik ben met genetisch modificatie in
kennis vooruit gegaan. Ook weet ik dat fitheidkosten erg nadelig kunnen zijn. Daarbij heb ik
mijn wiskundige vaardigheden vergroot door gebruik te maken van uitdagende formules op
de An. gambiae s. s. populaties. Ik heb zelf de paarkans- en fitheidsformules gemaakt wat
ik zelf niet verwacht had. Ook ben ik een beetje beter geworden in excel en weet ik hoe ik
grafieken moet maken. Ik ben verder veel beter geworden in het programmeren van java;
vroeger kon ik dat niet. Een grote uitdaging was om de wiskundige formules om te zetten in
java code, maar dat is uiteindelijk gelukt. Als laatste ben ik beter geworden in het
formuleren van zinnen. Ik moest de complexe zinnen van wetenschappers op een
toegankelijke manier formuleren.
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Afbeedling 29: Er moet worden gezorgd dat de Frankensteinmuggen een betere fitheid hebben.
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Logboek

De activiteiten houden in wat de auteur heeft gedaan op de datum om de aangegeven stap
te voldoen. De stappen bevatten: oriénteren op het gekozen onderwerp, informatie
opzoeken, informatie verwerken, java begrijpen, het model maken, eigen wiskunde
berekeningen, resultaten, conclusie en discussie, bronnenlijst op APA stijl en controle.

Datum Stap Activiteit Tijdsduur in minuten
2021
4 augustus 1 Orienterién op een onderwerp. 90
11 augustus 1 Orienterién op een onderwerp. 90
18 augustus 1 Orienterién op een onderwerp. 90
21 augustus 2 Gekeken de documentaire “The bible 50
plagues-Mosquitoes’.
23 augustus 2 De levenscyclus van Plasmodium bekeken in 30
wikipedia.
27 augustus 2 De vraag waarom niet alle muggen malaria kunnen 60
overbrengen. Niet gelukt. Opgezocht wat de
betekenis ‘gene drive’ precies is.
2 september 10 De levenscyclus van Plasmodium gecrontroleerd 40
op rivm.
7 september 3 Inleiding schrijven en afmaken. 180
11 september 2 Verschil tussen Anopheles, Aedes en Culex in 120
boek Mug.
13 september 2 Feiten opgezocht over muggen. Ontdekt wat een 60
mogelijke reden kan zijn waarom niet alle muggen
malaria kunnen overbrengen.
14 september 2+3 Feedbak inleiding verwerkt. De Anopheles 90
levenscyclus bekeken.
14 september 3 Inleiding verbeteren. 60
16 september 2 Anopheles levenscyclus bekeken. 30
17 september 3+10 Controlle spelling en formulering inleiding. 20
18 september 3 Verbeteren spelling en formulering inleiding. 30
19 september 2 Microbiologie van Plasmodium en de stam 90
Apicomplexa.
21 september 2+3 De verdeling van de deelvraag 1 gemaakt met een 90
herlezing van bronnen.
22 september 3 Het begin van deelvraag 1 geschreven. 160
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23 september 3 Verder deelvraag 1 geschreven. 100
25 september 3+10 Deelvraag 1 afgeschreven en vervolgens 150
gecontrolleerd.
29 september 2 Onderzoek van Knols en de Jong gelezen in boek 180
Mug. De morfologie van de mug bekeken.
3 oktober 2 Verder onderzoek naar morfologie van de mug. 30
4 oktober 2 Morfologie van de imago en larve. De werking van 150
de proboscis.
5 oktober 3 Verdeling deelvraag 2 gemaakt en een begin 150
geschreven van deelvraag 2.
7 oktober 3 Verder deelvraag 2 geschreven. 80
16 oktober 3 Verder deelvraag 2 geschreven. 60
17 oktober 3 Deelvraag 2 geschreven, er moet nog een controlle 120
komen.
18 oktober 3 De voorkant van het PWS getekend. Nog niet af. 120
21 oktober 3+10 De voorkant van het PWS afgetekend. De controlle 180
op deelvraag 2 is afgerond.
29 oktober 2 Invloed van de CRISPR/Cas9 bekeken bij 160
Anopheles gambiae s. s.
2 november 2 Bekeken van het doel is van een fluoresente 90
marker op muggen.
3 november 3 De belangrijkste afbeeldingen laten staan, de 70
onnodige verwijderd.
5 november 2 De methode van de CRSIPR/Cas9 bekeken. De 120
ethische kwestie van gemodificeerde muggen
bekeken van Jonathan Pugh.
6 november 2 De vraag waarom ‘gene drive’ niet altijd effectief 110
is. Het verschil tussen de ‘population conversion
drives’ en ‘population suppresion drives’ bekeken.
Wat wild type en mutanten zijn.
9 november 3 Voorbereiden op deelvraag 3 en een klein stukje 120
begonnen.
12 november 3 Verder deelvraag 3 geschreven. 150
14 november 3 Verder deelvraag 3 geschreven. 60
15 november 3 Verder deelvraag 3 geschreven. 180
16 november 3+10 Deelvraag 3 afgeschreven en gecontrolleerd. 90
20 november 2 Het model van Jucht et al. bekeken. 180
23 november 4 Het verkennen van Greenfoot. 90
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24 november 4 Bestuderen van Greenfoot, de ‘infection’ opdracht. 60
27 november 4 Bestuderen van Greenfoot, de ‘infection’ opdracht. 180
28 november 4 Bestuderen van Greenfoot, de ‘infection’ opdracht. 120
30 november 4 Bestuderen van Greenfoot, de ‘infection’ opdracht. 90
4 december 4 Afgerond ‘infection’ opdracht op Greenfoot. 120
6 december 3 De voorkant van de PWS bijgewerkt. Een 60
aanpassing over de fluorescente marker in
deelvraag 3.
7 december 3+5 Een tevoeging van deelvraag 3 gemaakt met een 180
verdere verwerking van de aanpassing van de
fluorescente label. Het begin van mijn model
gemaakt.
8 december 5 Verder aan mijn model gemaakt. De klasse 120
Mosquitoes en Anopheles gemaakt.
11 december 5 Een visueel verschil tussen mannetjes en vrouwtjes 60
gemaakt in het model.
12 december 5 Het gedrag van de mug bij zwerm en drop 180
gemodelleerd.
14 december 5 De klasse Lake gemaakt. 60
21 december 5 De berekening van de watertemperatuur in het 60
model gemaakt.
22 december 5 Het leggen van eieren door vrouwtjes 180
gemodelleerd.
23 december 5 De beweging van de mug in het model verbeterd. 180
Een onderscheid tussen de imago en eieren in het
model gemaakt.
24 december 5 De eiersterfte gemaakt in het model. Verder het 200
model verbeterd.
25 december 5 De ‘tick per minute’ variabele gemaakt in het 180
model. De levensduur van de mug gemodellerd.
De seizoenen in het model gemaakt.
26 december 5 De larve en poppen in het model gemaakt. De 240
overgangen gemodelleerd.
27 december 5 De sterfte van de larve, pop en imago 200
gemodelleerd. Een begin met het draagvermogen
in het model.
28 december 5 Het draagvermogen in het model gemaakt. De 180
voedsel competitie van de larve is deels
gemodelleerd.
29 december 5 De voedsel competitie van de larve gemodelleerd. 180
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31 december 5 De voedsel competitie van de larve is niet goed. 180
Het werkt niet zoals het zou moeten zijn en is
daarom uit het model gezet. De CSV bestanden
voor de data gemodelleerd.
2022
4 januari 5 De ‘gene drive’ in mijn model gedaan. Er is alleen 180
geen overerving.
11 januari 5+9 De bronnelijst gemaakt door de bronnen van mijn 120
blad over te nemen. Het is not niet op APA stijl.
De uitleg van mijn model gezet in het model.
16 januari 5+6 De gemodificeerde mug is gemodelleerd. Er moet 240
nog gen erving plaatsvinden. Daarom ben ik bezig
met een eigen wiskundige formule voor ‘gene
drive erving.
18 januari 5+6 De eigen wiskunde formule van de ‘gene drive’ 90
opgesteld. De formule in het model gezet.
24 januari 2+3 De materiaal en methode geschreven, maar is nog 180
niet af. Een E-mail naar Bart Knols voor vragen.
26 januari 3 Een verandering van deelvraag 3 bij het 180
onderzoeksdeel van Gong et al.
30 januari 3 De inleiding verbeterd. De materiaal en methode is 120
bijna af.
1 februari 5 De uitleg van het model in het model verder 90
verwerkt.
2 februari 2 De CRISPR/Cas9 bronnen gelezen. 60
4 februari 3 Een deel van deelvraag 3 verbeterd over de 60
CRISPR/Cas9.
8 februari 5 De uitleg van het model in het model verder 90
verwerkt.
25 februari 5 De dichtheidsafhankelijke sterfte in het model 60
gezet.
26 februari 5 Het opnieuw proberen van de draagvermogen met 240
voedselcompetitie van larve. Het is nu wel gelukt
om het succesvol in het model te zetten. Alleen
nog fitheidskosten moeten nog worden
gemodelleerd.
28 februari 5+6 Het model is bijna helemaal af. De sterfte van dag 240

naar minuut is verbeterd in het model. Er is ook
mijn eigen wiskunnde formules om de
fitheidskosten van de gemodificeerde muggen te

berekenen.
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Bijlagen

Bijlage 1
De code van het model is bij de GitHub in mijn profiel Anophelesgambiae gezet. Hier is de
link van de ‘repositories’ waar de code zit:

Bijlage 2

Gong et al. [19] zag op het moment dat 90% van de X1 of wt-muggen in de L4 fase waren
100% van de FREP1-KO op de L2 fase waren (zie afbeelding 30 C). Hier wordt
aangenomen dat de andere 10% van X1 in de L3 waren en de verschillende fases gelijk zijn
verdeeld over de totale duur van de larvale stadium.

Duurfactor van X1 tegenover FREP1-KO:

0-4+10-3
100 -2

De X1 muggen groeien 1.95 keer sneller dan de FREP1-KO muggen.

Gong et al. [19] vertelde dat de poppen van FREP1-KO 2 dagen langer ontwikkelen dan de
X1 poppen. In afbeelding 30 D is te zien dat de plussen aangeven dat het aantal poppen is
toegenomen en de minnen geven een afname aan. De X1 muggen nemen vanaf dag 13 af,
de FREP1-KO muggen vanaf dag 15. Dus het verschil is 15-13 = 2 dagen.

Bij afbeelding 30 G is het aantal muggen te zien na een bloedmaaltijd. Er is tussen twee
punten (zie rode punten op grafiek G) een driehoek gemaakt om de richtingscoéfficiént van
een lijn te maken die de sterfte aangeeft. N is in dit geval de populatiegrootte als
percentage en t het aantal dagen.

Nx1 (t=0) = 100% Nrrep1-ko (t=0) = 100%
Nx1 (t=28) = 40% Nrrep1-ko (t=28) = 8%

Dus om te zien hoe veel keer sneller de FREP1-KO populatie sneller daalt dan de X1
populatie wordt er eerst van beide de richtingscoéfficiént berekend en wordt deze daarna
op elkaar gedeeld.
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De sterftefactor van FREP1-KO tegenover X1.:

ANprep1-ko 8 = 100
TCEREP1-KO At - 28

ey, ANy 10 — 100
At 28

De FREP1-KO sterven 1.53 keer zo snel als de X1.

Bij het aantal gelegde eieren per vrouwtje is er bij elk punt gekeken naar de dichtstbijzijnde
waarde om het makkelijker te maken (zie afbeelding 30 H). Er is hier met een berekening
het gewogen rekenkundige gemiddelde berekend. Het gewogen gemiddelde is met een n
met streepje aangegeven:

aantal eieren  frequentie )
150 12
100 14
. &0 3
Xl = 60 9 (
10 1
20 2
1] i) J
150-124100-144+80-34+60-94+40-44+20-24+0-06 -
Mx1 = - = 83.06
al)
aantal eieren  frequentie
FREP1 - KO = 20 10
0 12
20-1040-12
MFREPI-KO = —— Q55— = 9.09

De factor van het aantal gelegde eieren per vrouwtje van de X1 tegenover FREP1-KO:

53.0

= 9.20
9.09

De X1 vrouwtje leggen 9.20 keer zoveel eieren als FREP1-KO vrouwtjes.

Als laatste is er gekeken naar het percentage uitgekomen eieren (zie afbeelding 29 I). De
factor van uitgekomen eieren van X1 tegenover FREP1-KO:

52.9
— =113
LG

De X1 eieren gaan 11.5 keer zo vaak uit als FREP1-KO eieren.
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Afbeelding 30: De fitheidskosten van FREP1-KO muggen onderzocht bij Gong et al. [19] (aangepast
door Robert zelf).
Bijlage 3

Hieronder zijn de grafieken van alle 15 runs uitgebreid afgebeeld. Er is een grafiek gemaakt
van de populatie van alleen wt-muggen, van alleen Frankensteinmuggen en een grafiek
van de totale populatie en de verhouding van de wt-muggen en Frankensteinmuggen. De
grafieken zijn op een logaritmische schaal gezet zodat elke daling en stijging goed te zien
is. Verder zijn voor elke run de assen identiek zodat er goed met elkaar vergeleken kan
worden. De grafieken beginnen bij 1 januari en eindigen bij 31 december.
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Run 1 (f=1, Genedrivetwt (t=0) = 1/4)
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1000
100
10
1
Time
—— Number of wild type eggs —— Number of wild type larvae —— Number of wild type pupae —— Number of wild type imago
Population Frankenstein mosquitoes
1000
100
10
1
Time
—— Number of Frankenstein eggs —— Number of Frankenstein larvae —— Number of Frankenstein pupae —— Number of Frankenstein imago
Total population mosquitoes
1000
100
10
1
01
0.01
0.001
0.0001
Time
—— Total population size overall —— Total wild type population size
—— Total Frankenstein population size Proportion of mosguitoes with GeneDrive

PWS Robert de Haas 2022, Malaria bestrijden met Frankensteinmuggen Pagina 75 van 89



Run 2 (f=1, Genedrivetwt (t=0) = 1/2)
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Run 3 (f=1, Genedrivetwt (t=0) = 3/4)
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Run 4 (f=1/2, Genedrivetwt (t=0) = 1/4)
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1000
100
10
1
Time
MNumber of wild type eggs Mumber of wild type larvae MNumber of wild type pupae MNumber of wild type imago
Population Frankenstein mosquitoes
1000
100
10
1
Time
—— Number of Frankenstein eggs —— Mumber of Frankenstein larvae —— Number of Frankenstein pupas —— Number of Frankenstein imago
Total population mosquitoes
1000
100
10
1
01
0,01
0,000
0,000L
Time
~—— Total population size overall ~— Total wild type population size
——— Total Frankenstein population size Proportion of mosquitoes with GeneDrive

PWS Robert de Haas 2022, Malaria bestrijden met Frankensteinmuggen

Pagina 78 van 89



Run 5 (f=1/2, Genedrivett (t=0) = 1/2)

Population wild type mosquitoes
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Run 6 (f=1/2, Genedrivetwt (t=0) = 3/4)
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Run 7 (f=1/4, Genedrivetwt (t=0) = 1/4)
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Run 8 (f=1/4, Genedrivetwt (t=0) = 1/2)

Population wild type mosquitoes
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Run 9 (f=1/4, Genedrivetwt (t=0) = 3/4)
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Run 10 (f=1/8, Genedrivewt (t=0) = 1/4)

Population wild type mosquitoes
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Run 11 (f=1/8, Genedrivewt (t=0) = 1/2)
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Run 12 (f=1/8, Genedrivewt (t=0) = 3/4)
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Run 13 (f=0, Genedrivetwt (t=0) = 1/4)

Population wild type mosquitoes
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Run 14 (f=0, Genedrivetwt (t=0) = 1/2)
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Run 15 (f=0, Genedrivetwt (t=0) = 3/4)
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