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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Вітамін В1 (тіамін) відіграє важливу роль в процесах життєдіяльності, проявляючи високу нейроактивність і забезпечуючи функціо-нування тіаміндифосфат-залежних декарбоксилаз, дегідрогеназ, оксидаз α-кето-кислот, транскетолази та інших ферментів. Аналіз наукової літератури свідчить про значну кількість робіт, присвячених дослідженню шляхів метаболізму вітаміну В1 та закономірностей каталітичної дії тіамінових ферментів. При цьому майже не з’ясованими залишаються питання, які стосуються механізмів біологічного транспорту тіаміну. Припускається, що при взаємодії вітаміну В1 з мембранними структурами і транспортними білками можуть відбуватися його зворотні перетворення в ентіольну або нейтральну трициклічну форму (Brown, 1990; Kozik, 1996). Однак до цього часу подібні реакції тіаміну і його фосфорних естерів не були ідентифіковані з функціями конкретних ферментів чи тіамінзв’язуючих білків. 

Актуальність досліджень механізмів біологічного транспорту вітаміну В1 і тіамінфосфатів обумовлена відомими кореляціями поміж порушеннями їх обміну та розвитком ряду захворювань (Neufeld et al., 2001). Підхід, що застосовується в біоорганічній хімії, включає вивчення механізмів модельних хімічних реакцій тіаміну і його структурних аналогів, в тому числі реакції розкриття тіазолієвого циклу (Washabaugh et al., 1995). Детальні дослідження таких перетворень сприяють формуванню уявлень про реакційну здатність природних і синтетичних похідних тіазолію в живій клітині. 

Зв(язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота є складовою частиною  науково-дослідних робіт Інституту біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України (теми 2.1.10.13-99 "Дослідження біоміметичних реакцій з метою розробки теоретичних основ спряження одно- та дво-електронних стадій в біохімічних системах", № держреєстрації 0199U003949, ЦНП 25-02 „Дослідження модельних перетворень природних і синтетичних біорегуляторів. Фундаментальні основи пошуку і створення нових біологічно активних речовин”, № держреєстрації 0102U005104).

Мета і завдання дослідження. Метою дисертаційної роботи було встановлення властивостей і вивчення закономірностей перетворень вітаміну В1 та його структурних тіазолієвих аналогів в модельних хімічних і біохімічних системах. Завдання дослідження включали: 

· синтез спін-мічених солей тіазолію і вивчення взаємодії парамагнітних моделей вітаміну В1 з катіонними та аніонними міцелами; 

· визначення і порівняння кінетичних параметрів розкриття тіазолієвого циклу тіаміну і його структурних аналогів в присутності загальної основи;
· дослідження впливу 4-аміно-2-метилпіримідиніл-5-метильного замісника на швидкість розкриття бензтіазолієвого циклу і квантовохімічні розрахунки ймовірних інтермедіатів реакції; 
· вивчення модельних перетворень 3-алкілоксикарбонілметилтіазолій хлоридів при взаємодії з карбонільними сполуками в змішаних міцелах; 
· дослідження впливу ліпофільних тіазолієвих катіонів на фотосинтетичні мембрани в хлоропластах. 
Об(єкт дослідження – вітамін В1 та інші солі тіазолію.
Предмет дослідження – механізми модельних перетворень тіаміну і його структурних аналогів.

Методи дослідження – хімічна кінетика, спектрофотометричний аналіз, органічний синтез, високоефективна рідинна хроматографія, ЕПР-спектроско-пія, ЯМР 1Н-спектроскопія.

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше продемонстровано залежне від температури і рН зв’язування парамагнітного тіазолієвого іону, що вміщував 2,2,6,6-тетраметилпіперидиніл-4-амінокарбонілметильний замісник в положенні 3, міцелами бромистого цетилтриметиламоній броміду та додецил-сульфату натрію. Визначено константи швидкості розкриття тіазолієвого циклу тіаміну та його структурних аналогів в присутності загальної основи і показано, що каталіз основним компонентом буферу корелює з індуктивним ефектом замісника, в тому числі 4-аміно-2-метилпіримідиніл-5-метильного, в положенні 3 тіазолієвого іону. На основі квантовохімічних розрахунків та результатів кінетики перетворення 3-[(4-аміно-2-метилпіримідиніл-5)метил]бензтіазолієво-го іону в тіольну форму представлено модель участі екзоциклічної 4′-аміно-групи в механізмі розкриття бензтіазолієвого циклу. Продемонстровано роль карбонільного субстрату в реакції розкриття тіазолієвого циклу в міцелярному середовищі. Встановлено закономірності інгібуючого впливу ліпофільних тіазолієвих солей на фотофосфорилюючу систему хлоропластів гороху.
Практичне значення одержаних результатів. Вперше синтезовано спін-мічені похідні тіазолію, які можуть бути використані на практиці для досліджень тіамінзв’язуючих білків та процесів біологічного транспорту вітаміну В1. Синтезовано ряд нових солей тіазолію, що ефективно інгібують фотофосфорилювання в хлоропластах гороху. Результати роботи можуть бути важливими для обґрунтування зв’язку поміж структурою та біологічною активністю тіазолієвих аналогів тіаміну.

Особистий внесок здобувача. Дисертантом виконано експериментальну частину дисертаційної роботи, проведено необхідні розрахунки кінетичних та інших параметрів, проаналізовано отримані результати. Планування роботи, обговорення механізмів і формулювання висновків відбувалося спільно з науковим керівником. Друковані роботи були підготовлені за безпосередньою участю дисертанта.

Апробація результатів дисертації. Результати роботи були представлені на наукових конференціях з біоорганічної хімії та нафтохімії ІБОНХ НАН України (Київ,  2002 р., 2003 р.), XIX та XX Українських конференціях з органічної хімії (Львів, 2001 р., Одеса, 2004 р.), VIII Українському біохімічному з’їздові (Чернівці, 2002 р.), Міжнародній конференції “Новые технологии получения и применения биологически активных веществ” (Алушта, 2002 р.), Міжнародній конференції з хімії азотвмісних гетероциклів (Харків, 2003 р.). 

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 4 статті в наукових фахових виданнях і тези 7 доповідей.

Структура та об(єм роботи. Дисертація складається зі вступу, огляду літератури, експериментальної частини, викладу отриманих результатів та їх обговорення, висновків і списку літератури (141 найменування). Дисертаційна робота налічує 123 сторінки друкованого тексту і проілюстрована 6 таблицями та 21 малюнком. 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

В першому розділі представлено огляд літератури, яка присвячена вивченню механізмів модельних перетворень вітаміну В1 і його структурних тіазолієвих аналогів.

В другому розділі описано синтези вихідних речовин, що були об’єктами дослідження, та умови проведення експериментів.

Третій розділ включає результати вивчення методом ЕПР спектральних властивостей спін-мічених іонів тіазолію в міцелярних системах. Представлено кінетичні дані реакції розкриття тіазолієвого циклу тіаміну і його структурних аналогів в присутності загальної основи. Розглянуто вплив 4-аміно-2-метил-піримідиніл-5-метильного замісника на швидкість розкриття бензтіазолієвого циклу і подано квантовохімічні розрахунки та стереохімічні моделі ймовірних інтермедіатів цієї реакції. Обговорюються результати дослідження перетворень солей тіазолію в міцелярному середовищі в присутності ацетилбензоїлу. Проаналізовано взаємодію ліпофільних тіазолієвих катіонів з фотофосфори-люючою системою хлоропластів.

Спін-мічений іон тіазолію: рН-залежне зв’язування міцелою

Стабільні нітроксильні радикали застосовуються в біоорганічній хімії для дослідження біорегуляторів та процесів, що відбуваються за їх участю, методом ЕПР (Жданов, 1981; Likhtenshtein et al., 2000). Нами вперше синтезовано парамагнітні структурні аналоги вітаміну В1 -  3-[(1-оксил-2,2,6,6-тетраметилпі-перидиніл-4)амінокарбонілметил]-4,5-диметилтіазолій хлорид  (1) і 3-[(1-ок-сил-2,2,6,6-тетраметилпіперидиніл-4)амінокарбонілметил]-4-метил-5-[2-(ада-мантил-1-карбонілокси)етил]тіазолій хлорид (2). Методом ЕПР досліджено властивості вільних радикалів 1 і 2 при взаємодії з катіонними та аніонними міцелами в фосфатному буфері (рН 6 і рН 7,6) в інтервалі температур від 20оС до 60оС. Вид спектрів ЕПР спінових зондів 1, 2 в міцелярному розчині визначається рядом факторів, найсуттєвішими з яких є константи надтонкої взаємодії та час кореляції обертальної дифузії (τс). За умов дослідів величина τс відповідала закономірностям „швидкого” ізотропного обертання.
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	      Залежності lnτс  від 1/T в системі з доде-цилсульфатом натрію (SDS) при рН 6 характеризуються максимумом, а при рН 7,6 спостерігається монотонне зниження часу кореляції обертальної дифузії вільних радикалів  1 і 2 (рис. 1). Облаштування в псевдоміцелярну фазу радикалів 1 та 2 при рН 6  відбувається з підвищенням температури від 20оС до 35оС. При температурі від 35оС до 60оС енергії активації обертальної дифузії сполук  1 та 2 приблизно рівні.


Ці дані вказують на те, що ефективність взаємодії спін-міченого тіазолієвого іону з аніонною міцелою SDS може визначатися величиною рН середовища.  

Зв’язування радикалу 1 міцелами, які утворені цетилтриметиламоній бромідом (CTAB),  при рН 6 та 7,6  є менш значним (рис. 2). Однак у випадку радикалу 2, що вміщує гідрофобний замісник у положенні 5, при рН 7,6 з підвищенням температури інтенсивність обертання суттєво знижується (величина τс зростає), що свідчить про можливі перетворення тіазолієвого іону при взаємодії з гідроксид-іонами, які концентруються рядом з катіонними центрами надмолекулярного асоціату. 

	часу кореляції обертальної дифузії радикалів 1 (1, 3) і 2 (2, 4) при рН 6 (1, 2) і 7,6 (3, 4) в присутності SDS.
	часу кореляції обертальної дифузії радикалів 1 (1, 2) і 2 (3, 4) при рН 6 (1, 3) і 7,6 (2, 4) в присутності CTAB.


	       Це припущення підтверджується впливом на форму спектру ЕПР реагенту Еллмана - 5,5(-дитіобіс-2-нітробензойної кислоти (рис. 3). Очевидно, до подальшого зменшен-ня обертальної рухливості вільного радикалу приводить розкриття тіазолієвого циклу  та взаємодія тіольної форми з сульфгідрильним реагентом, що концентрується в не-полярній області міцели. Залежність  ln(с  від 1/Т корелює з температур-ною залежністю параметру гідро-фобності (h), розрахованого з конс-тант надтонкої взаємодії радикалу 2 в цій міцелярній системі, воді та бензолі (3 об. % метанолу) (рис. 3). Ймовірні перетворення спін-міченого іону 2 демонструє схема:
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       Рис. 3. Температурна залежність часу  кореляції обертальної дифузії (1, 2)   і параметру гідрофобності (3, 4) радика-лу 2  при рН 6 (1, 3) і 7,6 (2, 4) в при-сутності CTAB і реагенту Еллмана.


Таким чином, введення 1-оксил-2,2,6,6-тетраметилпіперидинільного залишку в структуру замісника в положенні 3 тіазолієвого циклу дозволяє методом ЕПР продемонструвати його властивості в міцелярних системах, зокрема: рН-залежне (конкурентний вплив протонів) зв'язування міцелою SDS;  рН-залежне зв'язування міцелою CTAB, спричинене хімічними перетвореннями гідрофобного іону тіазолію за участю гідроксид-іонів.  
Кінетичні закономірності розкриття тіазолієвого циклу тіаміну і його структурних аналогів в присутності загальної основи

Кінетику  розкриття тіазолієвого циклу в присутності загальної основи (трис-HCl-буфер) досліджували, використовуючи спряжену реакцію тіол-дисульфідного обміну ентіольної форми, що утворюється, з 5,5(-дитіобіс-2-нітробензоатом. Для того, щоб оцінити вплив 4-аміно-2-метилпіримідиніл-5-метильного замісника в положенні 3 тіазолієвого циклу, реакційну здатність вітаміну В1 (3) порівнювали з реакційною здатністю його структурних аналогів  4-8. 
Було встановлено, що початкова швидкість утворення 5-тіо-2-нітро-бензоату зростає пропорційно збільшенню концентрації тіаміну або солі тіазолію, а константи швидкості, що спостерігаються, не змінюються при різних концентраціях реагенту Еллмана. Це свідчить про перший порядок реакції за тіазолієвою сіллю і нульовий порядок за 5,5(-дитіобіс-2-нітро-бензойною кислотою. З нахилу залежностей отриманих констант швидкості псевдопершого порядку (k1obs) від концентрації трис-НСl-буферу, що були лінійними в інтервалі рН 7,8-8,4, розраховано уявні константи швидкості каталізу трис(гідроксиметил)амінометаном у складі буферу. Відрізок, що відтинається на осі ординат, відповідає константі швидкості k(o, яка пов'язана з іншими  реакціями,  що  каталізуються водою  та іонами   гідроксиду. Тобто,  ці залежності описуються рівнянням: 

k1 obs = k(o + k B(( [буфер],

де - k B(( – уявна константа швидкості каталізу трис-НСl-буфером. 

Згідно приведеної нижче схеми реакція включає нуклеофільну атаку гідроксид-іону в положення 2 тіазолієвого іону (Q), наступний розрив С(2)-S-зв'язку нейтрального тетраедричного інтермедіату То з утворенням ентіоляту TS і його взаємодію з реагентом Еллмана (RSSR). 
При стаціонарності ентіоляту TS  швидкість реакції утворення 5-тіо-2-нітробензоату, що каталізується загальною основою (В), можна представити рівнянням   

                                            kB k2 [B] [RSSR][Q]       


де KT – константа рівноваги на стадії утворення нейтрального тетраедричного інтермедіату То, kB – константа швидкості на стадії утворення інтермедіату ТS, k2 – константа швидкості взаємодії ентіоляту ТS з 5,5(-дитіобіс-2-нітро-бензоатом. 

За умови, що k2[RSSR]((k-1[BH+], справедливе рівняння 
(k1obs – ko()(1+ [H+]/KWKT ) = k(В [буфер]
де k(В - константа швидкості каталізу загальною основою з урахуванням вкладу нейтрального тетраедричного інтермедіату То, а значення ko( визначається виразом: 

ko( = (kH2O + kHO- [HO-])/(1+ [H+]/KWKT ) 
Для ряду тіазолієвих солей KT=106,9 (Washabaugh et al., 1993, 1996).  Дані рис. 4 вказують на те, що немає суттєвих відмінностей в порядку значень констант швидкості k′o при перетвореннях тіаміну та його структурного аналога – 3-(4-нітробензил)-4-метил-5-(2-гідроксиетил)тіазолій хлориду. При цьому зміна значень k′o з підвищенням рН задовільно узгоджується зі зміною констант швидкості реакції розкриття тіазолієвого циклу у відсутності 5,5(-дитіобіс-2-нітробензоату, визначених в карбонатному буфері при рН 10-10,7 (kobs). 

Уявні константи швидкості каталізу трис-НСl-буфером (k(В), що враховують частку То у рівновазі з тіазолієвим іоном Q (розрахунки при KT=106,9), прямо пропорційні концентрації непротонованого трис(гідрокси-метил)амінометану у складі буферу. Екстраполяція лінійної залежності до 100% загальної основи дає константу каталізу kВ (рис. 5, табл. 1). 

Таблиця 1. 

Константи швидкості каталізу трис(гідроксиметил)амінометаном та гідроксид-іоном реакції розкриття тіазолієвого циклу тіаміну (3) і його структурних аналогів 4-8.

	Сіль тіазолію
	kВ(105, М-1с-1
	kНО-, М-1с-1

	3
	11,0
	7,3

	4
	1,8
	1,2

	5
	3,4
	2,5

	6
	3,5
	0,9

	7
	26,1
	

	8
	9,6
	6,1


Вплив замісників у положенні 3 тіазолієвого циклу вітаміну В1 і його структурних аналогів 4, 5, 7, 8 на швидкість реакції розкриття тіазолієвого циклу, яка каталізується загальною основою, вкладається в кореляційні співвідношення Гаммета (рис. 6, без врахування значення kB для окситіаміну). 
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        Рис 6. Залежність lg kB від параметра Гаммета σI замісника в положенні 3 тіаміну (3) та солей тіазолію 4, 5, 7, 8.
	     Отже, роль 4-аміно-2-метилпіри-мідиніл-5-метильного замісника в положенні 3 тіазолієвого циклу тіаміну визначається тільки його індуктивним ефектом. Очевидно, в інтервалі рН 7,8-8,4 немає істотних розходжень  в механізмах розкриття тіазолієвого циклу тіаміну і солей тіазолію 4, 5, 7, 8. Значення ( (рис. 6) для каталізу трис(гідроксиме-тил)амінометаном дорівнює 7,3±0,6 (коефіціент кореляції 0,98). Разом з тим, специфічна роль замісника в положенні 3, що приводить до зменшення константи  kB,  проявля-ється в процесі розкриття тіазоліє-вого циклу окситіаміну (6) (рис. 5, табл. 1).


Вплив трис-НСI-буферу на швидкість розкриття тіазолієвого циклу тіаміну представляється як каталіз загальною основою перетворення нейтрального тетраедричного інтермедіату реакції То в ентіолят ТS. Механізм цієї стадії може включати узгоджений чи послідовний перенос протону. Часткове зниження значення kB розкриття тіазолієвого циклу при використанні як субстрату окситіаміну вказує на можливість реалізації внутрішньомо-лекулярних С(4()О∙∙∙Н-О-С(2)-взаємодій, що змінюють кислотність протону гідроксильної групи нейтрального тетраедричного інтермедіату. 

Вплив 4-аміно-2-метилпіримідиніл-5-метильного замісника на швидкість розкриття бензтіазолієвого циклу. Квантовохімічні розрахунки і стереохімічні моделі інтермедіатів реакції

Як модельні сполуки використовували 3-[(4-аміно-2-метилпіримідиніл-5)метил]бензтіазолій хлорид гідрохлорид  (9) і 3-бензилбензтіазолій хлорид (10). В водних буферних розчинах (рН 5,2-7,95) сіль бензтіазолію 9  знаходиться в рівновазі з продуктом, не протонованим по атому азоту в положенні 1′ (рКа′=5,38, Washabaugh, 1996).  
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 Розкриття бензтіазолієвого циклу сполук 9 і 10 в фосфатному буфері підкоряється закономірностям зворотних реакцій псевдопершого порядку. При рН 5,2-6,5 значення констант швидкості псевдопершого порядку обох реакцій приблизно рівні, але при рН>7 реакційна здатність бензтіазолієвого іону 9 нижча від реакційної здатності його бензильного аналога 10 (рис. 7). 
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    Рис. 7. рН-Залежність k1obs розкриття циклу солей бензтіазолію 10 (1) і 9 (2).
	Константа швидкості прямої реакції перетворення 3-[(4-аміно-2-метилпіримідиніл-5)метил]бензтіазо-лієвого іону при рН 7,9 складає 6,9(10-4 с-1, зворотної – 6,7(10-4 с-1. Для  3-бен-зилбензтіазолій хлориду значення констант прямої і зворотної реакції дорівнюють 4,3(10-3 с-1 та 1,0(10-3 с-1, відповідно. Відмінності в значеннях k1obs (рис. 7) не можна пояснити індук-тивними ефектами замісників у поло-женні 3 бензтіазолієвого циклу, оскіль-ки відомо, що константи σІ дорівню-ють 0,03 для бензильного, 0,07 для      4-аміно-2-метилпіримідиніл-5)метиль-ного і 0,12 для протонованого 4-аміно-2-метилпіримідиніл-5-метильного за-місників, відповідно.


Для з’ясування можливої ролі 4-аміно-2-метилпіримідиніл-5-метильного фрагменту в процесі розкриття бензтіазолієвого циклу солі 9 за допомогою квантовохімічних розрахунків у валентному наближенні РМ3 нами вивчено просторову та електронну будову проміжних сполук реакції. За аналогіями з вітаміном В1 (Shin et al., 1993) конформацію солі бензтіазолію представляли значеннями торсійних кутів (T=С(5()-С(3,5()-N(3)-C(2) і  (Р= N(3)-С(3,5()-C(5()-С(4(). Розрахунки (Нутв. свідчать, що найбільш ймовірними у вакуумі є V-форми ((T≈±90o и (Р≈(+90o) інтермедіатів розкриття 3-[(4-аміно-2-метилпіримідиніл-5)метил]бензтіазолієвого циклу з внутрішньомолекулярним N(4()-H(((O(2()-водневим зв’язком (структури 11 і 12). Віддаль між атомом водню 4(-аміногрупи і атомом кисню (структура 12) складає 1,67 Å, а значення кута N(4()-Н-O(2() - 164,5о. Можна припустити, що реалізація подібних взаємодій у розчині буде впливати на перехідний стан стадії розриву С(2)-S-зв’язку тетраедричного інтермедіату 12. 
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Перетворення 3-алкілоксикарбонілметилтіазолій хлоридів в змішаних міцелах при взаємодії з ацетилбензоїлом

Окиснювальний розклад 1,2-дикетонів в присутності СТАВ і гідрофобних солей тіазолію як каталізаторів моделює фосфорокластичні реакції ТДФ-залежних ферментів (Shinkai еt al., 1983). Методом ВЕРХ і спектрофотометрії нами досліджено перетворення ацетилбензоїлу та 2,6-дихлорфеноліндофенолу (фосфатний буфер, рН 7,5)  в міцелах СТАВ в присутності 3-алкілоксикарбоніл-метил-4-метил-5-(2-гідроксиетил)тіазолій хлоридів 13-20. З’ясувалося, що за умов реакції відбувається не каталітична реакція, а розкриття тіазолієвого циклу і окиснення органічного каталізатора.  
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Ймовірна схема перетворень солей тіазолію 13-20 в змішаних катіонних міцелах включає утворення адукту тіазолієвого іону з ацетилбензоїлом і подальше розкриття тіазолієвого циклу та окиснення тіольної форми 2,6-ди-хлорфеноліндофенолом. При цьому швидкість розкриття тіазолієвого циклу в міцелярній системі з ацетилбензоїлом значно перевищує швидкість аналогічних реакцій у відсутності субстрату. Прискорення реакції тіолізації за наявності  1,2-дикетону спостерігається і при визначенні ентіоляту за допомогою          5,5(-дитіобіс-2-нітробензойної кислоти. 

Кінетичні дослідження показали, що відновлення 2,6-дихлорфенол-індофеноляту в міцелярному розчині характеризується першим порядком за тіазолієвою сіллю і першим порядком за окисником. Порядок реакції за ацетилбензоїлом змінюється від першого до нульового. Розраховані на основі даних кінетики константи швидкості k2obs зростають при переході від сполук 13, 16, 18 до солей 14, 15, 19, 20 зі збільшенням гідрофобності вуглеводневої частини замісника в положенні 3 тіазолію (табл. 2). В присутності 3-етил-оксикарбонілметил-4-метил-5-(2-гідроксиетил)тіазолій хлориду (17) концентра-ція 2,6-дихлорфеноліндофенолу не змінювалася. 

	Таблиця 2. 

Константи швидкості відновлення 2,6-дихлорфеноліндофеноляту натрію при взаємодії з 3-алкілоксикарбоніл-метил-4-метил-5-(2-гідроксиетил)тіазо-лій хлоридами (16-23) і ацетилбензоїлом в міцелах СТАВ. 

Тіазолієва сіль

k2obs, M-1c-1
13

1,11(0,33

14
4,67(0,11

15
5,57(1,45

16
1,74(0,45

18
1,11(0,30

19

9,35(1,87

20

10,87(1,66


	
	      Очевидно, ліпофільність тіазо-лієвих солей як структурних аналогів вітаміну В1 може бути важливим, однак недостатнім фактором їх біологічного впливу. Дослідження фізіологічної дії солей тіазолію, виконані проф. О.В. Романенком та С.Є. Шепелє-вим показали, що з числа сполук 13, 14, 16, лише 3-(l-ментил-3-оксикарбонілметил)-4-метил-5-(2-гідроксиетил)тіазолій хлорид (16) є ефективним блокатором холінер-гічної нервово-мускульної переда-чі в скелетних мускулах тепло-кровних тварин. 




Вплив ліпофільних тіазолієвих катіонів

на фотофосфорилюючу систему хлоропластів

Багато сполук, що взаємодіють з функціональними системами тилакоїдних мембран, є органічними катіонами з гідрофобними замісниками. Ми припустили, що лабільність тіазолієвого циклу з ліпофільним замісником може сприяти його переміщенню, а також фіксації природними мембранними структурами. З огляду на це були синтезовані та досліджені як інгібітори ФМС-залежного фотофосфорилювання в хлоропластах гороху солі тіазолію 21-28.  

 Виявилось, що важливим для інгібуючого впливу на активність хлоропластів є наявність бензильного замісника в положенні 3 тіазолієвого циклу інгібітора. Використання гідрохлориду 27 чи N-фенацильного похідного 28 приводило до зниження інгібуючого ефекту. Разом з тим, пригнічення активності хлоропластів в реакції фотофосфорилирования підсилювалось при спільній дії тіазолієвого іону та катіону цетилтриметиламонію. Так, окремо     3-бензил-4-метил-5-[2-(адамантил-2-ацетокси)етил]тіазолій хлорид (5∙10-5 М) (24) і СТАВ (5∙10-5 М) мало впливали на ФМС-залежну реакцію, а при спільній дії ці органічні катіони інгібували її більше, ніж на 60%. При цьому витрачання неорганічного фосфату в реакційній суміші корелювало з перетворенням АДФ в АТФ. Ймовірний механізм синергічної дії тіазолієвої солі і СТАВ може включати формування ними змішаних надмолекулярних асоціатів. 

Зв'язування тіазолієвого іону хлоропластами вивчено нами за допомогою спін-міченого 3-[(1-оксил-2,2,6,6-тетраметилпіперидиніл-4)амінокарбонілме-тил]-4-метил-5-[2-(адамантил-1-карбонілокси)етил]тіазолій хлориду (2). Залеж-ність ln(с від 1/T у середовищі без хлоропластів і з хлоропластами характеризувалася монотонною зміною інтенсивності обертання парамагнітної сполуки 2 в інтервалі температур від 20оС до 60оС (рис. 8, криві 1 і 2). При цьому нахил залежностей, що характеризує енергію активації обертальної дифузії вільного радикалу, в присутності хлоропластів є меншим (рис. 8, крива 2). За наявності 5∙10-5 М 3-бензил-4-метил-5-[2-(адамантил-2-ацетокси)етил]-тіазолій хлориду (24) спостерігалися якісні зміни характеру залежності ln(с радикалу 2 від 1/T (рис. 8, крива 3). Отримані результати свідчать про іммобілізацію вільного радикалу 2 хлоропластними структурами та чутливість спінового зонду до змін у його найближчому оточенні. 

Ступінь інгібування активності хлоропластів солями 21-26 зростала зі збільшенням ліпофільності замісника в положенні 5 тіазолієвого іону (рис. 9). Найменш ефективним був вплив похідних тіазолію 21 і 22. В ряду сполук 23-26 інгібування на  фоні СТАВ (5∙10-5 М)  найбільшою мірою виявлялося при дії    3-бензил-4-метил-5-[2-(адамантил-2-ацетокси)етил]тіазолій хлориду (24) і        3-бензил-4-метил-5-[2-(3-метиладамантил-1-ацетокси)етил]тіазолій хлориду (25). Інгібування початкової швидкості реакції відносно даних контрольних дослідів в присутності СТАВ (5∙10-5 М) і сполуки 25 в концентраціях 5∙10-5 М, 2,5∙10-5 М, 1∙10-5 М складало 99%, 81% і 72%, відповідно. 

Очевидно, ліпофільні органічні катіони при концентруванні у внутрішньому просторі хлоропластів здатні адсорбуватися на гідрофобних ділянках тилакоїдних структур фотосистеми I. При цьому перетворення тіазолієвого іону, що супроводжуються розкриттям циклу, можуть сприяти переміщенню ефектора і його взаємодії з мембранними білками. 

ВИСНОВКИ 

1. Результати дисертаційної роботи свідчать, що для вивчення механізмів біологічного транспорту вітаміну В1 може бути застосований метод спінового зонду. Синтезовано спін-мічені тіазолієві солі, не заміщені у положенні 2, та досліджено їх спектральні властивості в модельних міцелярних системах додецилсульфату натрію і цетилтриметиламоній броміду. Встановлено, що зв’язування тіазолієвого іону міцелою залежить від температури і рН середовища.  
2. Аналіз кінетичних даних розкриття тіазолієвого циклу тіаміну і його структурних тіазолієвих аналогів при каталізі загальною основою в присутності 5,5(-дитіобіс-2-нітробензойної кислоти дозволяє зробити висновок, що вплив 4-аміно-2-метилпіримідиніл-5-метильного замісника на константу швидкості реакції визначається його індуктивним ефектом і не пов’язаний з внутрішньомолекулярною дією 4′-аміногрупи вітаміну В1. Разом з тим, специфічна роль замісника в положенні 3 проявляється в реакції розкриття тіазолієвого циклу окситіаміну. 
3. Запропоновано модель участі екзоциклічної 4′-аміногрупи в механізмі розкриття бензтіазолієвого циклу 3-[(4-аміно-2-метилпіримідиніл-5)метил]-бензтіазолієвого іону, яка заснована на кінетичних даних та квантово-хімічних розрахунках ймовірних інтермедіатів реакції (у вакуумі) і включає утворення внутрішньомолекулярного N(4()-H(((O(2()-водневого зв’язку. 
4. Результати дослідження біологічно активних 3-алкілоксикарбонілметил-4-метил-5-(2-гідроксиетил)тіазолій хлоридів в міцелах цетилтриметиламоній броміду вказують на те, що за наявності карбонільного субстрату (фосфатний буфер, рН 7,5) перебіг каталітичної реакції супроводжується розкриттям тіазолієвого циклу каталізатора. Константи швидкості окиснювальних перетворень солей тіазолію в присутності ацетилбензоїлу і 2,6-дихлорфеноліндофенолу зростають зі збільшенням гідрофобності вуглеводневої частини замісника в положенні 3 тіазолієвого циклу. 
5. Знайдено, що 3-бензил-4-метил-5-(2-ацилоксиетил)тіазолієві солі ефективно інгібують ФМС-залежне фотофосфорилювання, а спіновий зонд -                 3-[(1-оксил-2,2,6,6-тетраметилпіперидиніл-4)амінокарбонілметил]-4-метил-5-[2-(адамантил-1-карбонілокси)етил]тіазолій хлорид -  зв’язується хлоро-пластами гороху. Вплив тіазолієвого іону на функціонування фотосистеми I зростає за наявності цетилтриметиламоній броміду і забезпечується ліпофільним ацильним фрагментом в структурі замісника в положенні 5 та бензильним залишком біля четвертинного атому азоту. 
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АНОТАЦІЇ

Бугас Р.В. Моделювання перетворень вітаміну В1 і його структурних тіазолієвих аналогів в процесах біологічного транспорту. – Рукопис.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата хімічних наук за спеціальністю 02.00.10 – біоорганічна хімія. – Інститут біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України, Київ, 2004.

Встановлено кінетичні закономірності розкриття тіазолієвого циклу вітаміну В1 і ряду його структурних аналогів. Методом ЕПР вивчено спектральні властивості парамагнітних солей тіазолію в модельних міцелярних системах. Зв(язування спін-міченого органічного катіону міцелою, що виявляється в збільшенні часу кореляції обертальної дифузії вільного радикалу, залежить від гідрофобності замісника в положенні 5 тіазолієвого циклу, температури і рН розчину. Значення констант швидкості реакції розкриття тіазолієвого циклу, що її каталізує основний компонент трис-НСI-буферу, корелюють з індуктивним ефектом замісників у положенні 3, в тому числі        4-аміно-2-метилпіримідиніл-5-метильного замісника тіаміну. Запропоновано модель участі екзоциклічної аміногрупи в механізмі розкриття 3-[(4-аміно-2-метилпіримідиніл-5)метил]бензтіазолієвого іону. Встановлено, що 3-бензил-4-метил-5-(2-ацилоксиетил)тіазолієві солі ефективно інгібують циклічне фотофосфорилювання в ізольованих хлоропластах гороху. 

Ключові слова: тіамін, тіазолієвий іон, розкриття циклу, спіновий зонд, міцела, моделювання, хлоропласти, фотофосфорилювання, механізми реакцій.

Бугас Р.В Моделирование превращений витамина В1 и его структурных тиазолиевых аналогов в процессах биологического транспорта. – Рукопись.

Диссертация на соискание ученой степени кандидата химических наук по специальности 02.00.10 – биоорганическая химия. – Институт биоорганической химии и нефтехимии НАН Украины, Киев, 2004.

Диссертация посвящена моделированию превращений витамина В1 и его структурных тиазолиевых аналогов в процессах биологического транспорта.

Впервые синтезированы парамагнитные 3-[(1-оксил-2,2,6,6-тетраметил-пиперидинил-4)аминокарбонилметил]-4,5-диметилтиазолий хлорид и 3-[(1-ок-сил-2,2,6,6-тетраметилпиперидинил-4)аминокарбонилметил]-4-метил-5-[2-(ада-мантил-1-карбонилокси)этил]тиазолий хлорид. Методом ЭПР-спектроскопии изучены свойства этих соединений в водных мицеллярных растворах в присутствии додецилсульфата натрия (SDS) и бромистого цетилтриметил-аммония (CTAB). Связывание спин-меченых органических катионов мицеллами, проявляющееся в увеличении времени корреляции вращательной диффузии ((с), зависит от природы мицеллы, гидрофобности заместителя в положении 5 тиазолиевого цикла, температуры и рН раствора. Существенное возрастание (с при взаимодействии 3-[(1-оксил-2,2,6,6-тетраметилпиперидинил-4)аминокарбонилметил]-4-метил-5-[2-(адамантанил-1-карбонилокси)этил]тиа-золий хлорида с мицеллой СТАВ при рН 7,6 по сравнению с рН 6 вызвано раскрытием тиазолиевого цикла спин-меченого соединения.
Исследованы кинетические закономерности раскрытия тиазолиевого цикла тиамина и его структурных аналогов при катализе общим основанием в присутствии 5,5(-дитиобис-2-нитробензойной кислоты в трис-НСI-буфере при 22оС и ионной силе 1,0 моль/л. Установлено, что значения констант скорости реакции, катализируемой основным компонентом трис-НСI-буфера, коррелируют с индуктивным эффектом заместителей в положении 3 тиазолиевого цикла 3-R-4-метил-5-(2-гидроксиэтил)тиазолиевого иона, в том числе 4-амино-2-метилпиримидинил-5-метильного заместителя тиамина.

Константы скорости  обратимого раскрытия цикла 3-[(4-амино-2-метилпиримидинил-5)метил]бензтиазолиевого иона в фосфатном буфере при рН 7,3-7,95 являются более низкими по сравнению с константами скорости превращения иона 3-бензилбензтиазолия. С помощью квантовохимических расчетов в валентном  приближении РМ3 изучено пространственное и электронное строение предполагаемых интермедиатов раскрытия цикла           3-[(4-амино-2-метилпиримидинил-5)метил]бензтиазолий хлорида, катализиру-емого основанием. Вероятными являются V-конформеры с внутримолекуляр-ной N(4()-H(((O(2()-водородной связью.

Рассмотрены механизмы превращений 3-алкилоксикарбонилметил-4-метил-5-(2-гидроксиэтил)тиазолий хлоридов при взаимодействии с ацетилбензоилом и 2,6-дихлорфенолиндофенолятом натрия в присутствии мицелл бромистого цетилтриметиламмония при рН 7,5. Превращения включают стадии образования аддукта тиазолиевого иона с субстратом, последующего раскрытия тиазолиевого цикла и окисления тиольной формы. Восстановление  2,6-дихлорфенолиндофенолята  характеризуется первым порядком по тиазолиевой соли и первым порядком по окислителю. Порядок реакции по ацетилбензоилу изменяется от первого к нулевому. Наблюдаемые константы скорости второго порядка зависят от гидрофобности углеводородной части заместителя в положении 3 тиазолия. 

Установлено, что циклическое фотофосфорилирование с феназин-метосульфатом в изолированных хлоропластах гороха ингибируется 3-бензил-4-метил-5-(2-ацилоксиэтил)тиазолиевыми солями, содержащими в положении 5 липофильный ацильный фрагмент норборнан-2-карбоновой, адамантан-1-карбоновой, адамантан-2-карбоновой, адамантил-2-уксусной, 3-метил-адамантил-1-уксусной и дифенилуксусной кислот. Степень ингибирования синтеза АТФ возрастала при совместном действии тиазолиевой соли и СТАВ в концентрациях, которые не обеспечивали значительного влияния этих соединений в отдельности. Проанализирована зависимость ингибирования фотофосфорилирующей активности хлоропластов от природы заместителей в положениях 3 и 5 тиазолиевого иона. Методом ЭПР изучено связывание  хлоропластами спинового зонда - 3-[(1-оксил-2,2,6,6-тетраметилпиперидинил-4)аминокарбонилметил]-4-метил-5-[2-(1-адамантоилокси)этил]тиазолий хлори-да. 

Ключевые слова: тиамин, тиазолиевый ион, раскрытие цикла, спиновый зонд, мицелла, моделирование, хлоропласты, фотофосфорилирование, механизмы реакций.

Bugas R.B.  The modelling of transformations of vitamin В1 and its structural analogues in processes of biological transport. – Manuscript.

Thesis for the candidate degree in chemical sciences, speciality 02.00.10 – bioorganic chemistry. – Institute of Bioorganic Chemistry and Petrochemistry of National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv, 2004.

Kinetic behaviours for thiazolium ring opening of thiamine and its structural analogues have been determined. Properties of paramagnetic thiazolium salts in model biomimetic systems were investigated by EPR spectroscopy. Binding of spin-labeled organic cations to the SDS and CTAB micelles revealed by increase of apparent rotational correlation time depends on the nature of the micelle, hydrophobisity of substituent in position 5 of thiazolium cycle, temperature and pH of solution. The values of the rate constants for reaction catalyzed by buffer base correlate with inductive effect of substituents at position 3 of thiazolium cycle of      3-R-4-methyl-5-(2-hydroxyethyl)thiazolium ion, including 4-amino-2-methylpyrimi-dinyl-5-methyl substituent of thiamine. The model of participation of exocyclic amino group in the mechanism of ring-opening of 3-[(4-amino-2-methylpyrimidinyl-5)methyl]benzothiazolium ion was proposed. It was established that cyclic photophosphorylation in isolated pea chloroplasts is effectively inhibited by             3-benzyl-4-methyl-5-(2-acyloxyethyl)thiazolium salts. 
 Key words: thiamine, thiazolium ion, ring-opening, spin-labeled thiazolium ion,  micelle, modelling, chloroplasts, photophosphorylation, mechanisms of reaction.
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		Т, рН 8						[тиамин]		pH 7,8		pH 7,8		pH 7,8		pH 8		pH 8		pH 8

		0.025		0.0000133588				0

		0.05		0.000014631				0.001		0.0000000084		0.0000000086		0.0000000083		0.0000000151		0.0000000143		0.0000000146

		0.075		0.0000149491				0.0005		0.0000000045		0.0000000051		0.0000000052		0.0000000073		0.0000000083		0.0000000076

		0.1		0.0000152672				0.00025		0.0000000025		0.000000003		0.0000000032		0.0000000046		0.0000000051		0.0000000043

		0.125		0.0000162214				0.00075		6.30E-09		0.0000000068				0.0000000121

		Рис. 2,а		Тиамин

				Т, рН 8		8.4

		0

		0.025		0.0000133588		0.0000311705

		0.05		0.000014631		0.0000318066														y = 0,0000509x + 0,0000296

		0.075		0.0000149491		0.000033715														R2 = 0,9708738

		0.1		0.0000152672		0.0000343511

		0.125		0.0000162214		0.0000362595

																				y = 0,0000254x + 0,0000130

		Рис. 2,б		ОТ																y = 0,0000153x + 0,0000092

				pH 8		8.4														R2 = 0,7200000

		0

		0.025		0.0000060433		0.000009383

		0.05		0.0000063613		0.0000104962

		0.075		0.0000066794		0.0000098601

		0.1		0.0000066794		0.0000108142

		0.125		0.0000069975		0.0000111323

																				y = 0,0000089x + 0,0000059

																				R2 = 0,9423077

		Рис. 3

		pH		множитель		%		T		OT		%		T		OT

						0						0

		7.8		1.1995262315		18.9904841395		0.000017				18.9904841395		0.0000203919

		7.9		1.1584893192		22.7871326531		0.0000204				22.7871326531		0.0000236332

		8.1		1.1		31.8678164834		0.0000305		0.0000102		31.8678164834		0.00003355		0.00001122

		8.3		1.0630957344		42.5719796345		0.0000407		0.000014		42.5719796345		0.000043268		0.0000148833

		8.4		1.0501187234		48.2737475568				0.0000153		48.2737475568				0.0000160668

		8		1.1258925412		27.0890037102		0.0000254		0.0000089		27.0890037102		0.0000285977		0.0000100204

		8.1		1.1		31.8678164834		0.0000267				31.8678164834		0.00002937

		8.2		1.0794328235		37.0611452782		0.0000433		0.0000127		37.0611452782		0.0000467394		0.0000137088

		8.3		1.0630957344		42.5719796345		0.0000445				42.5719796345		0.0000473078

		8.4		1.0501187234		48.2737475568		0.0000509				48.2737475568		0.000053451

		Рис. 4

		pH		log k

				T*				OT*				NO2				TMP

		7.8		-5.0697319016								-4.9342185161

		7.9		-4.9448818902								-4.8323042449

		8.1		-4.7544873322								-4.6384610287

		8.3		-4.6389738733								-4.4764979763

		8.4										-4.3670382901

		8		-4.8345597057				-5.1776510463				-4.683685235				-5.2757241304

		8.1		-4.8093882022				-5.1390633793								-5.2006594505

		8.2		-4.6972914358				-5.063714393								-5.1426675036

		8.3		-4.6174017672				-5.0869368992								-5.0705810743

		8.4		-4.507469887				-5.0149737707								-4.9706162223

		10		-3.1073589968				-3.2757241304				-3.0596827784				-3.3819519033

		10.25		-2.9481542613				-3.2468762206				-2.8446639625				-3.3767507096

		10.5		-2.7378509473				-3.167318226				-2.7304870558				-3.2740883677

		10.7		-2.5815329791				-3.1022638326				-2.638272164				-3.2062096153

																																																																												То же, с п-нитробензильным

																																																																														%		T		OT		NO2

																																																																														0

																																																																												7.8		18.9904841395		0.0000203919				0.0000167934

																																																																										k2		7.9		22.7871326531		0.0000236332				0.0000236332

																																																																						T		0.00000108		0.000108		8.1		31.8678164834		0.00003355		0.00001122		0.00002519

																																																																						OT		0.00000035		0.000035		8.3		42.5719796345		0.000043268		0.0000148833		0.000043268

																																																																												8.4		48.2737475568				0.0000160668		0.0000504057

		Рис. 5																																																																										8		27.0890037102		0.0000285977		0.0000100204		0.000020829

		Cоль		kB		k(HO-)		Константа		lgkB				lgk2																																																														8.1		31.8678164834		0.00002937

		3-Methyl		0.000018		0.8728		-0.01		-4.7447274949				-0.0590852624																																																														8.2		37.0611452782		0.0000467394		0.0000137088

		87-89		0.000034		1.9853		0.03		-4.468521083				0.2978261426																																																														8.3		42.5719796345		0.0000473078

		Тиамин		0.000108		4.6258		0.07		-3.9665762445				0.6651868518																																																														8.4		48.2737475568		0.000053451

		ОТ		0.000035		0.6672		0.07				-4.4559319556				-0.1757439624

		С2-Т		0.000264				0.15		-3.5783960731

		NO2		0.000096		3.3696		0.09		-4.017728767				0.5275783495

		Рис. 5

		Cоль		kB		k(HO-)		Константа		lgkB		lgk2

		3-Methyl		0.000018		0.8728		-0.01		-4.7447274949		-0.0590852624

		87-89		0.000034		1.9853		0.03		-4.468521083		0.2978261426

		Тиамин		0.000108		4.6258		0.07		-3.9665762445		0.6651868518

		ОТ		0.000035		0.6672		0.07						-4.4559319556		-0.1757439624

		С2-Т		0.000264				0.15		-3.5783960731

		NO2		0.000096		3.3696		0.09		-4.017728767		0.5275783495

		Константи швидкості розкриття тіазолієвого циклу тіаміну і його структурних аналогів

								kB,M-1c-1		kHO-M-1c-1						kB,M-1c-1		kHO-M-1c-1

								0.00011		4.63						0.00024		4.15

																0.000063		2.11

								0.000018		0.87

																0.000054		0.56

								0.000034		1.99

																0.000061		1.73

								0.000035		0.67

																0.000095

								0.00026

																0.000054

								0.000096		3.37
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		5.2		5.2

		5.5		5.5
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k1obs., с-1

0.0018

0.0021

0.0012

0.0015

0.0008

0.001

0.001

0.0009

0.0021

0.0007

0.004

0.0007

0.0031

0.0008

0.001358

0.001355

0.001965

0.001

0.002382

0.00121

0.0034
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0.0054

0.0053



Лист1

		pH		110		111

		5.2		0.0018		0.0021

		5.5		0.0012		0.0015

		6		0.0008		0.001

		6.5		0.001		0.0009

		7		0.0021		0.0007

		7.6		0.004		0.0007

		7.7		0.0031		0.0008

		7.95				0.001358				0.01

		7.8				0.001355				0.0103

		7		0.001965		0.001

		7.3		0.002382		0.00121

		7.6		0.0034		0.0011

		7.8		0.0043

		8		0.0059

		7		0.0017

		7.3		0.0027

		7.6		0.0036

		7.7		0.0036

		7.8		0.0045

		7.9		0.0054

		7.95		0.0053
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Диаграмма1

		0.0034112229		0.0034112229		0.0034112229		0.0034112229

		0.0033540164		0.0033540164		0.0033540164		0.0033540164

		0.003298697		0.003298697		0.003298697		0.003298697

		0.0032451728		0.0032451728		0.0032451728		0.0032451728

		0.0031933578		0.0031933578		0.0031933578		0.0031933578

		0.0030945381		0.0030945381		0.0030945381		0.0030945381

		0.0030016509		0.0030016509		0.0030016509		0.0030016509



1/T, oK -1

ln τс (c)

h

-22.3043732496

0.0729927007

-22.2479407616

0.0912408759

-22.2476032676

0.0912408759

-22.4308915953

0.0729927007

-22.1311195245

0.163

-22.4265950865

0.0547445255

-22.0487237206

0.1824817518

-22.3902986518

0.0547445255

-21.6351531146

0.218248

-22.4138686864
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0.3649635036

-22.3390109085
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0.4079562044
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		Рис. 1.

		0.0034129693		-21.8053215344				-20.8580477963		-22.3651597591

		0.0033557047		-21.775081858				-20.8662688923		-22.0361159502

		0.00330033		-21.78715331				-21.0814878005		-21.5036843921

		0.0032467532		-21.8632707523				-21.1912776878		-21.2981347524

		0.0031948882		-22.0806061979				-21.3504363534		-21.4248988677

		0.0030959752		-22.3160345367				-21.708447849		-21.7458329465

		0.003003003		-22.9559341197				-21.9850085322		-21.9998151025

		0.0033898305				-23.0397331592

		0.0033557047				-23.2716648975

		0.00330033				-22.9997141445

		0.0032467532				-22.0822417412

		0.0031948882				-22.2265250564

		0.0031446541				-22.3310872025

		0.0030959752				-22.4134520368

		0.0030487805				-22.6991825168

		0.003003003				-22.7944803801

		0.0029585799				-23.1145488723

		Рис. 2.

		0.0033898305		-22.8613987755		-22.7607057665

		0.0033557047		-22.9036332972		-22.9085909429

		0.00330033		-23.0403801491		-22.9426176491

		0.003236246		-23.0659791689		-23.1331747188

		0.0031948882		-23.1191228629		-23.3262931161

		0.0030959752		-23.2392593697		-23.4975347949

		0.003003003		-23.4723632207		-23.5221464285

		0.0034112229						-22.3162226628		-22.5935428909

		0.0033540164						-22.3215945704		-22.6806118388

		0.003298697						-22.3544980939		-22.5775535664

		0.0032451728						-22.4512921387		-22.4341104413

		0.0031933578						-22.4475679995		-22.2374065271

		0.0030945381						-22.6693168203		-22.0144581476

		0.0030016509						-22.6185272662		-22.0603312215

		Рис. 3.

		0.0034112229		-22.3043732496		0.073		-22.2479407616		0.091

		0.0033540164		-22.2476032676		0.091		-22.4308915953		0.073

		0.003298697		-22.1311195245		0.163		-22.4265950865		0.055

		0.0032451728		-22.0487237206		0.182		-22.3902986518		0.055

		0.0031933578		-21.6351531146		0.218		-22.4138686864		0.055

		0.0030945381		-21.323		0.365		-22.3390109085		0.109

		0.0030016509		-21.349		0.408		-22.2657681521		0.182
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