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Общая характеристика работы

Актуальность проблемы. В течение последних 20 лет происходило становление и развитие науки о конструировании ферментов с желаемыми характеристиками − энзиматической инженерии. Своему развитию эта область знания обязана революционным переменам в генной инженерии, позволяющей теперь производить любые изменения первичной структуры белка, секвенированию геномов, проекту «функциональная геномика» и развитию структурных методов исследования, благодаря которым необыкновенно расширилась база данных первичных и третичных структур ферментов. Огромные возможности для визуализации и анализа структурной информации дает развитие компьютерной техники. 

Получение ферментов с промышленно важными свойствами и, в частности, с измененной субстратной специфичностью стало одной из целей коммерческой энзимологии вследствие таких отличительных черт ферментативного катализа, как специфичность, работа в мягких условиях, способность катализировать реакции, которые невозможно осуществить методами классической химии, совместимость с окружающей средой. Однако успех создания таких ферментов напрямую зависит от глубины нашего понимания ферментативного катализа и, в частности, от адекватности теории, объясняющей субстратную специфичность. 

На сегодняшний день существует большое число примеров успешного получения ферментов с измененной селективностью действия. Однако примеров неудач также много. Вследствие этого исследование ферментов, чью селективность сложно объяснить на основе имеющейся теории, представляет особый интерес, поскольку это способствует углублению наших знаний о взаимосвязи их структуры и специфичности. Такие фундаментальные исследования, в конечном счете, приведут к созданию эффективной технологии получения новых биокатализаторов. Настоящая работа относится к их числу.
Металлокарбоксипептидаза Т Thermoactinomyces vulgaris (КПТ), открытая в нашей лаборатории, отличается от других охарактеризованных металлокарбоксипептидаз (МКП), таких как карбоксипептидаза А (КПА), карбоксипептидаза В (КПВ) и карбоксипептидаза О (КПО), тем, что на основании имеющейся трехмерной структуры фермента ее субстратную селективность сложно объяснить с позиций теории специфичности МКП. Карманы первичной специфичности КПТ и КПВ устроены сходно: оба обладают отрицательно заряженным остатком Asp и достаточно полярны. Тем не менее, если КПВ обладает узкой селективностью к субстратам с С-концевыми положительно заряженными остатками, то КПТ наиболее активна по субстратам с С-концевыми гидрофобными остатками. Активность по положительно заряженным субстратам у КПТ на два порядка хуже, чем у КПВ. Несмотря на присутствие отрицательного заряда в S1’-субсайте, КПТ отщепляет С-концевую Glu лучше, чем С-концевой Arg. Наличие трехмерных структур для обоих ферментов делает возможным выявление структурных детерминант, ответственных за те или иные особенности субстратной селективности КПТ, что может открыть путь для направленного изменения КПТ и получения на ее основе микробного фермента со специфичностью промышленно важной карбоксипептидазы В. В связи с этим исследование структурных основ субстратной специфичности КПТ является актуальным.
Цель и задачи исследования. Целью настоящего исследования явилось изучение роли аминокислотных остатков S1’-субсайта КПТ в определении субстратной специфичности фермента и поиск новых, не известных до настоящего момента, детерминант субстратной специфичности КПТ.

В соответствии с этой целью решались следующие задачи: конструирование мутантов КПТ с предполагаемой измененной селективностью действия на основе компьютерного анализа структур КПТ, КПА и КПВ; получение мутантных генов КПТ; экспрессия, ренатурация, активация и очистка мутантных белков; сравнительный анализ энзиматических и структурных свойств вариантов КПТ.

Научная новизна и практическая значимость работы. В ходе работы было получено и исследовано 12 вариантов КПТ, несущих замены в активном центре фермента и непосредственной близости от него. Впервые получен вариант КПТ, состав сорбционного центра которого полностью воспроизводит сорбционный центр КПВ, и изучены его кинетические и другие физико-химические характеристики. Показано, что имплантация сорбционного центра КПВ в КПТ не изменяет селективности действия последней. В то же время имплантация в КПТ основных структурных детерминант субстратной специфичности КПА и КПО (варианты КПТ D253G/T255I, а также КПТ D253G/T255K и КПТ D253G/T255R) позволила приблизить кинетические характеристики КПТ к КПА и заставила КПТ D253G/T255R гидролизовать преимущественно субстраты с отрицательно заряженной С-концевой аминокислотой (специфичность КПО). 

Впервые показана роль остатка Leu247 и структурного кальция как детерминант субстратной специфичности КПТ. 

Практическая значимость работы. Данная работа закладывает основы для получения микробных металлокарбоксипептидаз с уникальными свойствами, важными для использования этих ферментов в биотехнологических процессах.

Апробация работы. Результаты исследований были представлены на 31-м Конгрессе Федерации европейских биохимических обществ (Стамбул, Турция, 2006), Международной школе-конференции для молодых ученых «Системная биология и биоинженерия» (Москва, Россия, 2005), XVIII Зимней молодежной научной школе «Перспективные направления физико-химической биологии и биотехнологии» (Москва, Россия, 2006), 10-й Пущинской школе-конференции молодых ученых «Биология – наука ХХI века» (Пущино, Московская обл., Россия, 2006), Третьей международной научно-практической школе-конференции МЕДБИОТЕК-2006 «Актуальные вопросы инновационной деятельности в биологии и медицине» (Москва, Россия, 2006), VI Симпозиуме «Химия протеолитических ферментов» (Москва, Россия, 2007), III Симпозиуме «Белки и пептиды» (Пущино, Московская обл., Россия, 2007), 11-й Пущинской школе-конференции молодых ученых «Биология – наука ХХI века» (Пущино, Московская обл., Россия, 2007).

Диссертационная работа была апробирована на заседании секции молекулярной биологии Ученого совета ФГУП «ГосНИИгенетика» 03 июня 2008 г.
Публикации. По материалам диссертации опубликовано 10 печатных работ, в том числе две статьи. 
Структура и объем работы. Диссертация состоит из следующих разделов: введение, обзор литературы, материалы и методы, результаты, обсуждение, выводы и список литературы. Работа изложена на 224 страницах машинописного текста, включая 29 рисунков и девять таблиц. Список цитируемой литературы содержит 298 источников, в том числе девять на русском языке.
Основное содержание работы
1. Получение, очистка и определение кинетических характеристик КПТ дикого типа и ее мутантов
В работе исследуются кинетические характеристики 12 вариантов КПТ. Ген срТ, кодирующий прокарбоксипептидазу Т дикого типа, был выделен из Thermoactinomyces vulgaris ранее (Smulevitch et al., 1991). Для получения мутантов гена срТ был использован метод ПЦР-мутагенеза с удлинением перекрывающихся фрагментов. Мутантные гены КПТ, кодирующие желаемые замены аминокислотных остатков, были клонированы в вектор pet23a и поставлены под контроль T7-промотора. Экспрессию генов осуществляли в штамме E.coli BL21(pLysS)DE3 в виде телец включения в количестве около 50% от общего белка. Тела включения растворяли в 8М мочевине и ренатурировали 10-кратным разбавлением в буфере состава 50 мМ Трис-HCl рН 8,0, 30%-ный глицерин (V/V), 0,5 М NaCl, 10 мМ CaCl2. Проферменты активировали субтилизином 72, который по окончании реакции ингибировали диизопропилфторфосфатом. Активированные ферменты очищали аффинной хроматографией на CABS-сефарозе (табл. 1). 

Таблица 1

Выход и чистота КПТ на различных стадиях процесса ренатурации, активации и очистки
	Стадия
	Общий выход, %

	Растворение в 8М мочевине
	100

	Ренатурация КПТ в буфере и Первое концентрирование
	14

	Обработка субтилизином
	7,5

	Второе концентрирование
	4,5

	Аффинная хроматография
	3


Выход ренатурированного, активированного и очищенного фермента составил около 3% от суммарного белка тел включения и около 9 мг на литр культуральной жидкости как для КПТ дикого типа, так и для всех ее мутантов. Конечная чистота вариантов была не менее 95% по данным ДСNа-ПААГ-электрофореза. Полученные таким образом препараты ферментов не содержали примеси субтилизина.
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Рис. 1. Спектры кругового дихроизма КПТ дикого типа и ее вариантов. Молярная эллиптичность [θ] выражена в град(см2(децимоль-1
Для определения кинетических характеристик КПТ использовали трипептидные субстраты ZAAL (активность фермента по А-типу), DnpAAR – (активность фермента по В-типу) и ZAAE. Последний позволяет детектировать активность глутамат-специфичных карбоксипептидаз. Кинетика гидролиза этих субстратов вариантами КПТ подчинялась уравнению Михаэлиса-Ментен за исключением гидролиза ZAAE мутантом КПТ L247N. 

Все исследованные в работе варианты КПТ были ренатурированы с выходами, сравнимыми с выходом ренатурации фермента дикого типа, обладали устойчивостью к действию субтилизина, способностью связываться с аффинным сорбентом и характеризовались наличием высокой удельной энзиматической активности. Кроме того, спектры кругового дихроизма вариантов были весьма схожи с таковым КПТ дикого типа (рис. 1). Состав вторичной структуры, рассчитанный для КПТwt: 35-36% аминокислотных остатков в α-конформации и 14-19% остатков в β-конформации, хорошо согласовался с данными рентгеноструктурного анализа: 37 и 14% соответственно. Все эти данные предполагают правильный фолдинг вариантов.

2. Изучение роли аминокислотных остатков S1’-субсайта на субстратную специфичность КПТ
2.1. Роль Asp253

При связывании с металлокарбоксипептидазой боковой радикал С-концевого остатка субстрата погружается в полость, называемую S1’-субсайтом зоны связывания, или «карманом» первичной специфичности фермента. Взаимодействие семи остатков, выстилающих поверхность кармана первичной специфичности, с боковым радикалом С-концевого остатка субстрата определяет субстратную специфичность МКП: остатки 203, 207, 243, 250, 253, 255 и 268 (нумерация КПА). При этом остаток в положении 255, как полагают, является ключевым для дискриминации гидрофобных и заряженных субстратов (табл. 2). 
Исследования КПВ, включающие рентгеноструктурный анализ и сайт-направленный мутагенез остатков кармана первичной специфичности, выявили ведущую роль Asp255 в связывании гуанидиновой группы С-концевого аргинина субстрата.

КПТ также способна связывать субстраты с С-концевым Arg, и в ее S1’-субсайте присутствует остаток Asp, хотя он расположен в отличном от 255 положении 253. Несмотря на различие в положении этих остатков у КПТ и КПВ предполагалось, что оба они функционируют одинаково.

Удаление отрицательного заряда из зоны связывания КПТ путем замены Asp253 на Gly (КПТ D253G) привело к ожидаемым изменениям кинетических параметров КПТ D253G (табл. 3 и табл. 4). Так, активность этого варианта на субстрате с С-концевым Arg упала примерно в 10 раз. В противоположность этому эффективность гидролиза отрицательно заряженного субстрата увеличилась в 6,5 раз. Это доказывает роль остатка Asp253 в связывании положительного и отталкивании отрицательного заряда аргининового и глутаматного субстратов соответственно.

Таблица 2

Аминокислотные остатки, определяющие субстратную специфичность МКП. Аминокислотные замены, внесенные в S1’-субсайт КПТ
	Аминокислотный остаток (нумерация КПА)

	Фермент
	203
	207
	243
	250
	253
	255
	268

	КПА
	Leu
	Gly
	Ile
	Ala
	Gly
	Ile
	Thr

	КПВ
	Leu
	Ser
	Gly
	Ala
	Gly
	Asp
	Thr

	КПО
	Leu
	Gly
	Ala
	Thr
	Gly
	Arg
	Thr

	КПТ
	Leu
	Gly
	Ala
	Thr
	Asp
	Thr
	Thr

	КПТ D253G
	
	
	
	
	Gly
	
	

	КПТ D253G/T255I
	
	
	
	
	Gly
	Ile
	

	КПТ D253G/T255K
	
	
	
	
	Gly
	Lys
	

	КПТ D253G/T255R
	
	
	
	
	Gly
	Arg
	

	КПТ1
	
	
	Gly
	
	
	
	

	КПТ2
	
	
	
	
	Gly
	Asp
	

	КПТ3
	
	
	Gly
	
	Gly
	Asp
	

	КПТ4
	
	Ser
	Gly
	
	Gly
	Asp
	

	КПТ5
	
	Ser
	Gly
	Ala
	Gly
	Asp
	


Примечание. Жирным шрифтом показаны аминокислотные остатки, которым приписывается ключевая роль в определении субстратной специфичности. Для мутантов КПТ показаны лишь замененные аминокислотные остатки.

Таким образом, Asp253 действительно функционирует и как позитивная, и как негативная детерминанта субстратной специфичности КПТ.

	DnpAAR
	ZAAL
	ZAAE

	Фермент
	Km, мМ
	kcat, c–1
	kcat/Km, 
M-1c-1
	Km , мM
	kcat, c–1
	kcat/Km,
M-1c-1
	Km, мM
	kcat, 
c–1
	kcat/Km,
M-1c-1

	КПAg 
	---c
	---c
	---c
	0,012
	35
	2900000
	---c
	---c
	---c

	КПВg 
	0,07
	35
	500000
	---c
	---c
	---c
	---c
	---c
	---c

	КПTwt
	4,4±1,3
	14,6 ± 3
	3600±600
	0,046±0,003
	10,3±2,1
	230000±65000
	---b
	---b
	6100±2600

	КПT1
	3,6
	2
	550
	0,02
	6,7
	335000
	---c
	---c
	---c

	КПT2
	3,6
	4,3
	1200
	0,04
	28
	700000
	---c
	---c
	---c

	КПT3
	---b
	---b
	840
	0,03
	11,1
	370000
	---c
	---c
	---c

	КПT4
	---b
	---b
	150
	0,09
	6,8
	76000
	---c
	---c
	---c

	КПT5
	---b
	---b
	1300±280d
	0,15±0,01
	22,8±3,6
	152000±21000
	---b
	---b
	880±110

	КПT6
	---b
	---b
	142 ±12d
	0,75±0,26
	7,1±2,1
	9700±730d
	---b
	---b
	37,5±11,4d

	КПT D253G
	---b
	---b
	346±36d
	0,016±0,004
	4,1±0,1
	282000±80000
	0,18±0,015
	7,2±0,1
	40000±2400d

	КПT D253G/T255I
	---b
	---b
	132±8d
	0,03±0,006
	5,2±0,3
	184000±31000
	0,3±0,03
	8,5±0,5
	28000±1500d

	КПT D253G/T255K
	2,8±0,9
	0,04±0,01
	16,8±3,8d
	0,033±0,007
	1,6±0,2
	55000±19000e
	0,65±0,05
	11,5±1,0
	17800±1800d

	КПT D253G/T255R
	---c
	---c
	<5f
	0,45±0,08
	5,6±1,0
	12500±600d
	0,8±0,07
	23,6±1,7
	29600±1400d

	КПT H68N
	5,9±0,1
	17,5±1,1
	2940±210
	0,02±0,002
	8,4±0,8
	422000±39000
	---b
	---b
	2300±200

	КПT L247N
	4±0,3
	14,4±0,9
	3600±130
	0,063±0,003
	5,6±0,5
	87400±3700
	---b
	---b
	<213±50


Таблица 3

Кинетические параметры КПТ и ее вариантовa
Примечание.

а Процедуру экспрессии, ренатурации, активации, очистки и определения кинетических параметров проводили по три раза для вариантов с представленными значениями стандартной ошибки среднего и по одному разу – для остальных вариантов КПТ.

b Не было замечено насыщения субстратом в условиях эксперимента.

c Нет данных.

d p < 0,05 согласно Т-тесту Стьюдента. Параметр [kcat/Km] КПТ5 сравнивался с таковым КПТwt. Параметр КПТ6 сравнивался с таковым КПТ5. Параметр КПТ D253G сравнивался с таковым КПТwt. Параметры КПT D253G/T255I, КПT D253G/T255K, КПT D253G/T255R сравнивались с таковым КПТ D253G.

e p = 0,051 при сравнении параметра [kcat/Km] КПT D253G/T255K с таковым КПТ D253G.

f Активность варианта КПT D253G/T255R была ниже предела детекции, равного 5, M-1c-1.
g Данные согласно статье (Трачук и др., 2002).
Таблица 4

Субстратная специфичность КПТ и ее вариантов

	Специфичностьа

	Фермент
	Положение
	Зарядb
	Субстрат с С-концевым(ой)

	
	253
	255
	
	Leu
	Glu
	Arg

	КПTwt
	Asp
	Thr
	-1
	64
	1,7
	1

	КПT 5
	Gly
	Asp
	-1
	172
	1
	1,5

	КПT 6
	Gly
	Asp
	-1
	259
	1
	3,8

	КПT D253G
	Gly
	Thr
	0
	815
	115
	1

	КПT D253G/T255I
	Gly
	Ile
	0
	1390
	212
	1

	КПT D253G/T255K
	Gly
	Lys
	+1
	3270
	1060
	1

	КПT D253G/T255R
	Gly
	Arg
	+1
	1
	2,4
	0

	КПT H68N
	
	
	
	183
	1
	1,3

	КПT L254N
	
	
	
	24
	<0,06
	1


Примечание.

а Специфичность - [kcat/Km]Leu/[kcat/Km]Glu/[kcat/Km]Arg.
b Заряд кармана первичной специфичности.
Активность КПТ D253G по обоим заряженным субстратам свидетельствует о наличии в кармане первичной специфичности достаточно полярных участков, с которыми взаимодействуют гуанидиновая и карбоксильная группы бокового радикала С-концевого остатка субстратов. Анализ компьютерных моделей КПТ D253G с тетрапептидами FFVR и FFVE показал, что данные зоны образованы ОН-группой Thr250 и двумя молекулами структурно связанной воды для субстрата с С-концевым Arg, а также Thr250, Arg145, Asn144 и молекулой воды для субстрата с С-концевой Glu.

2.2. Роль аминокислотного остатка в положении 255
2.2.1. Влияние гидрофобного остатка в 255 положении на селективность карбоксипептидазы Т
КПА, обладающая гидрофобным S1'- субсайтом, в состав которого входят Leu203, Ile243, Ala250 и Ile255 (см. табл. 2), отщепляет преимущественно гидрофобные С-концевые аминокислотные остатки. КПТ также обладает наибольшей активностью на гидрофобных субстратах, которые она гидролизует на два порядка активней, нежели заряженные, однако на порядок хуже, чем КПА. Несмотря на выраженную гидрофобную специфичность в состав S1’-субсайта КПТ в качестве гидрофобных остатков входят лишь Ala243 и консервативный для КПА, КПВ и КПТ Leu203 (см. табл. 2). Мы предположили, что постановка Ile в ключевое 255 положение в КПТ приведет к увеличению активности фермента по гидрофобным субстратам и падению эффективности гидролиза заряженных субстратов.

Замена Thr255 на Ile по аналогии с КПА (КПТ D253G/T255I), как и ожидалось, привела к ухудшению гидролиза заряженных субстратов, однако всего в 2,6 и 1,4 раза для DnpAAR и ZAAE соответственно. Скорость гидролиза гидрофобных субстратов осталась на прежнем уровне: kcat/Km *10-3 = 282, M-1c-1 для КПT D253G и 184, M-1c-1 для КПТ D253G/T255I, что на порядок ниже, чем у КПА, значение kcat/Km *10-3 которой равно 2900. Отметим, что КПА практически не гидролизует заряженные субстраты. 

Анализ компьютерных моделей КПТ D253G/T255I c субстратами FFVR и FFVE показал, что гидрофобный Ile255 в одной из его конформаций вытесняет молекулу структурно связанной воды из контакта с заряженными группами субстратов и, тем самым, несколько ухудшает их связывание. Ввиду малого влияния на специфичность Ile255 в КПТ сам по себе не является ключевым остатком для дискриминации гидрофобных и заряженных субстратов. Это свидетельствует о том, что и в КПА остаток Ile255 не является главной детерминантой субстратной специфичности. На роль такого остатка претендует Ile243 в КПА в связи с тем, что КПТ D253G/T255I, несущий Ala243, в отличие от КПА может гидролизовать заряженные субстраты.
2.2.2. Влияние положительно заряженного остатка в 255 положении на селективность карбоксипептидазы Т
КПО, специфичная к субстратам с С-концевыми Glu и Asp, несет в ключевом 255 положении S1’-субсайта положительно заряженный остаток Arg. Кроме того, возможность обращения специфичности КПВ в сторону субстратов с С-концевыми остатками дикарбоновых аминокислот была показана заменой Asp255 на Arg или Lys. В случае общности механизмов субстратной специфичности МКП такой же эффект должен наблюдаться и для КПТ.

Действительно, постановка остатка Lys или Arg в 255 положение (КПТ D253G/T255K и КПT D253G/T255R) привела к ожидаемому результату. Было отмечено значительное падение эффективности гидролиза положительно заряженного субстрата: в 21 раз для КПТ D253G/T255K и более чем в 70 раз для КПT D253G/T255R. Эффективность гидролиза гидрофобного субстрата также упала для КПТ D253G/T255K и КПT D253G/T255R в 5 и 23 раза соответственно. Сродство вариантов к отрицательно заряженному субстрату не улучшилось. 

При удалении отрицательного заряда из кармана первичной специфичности (КПТ D253G) значение [kcat/Km]Glu/[kcat/Km]Arg увеличилось в 68 раз, а при постановке туда положительно заряженного остатка (КПТ D253G/T255K и КПT D253G/T255R) различие скоростей гидролиза отрицательно и положительно заряженных субстратов изменилось в 620 и более 3000 раз для КПТ D253G/T255K и КПT D253G/T255R соответственно по сравнению с ферментом дикого типа. Это согласуется с данными исследований роли электростатических взаимодействий в определении субстратной специфичности других протеаз. Профиль селективности КПT D253G/T255R стал 1/2,4/0 для субстратов с С-концевыми Leu, Glu и Arg соответственно (см. табл. 4). Таким образом, на качественном уровне нам удалось воспроизвести аналогичный эксперимент по превращению КПВ в глутамат-специфичную карбоксипептидазу.

Кинетические параметры КПT D253G/T255K и КПT D253G/T255R могут быть объяснены на основании моделей этих вариантов с FFVF, FFVR и FFVE. Драматическое ухудшение гидролиза аргининового субстрата, по всей видимости, вызвано как отталкиванием одноименных зарядов, так и стерическими ограничениями карманов первичной специфичности вариантов. Ухудшение гидролиза гидрофобного субстрата также может быть объяснено отсутствием свободного пространства в S1’-субсайте для того, чтобы вместить объемные боковые радикалы Lys или Arg вариантов фермента и Phe субстрата. Вариант КПT D253G/T255R лучше гидролизовал отрицательно заряженный субстрат, чем КПT D253G/T255K, что, возможно, связано со способностью гуанидиновой группы образовывать большее количество водородных связей с субстратом, чем аминогруппа. 

2.3. Реконструкция кармана первичной специфичности КПТ по аналогии с КПВ
Несмотря на структурное сходство зон связывания КПТ и КПВ субстратная специфичность этих ферментов существенно различается.
Среди семи остатков S1’-субсайта, которым приписывается роль детерминант субстратной специфичности, КПТ и КПВ отличаются пятью (см. табл. 2). В ходе работы шаг за шагом все эти пять остатков были заменены по аналогии с КПВ (варианты КПТ1-КПТ5) (см. табл. 2). Таким образом, было осуществлено воссоздание кармана первичной специфичности КПВ в КПТ. Несмотря на то, что кинетические характеристики вариантов КПТ1-КПТ5 обладали некоторыми отличиями от таковых фермента дикого типа, ни один из мутантов не приблизился по своим свойствам к КПВ. КПT1-КПT5, как и КПТwt, гидролизовали гидрофобные субстраты на два-три порядка активней, чем положительно заряженные (см. табл. 3). 

Замена остатков Asp на Gly в 253 положении и Thr на Asp в ключевом 255 положении (КПТ2) не привела к увеличению активности варианта на субстрате с С-концевым Arg. Перенос отрицательного заряда в новое положение в противоположность ожидаемому не ухудшил, а даже улучшил гидролиз гидрофобных субстратов. По всей видимости, причиной этому является отдаление карбоксильной группы от входа в карман специфичности вследствие того, что остаток 255 располагается ближе ко дну S1’-субсайта на 1 Å. 

Расширение кармана первичной специфичности при замене Ala243 на Gly (варианты КПТ1 и КПТ3) привело к ослаблению связывания аргинина субстрата, в то время как скорость гидролиза гидрофобного субстрата изменилась незначительно.

Введение полярной OH-группы Ser207 (вариант КПТ4) привело к прогнозируемому ослаблению связывания субстрата с С-концевым Leu. Неожиданным оказалось ухудшение сродства варианта к субстрату с С-концевым Arg. Это можно объяснить тем, что при связывании боковой радикал субстрата вынужден вытеснять воду из контакта с Ser207 без компенсаторного формирования с ним водородной связи, как это наблюдалось в случае комплекса КПВ с аналогом аргининового субстрата.

Активность мутанта КПТ5, наиболее близкого по первичной структуре к КПВ, по субстрату DnpAAR была в 380 раз ниже, чем таковая КПВ и в 2,8 раза ниже по сравнению с КПТwt. Введение пяти мутаций практически не изменило kcat/Km гидролиза гидрофобного субстрата. Эти наблюдения идут в разрез с данными для КПВ, у которой возможность отщеплять гидрофобные С-концевые остатки была найдена лишь на качественном уровне. В то же время приближение к структуре КПВ привело к ожидаемому уменьшению эффективности гидролиза субстрата с С-концевой Glu в 7 раз.

Изучение селективности КПТ выявило противоречия с классической теорией субстратной специфичности МКП. Несмотря на наличие отрицательного заряда в S1’-субсайте КПТwt и ряда ее вариантов, как у КПВ, скорость гидролиза положительно заряженного субстрата обоими ферментами существенно различается. При этом КПТ в отличие от КПВ обладает способностью отщеплять С-концевой Glu субстрата. Необъясненной остается и высокая скорость гидролиза КПТ гидрофобных субстратов при общей полярности кармана первичной специфичности. 

Отсутствие серьезных изменений кинетических параметров КПТ при воссоздании зоны связывания КПВ наводит на мысль о существовании других, помимо общепризнанных семи остатков S1’-субсайта, детерминант субстратной специфичности.

Другая возможность объяснения наблюдаемых фактов состоит в том, что введение этих замен приводит к искажению структуры S1'-субсайта КПТ. Подобные эффекты наблюдались в работах по имплантации зоны связывания химотрипсина в трипсин. 

3. Поиск новых детерминант субстратной специфичности КПТ
3.1. Сравнение структуры КПВ и модели КПТ5

Модель КПТ5 была получена посредством введения в известную структуру КПТ соответствующих мутаций in silico и выбора конформаций боковых радикалов, наиболее близких к таковым в КПВ. Различия в составе и расположении зарядов в молекулах ферментов и строении их активных центров были проанализированы.

КПТ5 и КПВ отличались расположением и зарядами 30 заряженных остатков. Однако большинство из них локализовано на поверхности молекул, где в присутствии воды и противоионов их электростатическое поле значительно ослаблено. Тем не менее, ферменты отличались и остатками, расположенными в сердцевине белка. КПТ обладает His68, расположенном во втором слое остатков вокруг бокового радикала С-концевого остатка субстрата. В случае если His68 заряжен, взаимодействие с ним заряженных групп субстратов способно уменьшить энергию связывания DnpAAR КПТ в 7 раз и увеличить энергию связывания ZAAE в 6,5 раза.

Кроме того, КПТ, в отличие от КПВ, обладает четырьмя центрами связывания ионов Са2+. Несмотря на удаленное расположение (30Å от активного центра фермента) суммарный заряд этих ионов велик (+8), что также позволяет предполагать их участие в определении специфичности КПТ. Расчет силы взаимодействия показывает, что улучшение связывания субстрата с С-концевым глутаматом и ухудшение связывания субстрата с С-концевым аргинином благодаря наличию ионов Са2+ может быть 10-кратным.

[image: image3.wmf]-25000

-20000

-15000

-10000

-5000

0

5000

10000

15000

20000

25000

190

200

210

220

230

240

250

длина волны (нм)

молярная эллиптичность

КПТwt

КПТ5

КПТ6

КПТ D253G

КПТ D253G/T255I

КПТ D253G/T255K

КПТ D253G/T255R

к

Рис. 2. Петли активных центров КПТ и КПВ 
Сравнение строения активных центров выявило отличия в организации петли с Tyr248, распределении молекул структурно связанной воды, природе и положении остатков, образующих второй слой остатков вокруг субстрата. В фокус исследования попало лишь первое отличие. Это связано со сложностью манипулирования сайтами гидратации и отсутствием информации о роли остатков второго слоя в определении субстратной специфичности МКП.

Петля активного центра с Tyr248, участвующая в индуцированном соответствии, укорочена у КПТ на один остаток по сравнению с КПВ и с КПА (рис. 2). 
На рис. 2 полипептидный хребет КПТ и КПВ показаны серой и синей лентами соответственно. Остатки КПТ изображены в проволочном виде и подписаны красным шрифтом. Остатки КПВ показаны в виде линий и подписаны синим шрифтом. Ингибитор, имитирующий С-концевой Phe субстрата в КПА, окрашен фиолетовым цветом. Предположенное для КПТ положение С-концевого Phe, в котором его боковой радикал обращен в гидрофобную зону кармана первичной специфичности, показано в виде линии, окрашенной по типу атомов. Водородная связь между Tyr248 и COO- группой субстрата показана пунктирной линией.
Вследствие этого боковой радикал Leu247 удален на 1-1.8Å от алифатической части заряженных субстратов по сравнению с гомологичным Ile247 КПВ. Расчет Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий с помощью потенциала Леннарда-Джонса показывает, что это приведет к падению энергии связывания субстратов с С-концевыми Arg и Glu в 5 и 15 раз соответственно.

Другое влияние данного отличия состоит в том, что гидрофобная зона кармана первичной специфичности пространственно объемнее в КПТ, чем в КПВ, что было доказано как визуальным анализом структур, так и методами молекулярной механики. Минимизацией энергии структур КПТ и КПВ с субстратом FFVF было показано, что объемный боковой радикал С-концевого Phe может быть расположен у входа в карман первичной специфичности КПТ рядом с Leu247 и Tyr248. Подобная конформация не может быть достигнута в КПВ вследствие того, что боковой радикал Ile247 смещает бензольное кольцо субстрата на 1,5Å ко дну S1’-субсайта. Таким образом, данное различие объемов S1’-субсайтов КПТ и КПВ может объяснить высокую гидрофобную специфичность КПТ. В этом случае Leu247 должен быть одной из главных детерминант гидрофобной селективности КПТ.

3.2. Вариант КПТ H68N
Для проверки возможной роли His68 в качестве детерминанты субстратной специфичности КПТ этот остаток был заменен на незаряженный Asn (вариант КПТ H68N). Эффективность гидролиза КПТ H68N всех трех субстратов осталась на таком же уровне, как и у фермента дикого типа (см. табл. 3). Профиль субстратной специфичности КПТ H68N 183/1/1,3 остался таким же, как и у КПТwt 64/1,7/1 (табл. 4), демонстрируя наибольшее сродство к гидрофобным субстратам. Отсутствие влияния замены His68Asn на селективность КПТ по отношению к положительно и отрицательно заряженным субстратам означает, что His68 не заряжен.

3.3. Влияние ионов кальция
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Рис. 3. Зависимость активности КПТ по субстрату DnpAAR от концентрации Ca2+. Значения стандартных отклонений менее 10%
Для уменьшения концентрации ионов кальция в реакционную смесь был добавлен хелатирующий агент ЭГТА. В этом случае концентрация кальция была на порядок меньше, чем концентрация фермента. Свидетельством удаления Са2+ из структуры фермента явилось падение термостабильности КПТ. Так, после предварительной инкубации в течение 15 мин при 70˚С фермент с Са2+ теряет около 30% активности, в то время как фермент без Са2+ полностью инактивируется. 

Зависимость активности фермента по субстрату DnpAAR от концентрации Са2+ (рис. 3) имела сигмоидальный вид с перегибом в диапазоне концентраций CaCl2 10-100 мкМ. Зависимость подобного вида принято интерпретировать как доказательство роли структурно связанного кальция в селективности ферментов.
Изменение активности фермента при удалении из структуры КПТ ионов Са2+ было существенным (табл. 5). Активность фермента без Са2+ уменьшилась в 1,7 и 2,2 раза для заряженных субстратов DnpAAR и ZAAE соответственно. Напротив, активность фермента на гидрофобном субстрате ZAAL возросла в 1,5 раза. Таким образом, специфичность к гидрофобным субстратам у фермента без Са2+ увеличилась в 3 раза. Эффект Са2+ был полностью обратим.

Увеличение эффективности гидролиза гидрофобных субстратов и уменьшение эффективности гидролиза положительно заряженных субстратов заставляет предполагать, что влияние ионов кальция сводится к конформационным изменениям в районе сайтов связывания Са2+, которые передаются в район активного центра фермента. Таким образом, нами впервые обнаружено влияние структурно связанного кальция на субстратную специфичность КПТ. Этот эффект, описанный ранее для аминопептидазы Streptomyces griseus, для МКП ранее не описан.

Таблица 5
Активность КПТ в буфере с 1 мМ и 3 нМ Ca2+ a.

	Субстрат
	Активность, %

	
	1 мМ Ca2+.
	3 нМ Ca2+.

	DnpAAR
	100 ± 19
	58 ± 11 b

	ZAAL
	100 ± 6
	147 ± 3 b

	ZAAE
	100 ± 4
	45 ± 6 b


Примечание.
a Активность КПТ в буфере с 1 мМ CaCl2 принята за 100%. Приведены средние значения и стандартные отклонения среднего.

b p < 0,05 согласно Т-тесту Стьюдента.

3.4. Влияние длины петли активного центра с Tyr248
Вставка одного аминокислотного остатка (Thr 246) в петлю активного центра КПТ5 по аналогии с КПА и КПВ (вариант КПТ6) привела к падению каталитической эффективности варианта. Так, значения kcat/Km для субстратов с С-концевыми Arg, Leu и Glu упали соответственно в 9, 16 и 24 раза. Таким образом, эффективность гидролиза всех трех использованных в работе субстратов вариантом КПТ6 приблизительно на порядок меньше, чем КПТ5. Ухудшение катализа в нашем случае может быть результатом менее выгодного расположения Tyr248 в «закрытом» комплексе или увеличения энергии, которую необходимо затратить для осуществления индуцированного соответствия.

Профили субстратной специфичности КПТ5 и КПТ6 остались схожими с таковыми КПТ дикого типа: 172/1/1,5; 259/1/3,8; 64/1,7/1; для субстратов с С-концевыми Leu, Glu и Arg для КПT5, КПT6 и КПTwt соответственно (см. табл. 4). Все три фермента гидролизовали гидрофобные субстраты с эффективностью на два порядка большей, нежели заряженные.

Таким образом, отличия в строении петли активного центра с Tyr248 у КПТ и КПВ не являются причинами различной специфичности этих ферментов.
3.5. Вариант КПТ L247N
Для выяснения роли Leu247 КПТ в связывании гидрофобных субстратов мы заменили его изостеричным полярным Asn. При этом ожидалось уменьшение активности варианта по гидрофобным субстратам. Тем не менее, эффективность гидролиза субстрата с С-концевым Leu мутантом L247N осталась на прежнем уровне, как и в случае субстрата с С-концевым Arg. В то же время существенно изменились кинетические характеристики гидролиза отрицательно заряженного субстрата. Зависимость скорости реакции от концентрации субстрата не подчинялась уравнению Михаэлиса-Ментен из-за активации субстратом в использованном нами диапазоне концентраций ZAAE. В этом случае нам удалось определить лишь верхнюю границу параметра kcat/Km при минимальной использованной концентрации ZAAE. В этих условиях каталитическая активность варианта упала более чем в 28 раз. Таким образом, профиль специфичности фермента для субстратов с С-концевыми Leu, Glu и Arg изменился с 64/1,7/1 для КПТ дикого типа до 24/<0,06/1 для КПТ L247N.

Скорее всего, падение активности в отношении отрицательно заряженного субстрата объясняется тем, что при замене гидрофобного Leu на полярный Asn был удален гидрофобный контакт между Leu247 и алифатической частью Glu субстрата, доля которого в связывании этого субстрата велика по сравнению с взаимодействиями алифатических частей Leu и Arg. Боковые радикалы С-концевых Arg и Leu, в отличие от такового С-концевой Glu, обладают дополнительными одной СН2δ- и двумя СН3δ – группами соответственно, которые могут образовывать гидрофобные контакты еще и с Leu203.
Таким образом, нами обнаружена структурная детерминанта селективности КПТ к отрицательно заряженным субстратам – Leu247. 

Выводы

1. Методом сайт-направленного мутагенеза показано, что природа остатка в 255 положении не играет ключевой роли в определении преимущественно гидрофобной специфичности карбоксипептидазы Т, что находится в противоречии с классической теорией субстратной специфичности пищеварительных металлокарбоксипептидаз.

2. Подтверждена роль заряда в 253 или 255 положениях кармана первичной специфичности как детерминанты сродства карбоксипептидазы Т к заряженным субстратам.

3. Показано, что воссоздание зоны связывания карбоксипептидазы В в карбоксипептидазе Т не приводит к изменению гидрофобной специфичности последней, что говорит о недостаточности классической теории. Высказано предположение о существовании дополнительных детерминант субстратной специфичности карбоксипептидазы Т.

4. Найдены новые детерминанты селективности карбоксипептидазы Т: остаток Leu247, принадлежащий карману первичной специфичности, и структурные ионы кальция, удаленные от активного центра.
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																mean		dev		dev2		sum dev2		sigma2		sigma		%

														0.297		0.2923333333		0.0046666667		0.0000217778		0.0000826667		0.0000413333		0.0064291005		0.0219923621

														0.295				0.0026666667		0.0000071111

														0.285				-0.0073333333		0.0000537778

														CPTwt		[E] везде		0.0000000347				[S] везде		0.0004

												число		10мкМ ЕГТА		Mean		Mean of mean		1мМ Са		Mean		Mean of mean

												22,02,08		0.172		0.1693333333		0.1421111111		0.298		0.2936666667		0.2432222222

														0.172						0.29

														0.164						0.293

												26,02,08		0.107		0.1156666667				0.203		0.2053333333

														0.123						0.21

														0.117						0.203

												27,02,08		0.139		0.1413333333				0.229		0.2306666667

														0.143						0.235

														0.142						0.228

																		differ in activ=		1.7114933542

														V				0.0000000394						0.0000000675

														V/S				0.0000986111						0.00016875

														kcat/Km=				2842.8428428428						4864.8648648649

														S.D.				540.1401401401						909.7297297297

																								0.187

																						0.5843621399

																						0.1110288066
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		209		209		209		209		209		209		209

		208.8		208.8		208.8		208.8		208.8		208.8		208.8

		208.6		208.6		208.6		208.6		208.6		208.6		208.6

		208.4		208.4		208.4		208.4		208.4		208.4		208.4

		208.2		208.2		208.2		208.2		208.2		208.2		208.2

		208		208		208		208		208		208		208

		207.8		207.8		207.8		207.8		207.8		207.8		207.8

		207.6		207.6		207.6		207.6		207.6		207.6		207.6

		207.4		207.4		207.4		207.4		207.4		207.4		207.4

		207.2		207.2		207.2		207.2		207.2		207.2		207.2

		207		207		207		207		207		207		207

		206.8		206.8		206.8		206.8		206.8		206.8		206.8

		206.6		206.6		206.6		206.6		206.6		206.6		206.6

		206.4		206.4		206.4		206.4		206.4		206.4		206.4

		206.2		206.2		206.2		206.2		206.2		206.2		206.2

		206		206		206		206		206		206		206

		205.8		205.8		205.8		205.8		205.8		205.8		205.8

		205.6		205.6		205.6		205.6		205.6		205.6		205.6

		205.4		205.4		205.4		205.4		205.4		205.4		205.4

		205.2		205.2		205.2		205.2		205.2		205.2		205.2

		205		205		205		205		205		205		205

		204.8		204.8		204.8		204.8		204.8		204.8		204.8

		204.6		204.6		204.6		204.6		204.6		204.6		204.6

		204.4		204.4		204.4		204.4		204.4		204.4		204.4

		204.2		204.2		204.2		204.2		204.2		204.2		204.2

		204		204		204		204		204		204		204

		203.8		203.8		203.8		203.8		203.8		203.8		203.8

		203.6		203.6		203.6		203.6		203.6		203.6		203.6

		203.4		203.4		203.4		203.4		203.4		203.4		203.4

		203.2		203.2		203.2		203.2		203.2		203.2		203.2

		203		203		203		203		203		203		203

		202.8		202.8		202.8		202.8		202.8		202.8		202.8

		202.6		202.6		202.6		202.6		202.6		202.6		202.6

		202.4		202.4		202.4		202.4		202.4		202.4		202.4

		202.2		202.2		202.2		202.2		202.2		202.2		202.2

		202		202		202		202		202		202		202

		201.8		201.8		201.8		201.8		201.8		201.8		201.8

		201.6		201.6		201.6		201.6		201.6		201.6		201.6

		201.4		201.4		201.4		201.4		201.4		201.4		201.4

		201.2		201.2		201.2		201.2		201.2		201.2		201.2

		201		201		201		201		201		201		201

		200.8		200.8		200.8		200.8		200.8		200.8		200.8

		200.6		200.6		200.6		200.6		200.6		200.6		200.6

		200.4		200.4		200.4		200.4		200.4		200.4		200.4

		200.2		200.2		200.2		200.2		200.2		200.2		200.2

		200		200		200		200		200		200		200

		199.8		199.8		199.8		199.8		199.8		199.8		199.8

		199.6		199.6		199.6		199.6		199.6		199.6		199.6

		199.4		199.4		199.4		199.4		199.4		199.4		199.4

		199.2		199.2		199.2		199.2		199.2		199.2		199.2

		199		199		199		199		199		199		199

		198.8		198.8		198.8		198.8		198.8		198.8		198.8

		198.6		198.6		198.6		198.6		198.6		198.6		198.6

		198.4		198.4		198.4		198.4		198.4		198.4		198.4

		198.2		198.2		198.2		198.2		198.2		198.2		198.2

		198		198		198		198		198		198		198

		197.8		197.8		197.8		197.8		197.8		197.8		197.8

		197.6		197.6		197.6		197.6		197.6		197.6		197.6

		197.4		197.4		197.4		197.4		197.4		197.4		197.4

		197.2		197.2		197.2		197.2		197.2		197.2		197.2

		197		197		197		197		197		197		197

		196.8		196.8		196.8		196.8		196.8		196.8		196.8

		196.6		196.6		196.6		196.6		196.6		196.6		196.6

		196.4		196.4		196.4		196.4		196.4		196.4		196.4

		196.2		196.2		196.2		196.2		196.2		196.2		196.2

		196		196		196		196		196		196		196

		195.8		195.8		195.8		195.8		195.8		195.8		195.8

		195.6		195.6		195.6		195.6		195.6		195.6		195.6

		195.4		195.4		195.4		195.4		195.4		195.4		195.4

		195.2		195.2		195.2		195.2		195.2		195.2		195.2

		195		195		195		195		195		195		195

		194.8		194.8		194.8		194.8		194.8		194.8		194.8

		194.6		194.6		194.6		194.6		194.6		194.6		194.6

		194.4		194.4		194.4		194.4		194.4		194.4		194.4

		194.2		194.2		194.2		194.2		194.2		194.2		194.2

		194		194		194		194		194		194		194

		193.8		193.8		193.8		193.8		193.8		193.8		193.8

		193.6		193.6		193.6		193.6		193.6		193.6		193.6

		193.4		193.4		193.4		193.4		193.4		193.4		193.4

		193.2		193.2		193.2		193.2		193.2		193.2		193.2

		193		193		193		193		193		193		193

		192.8		192.8		192.8		192.8		192.8		192.8		192.8

		192.6		192.6		192.6		192.6		192.6		192.6		192.6

		192.4		192.4		192.4		192.4		192.4		192.4		192.4

		192.2		192.2		192.2		192.2		192.2		192.2		192.2

		192		192		192		192		192		192		192

		191.8		191.8		191.8		191.8		191.8		191.8		191.8

		191.6		191.6		191.6		191.6		191.6		191.6		191.6

		191.4		191.4		191.4		191.4		191.4		191.4		191.4

		191.2		191.2		191.2		191.2		191.2		191.2		191.2

		191		191		191		191		191		191		191

		190.8		190.8		190.8		190.8		190.8		190.8		190.8

		190.6		190.6		190.6		190.6		190.6		190.6		190.6

		190.4		190.4		190.4		190.4		190.4		190.4		190.4

		190.2		190.2		190.2		190.2		190.2		190.2		190.2

		190		190		190		190		190		190		190



к

КПТwt

КПТ5

КПТ6

КПТ D253G

КПТ D253G/T255I

КПТ D253G/T255K

КПТ D253G/T255R

длина волны (нм)

молярная эллиптичность

-36.6595

-91.4588

198.926

-80.5437

-43.2054

-102.126

-74.2277

-26.6466

-81.9145

233.198

-89.9997

-31.9403

-94.1206

-52.4917

-47.5632

-117.825

139.28

-98.654

-64.2076

-110.599

-61.1564

-83.6746

-146.735

140.617

-93.726

-70.2183

-120.8

-51.062

-107.533

-182.348

69.0555

-172.783

-72.8829

-142.314

-66.3889

-99.8999

-187.29

47.6521

-164.457

-70.4625

-170.784

-53.0523

-104.95

-187.267

0.262355

-171.578

-76.9607

-163.389

-67.5119

-119.343

-208.113

-114.327

-168.953

-96.9415

-207.675

-44.1991

-98.7025

-232.388

-178.244

-152.064

-112.549

-205.847

-69.983

-99.2128

-192.766

-156.901

-188.762

-124.888

-181.011

-66.7381

-91.2405

-192.947

-194.435

-156.105

-112.701

-187.602

-100.605

-56.94

-156.849

-86.3305

-72.6211

-74.458

-144.509

-86.3169

-76.3585

-162.344

-98.7776

-61.2626

-93.9583

-166.545

-91.4275

-99.662

-180.664

-63.7173

-40.0566

-114.458

-169.244

-119.262

-150.088

-183.524

-17.1323

-18.3567

-113.427

-175.001

-103.25

-124.378

-144.714

106.377

30.0673

-80.6227

-139.215

-41.3146

-138.011

-185.493

152.307

78.1634

-65.1836

-180.503

-53.8583

-141.964

-188.103

130.823

43.305

-65.964

-187.454

-46.7101

-152.341

-205.358

99.3329

28.5558

-77.2249

-222.944

-54.5033

-148.208

-218.269

35.2859

-2.91711

-83.4095

-225.989

-52.7205

-114.584

-188.739

51.7331

25.6304

-56.5959

-211.037

-0.134984

-103.616

-199.789

21.3351

-13.2554

-85.3599

-214.893

-37.2029

-126.558

-203.202

-53.327

-59.4771

-115.709

-247.008

-38.7936

-140.122

-206.876

-30.6687

-79.2113

-156.358

-280.474

-42.7986

-165.24

-250.847

-76.344

-88.5167

-191.701

-265.908

-61.1015

-198.043

-285.521

-61.2416

-106.361

-217.466

-278.213

-64.5145

-246.315

-300.449

-84.0247

-98.293

-230.768

-288.247

-83.3532

-253.674

-306.315

-96.4029

-101.023

-214.096

-296.037

-130.741

-289.78

-300.627

-78.6406

-106.728

-234.143

-316.134

-165.218

-303.333

-334.556

-162.234

-180.009

-257.763

-309.49

-194.129

-340.562

-364.109

-247.862

-238.857

-272.832

-319.459

-224.861

-359.655

-357.745

-230.117

-246.152

-299.444

-328.288

-260.553

-403.953

-372.346

-205.335

-285.827

-283.509

-359.491

-306.128

-431.945

-400.762

-213.367

-347.765

-336.705

-386.716

-318.337

-450.125

-440.75

-255.548

-325.824

-369.695

-437.529

-300.332

-461.06

-479.131

-273.205

-297.195

-367.486

-452.242

-271.351

-490.019

-512.387

-264.985

-288.673

-407.71

-461.928

-271.503

-495.724

-510.008

-199.922

-250.498

-392.638

-427.108

-218.138

-523.908

-541.713

-228.087

-294.738

-445.26

-476.044

-221.534

-520.161

-542.299

-197.821

-289.482

-456.031

-512.253

-213.631

-484.848

-545.27

-153.949

-260.342

-436.793

-481.105

-221.444

-527.729

-570.418

-162.866

-366.801

-432.288

-541.788

-288.353

-578.069

-613.824

-226.665

-443.866

-466.755

-592.499

-303.273

-633.888

-646.935

-275.76

-535.691

-523.231

-658.512

-376.243

-637.708

-620.379

-269.855

-564.589

-520.189

-666.967

-392.86

-632.037

-652.689

-193.519

-536.994

-509.027

-666.154

-374.107

-688.289

-703.307

-278.934

-607.777

-559.353

-686.017

-413.645

-760.223

-766.695

-363.183

-693.16

-609.898

-736.199

-459.432

-786.348

-767.864

-322.105

-685.744

-658.725

-727.16

-459.452

-819.509

-780.115

-407.909

-701.926

-714.162

-717.966

-498.273

-801.452

-763.65

-465.386

-646.705

-703.211

-687.407

-478.519

-871.707

-804.816

-548.073

-666.348

-745.92

-741.44

-522.335

-873.916

-822.039

-539.71

-686.978

-744.617

-739.104

-549.958

-876.896

-851.343

-558.779

-654.525

-753.013

-752.471

-563.012

-878.205

-878.312

-532.983

-610.443

-783.681

-760.964

-557.188

-879.501

-898.699

-578.52

-609.668

-805.412

-768.401

-597.678

-909.283

-941.637

-528.111

-611.535

-805.492

-780.242

-630.712

-914.251

-985.507

-514.459

-701.802

-847.053

-794.644

-672.451

-931.558

-1046.5

-586.469

-746.326

-890.285

-828.742

-706.255

-981.361

-1106.12

-702.507

-810.585

-960.97

-911.53

-786.096

-1059.7

-1144.42

-788.583

-906.37

-1032.97

-966.127

-844.721

-1113.23

-1177.96

-778.612

-914.835

-1065.49

-997.74

-887.365

-1147.46

-1276.92

-811.26

-961.68

-1126.67

-1039.54

-915.354

-1198.85

-1339.95

-842.697

-1032.16

-1174.75

-1120.62

-1014.21

-1249.2

-1369.43

-845.99

-1088.67

-1258.58

-1179.37

-1065.23

-1326.03

-1387.85

-915.368

-1137.4

-1300.32

-1228.39

-1101.62

-1390.49

-1454.12

-1012.48

-1179.72

-1377.11

-1260.85

-1157

-1451.15

-1530.24

-1165.1

-1244.54

-1431.51

-1349.22

-1199.49

-1519.02

-1573.86

-1172.92

-1327.61

-1559.34

-1395.01

-1258.86

-1570.73

-1588.28

-1271.8

-1375.81

-1628.56

-1487.99

-1350.02

-1660.54

-1648.63

-1318.13

-1432.34

-1710.29

-1542.46

-1378.87

-1717.14

-1737.38

-1388.44

-1472.62

-1789.71

-1594.84

-1451.81

-1750.76

-1820.39

-1418.87

-1578.22

-1883.2

-1642.76

-1537.94

-1786.97

-1870.5

-1354.92

-1648.01

-1944.71

-1711.95

-1584.27

-1831.82

-1924.47

-1368.5

-1766.92

-1980.54

-1762.92

-1675.94

-1911.87

-2028

-1514.47

-1824.01

-2061.97

-1856.6

-1782.79

-2028.39

-2137.5

-1640.49

-1918.33

-2140.06

-1941.16

-1871.75

-2110.39

-2277.75

-1825.72

-2034.91

-2270.97

-2057.31

-2015.5

-2232.75

-2377.27

-1890.81

-2158.48

-2393.07

-2185.78

-2121.96

-2375.02

-2511.31

-1998.35

-2283.84

-2516.61

-2321.52

-2237.45

-2503.59

-2628.5

-2196.42

-2384.33

-2650.03

-2451.87

-2352.9

-2683.38

-2760.67

-2347.11

-2482.82

-2800.81

-2569.91

-2454.66

-2777.95

-2867.98

-2459.97

-2583.76

-2926.62

-2706.23

-2570.21

-2879.22

-2987.14

-2613.36

-2695.18

-3110.55

-2833.98

-2649.33

-2993.84

-3094.99

-2773.04

-2774.38

-3206.82

-2962.13

-2731.38

-3050.8

-3174.42

-2811.33

-2824.07

-3311.49

-3029.53

-2813.04

-3142.41

-3254.87

-2874.49

-2932.2

-3445.93

-3120.83

-2902.57

-3215.13

-3369.66

-2993.47

-3031.23

-3572.91

-3219.56

-3029.87

-3273.59

-3460.93

-3100.04

-3110.99

-3682.61

-3303.46

-3146.72

-3375.93

-3554.26

-3179.12

-3218.83

-3766.11

-3417.55

-3244.45

-3465.39

-3613.99

-3189.78

-3325.25

-3830.71

-3496.91

-3359.15

-3534.46

-3698.59

-3199.44

-3417.6

-3929.72

-3540.65

-3442.6

-3649.49

-3811.02

-3309.81

-3535.28

-4030.64

-3638.46

-3548.7

-3754.21

-3937.01

-3450.68

-3638.56

-4156.34

-3745.43

-3646.46

-3862.15

-4055.03

-3573.98

-3728.02

-4231.02

-3839.23

-3700.59

-4022.43

-4176.32

-3662.75

-3866.92

-4371.87

-3923.84

-3819.1

-4137.59

-4273.04

-3754.1

-3997.25

-4474.87

-4017.19

-3940.58

-4275.98

-4405.61

-3962.61

-4122.93

-4614.21

-4161.28

-4072.29

-4430.23

-4502.15

-4136.22

-4179.29

-4739.16

-4248.1

-4158.37

-4518.43

-4641.47

-4411.13

-4320.36

-4877.15

-4360.59

-4276.77

-4633.78

-4764.83

-4652.54

-4419.95

-5013.5

-4459.19

-4413.34

-4677.58

-4838.36

-4731.59

-4503.69

-5119.87

-4546.13

-4496.71

-4759.45

-4959.12

-4884.98

-4614.87

-5233.86

-4658.47

-4638.77

-4864.52

-5076.35

-4913.74

-4691.33

-5375.4

-4732.63

-4717.89

-4945.9

-5150.19

-4966.45

-4727.04

-5460.91

-4744.79

-4803.88

-5026.73

-5231.63

-4967.65

-4824.52

-5572.1

-4842.39

-4943.05

-5071.81

-5262.35

-4810.46

-4818.73

-5599.71

-4878.58

-5043.45

-5122.73

-5308.29

-4794.11

-4881.52

-5696.81

-4966.13

-5102.28

-5158.48

-5383

-4862.04

-4966.87

-5780.89

-4952.08

-5130.52

-5139.66

-5396.14

-4808.82

-4998.32

-5807.36

-4959.42

-5112.21

-5162.11

-5486.86

-4995.87

-5123.11

-5936.3

-5049.65

-5200.03

-5157.34

-5586.27

-5085.09

-5208.11

-5989.02

-5142.29

-5248.59

-5240.38

-5710.05

-5337.36

-5293.88

-6128.39

-5210.35

-5302.89

-5266.71

-5736.42

-5340.46

-5385.64

-6191.09

-5235.51

-5293.01

-5282.55

-5774.27

-5288.48

-5391.31

-6293.46

-5278.23

-5313.78

-5410.61

-5822.09

-5321.85

-5468.96

-6423.07

-5405.96

-5427.88

-5491.84

-5901.4

-5391.22

-5543.24

-6496.71

-5487.41

-5516.27

-5556.01

-5960.49

-5404.83

-5631.91

-6535.54

-5559.89

-5602.17

-5620.92

-6014.12

-5397.29

-5721.63

-6591.95

-5605.94

-5662.6

-5680.25

-6017.52

-5238.87

-5791.24

-6596.71

-5632.24

-5698.56

-5758.8

-6113.4

-5399.59

-5903.36

-6690.16

-5718.6

-5831.83

-5866.65

-6194.94

-5407.74

-6003.61

-6719.9

-5749.23

-5880.08

-5890.69

-6255.8

-5536.97

-6072.6

-6753.96

-5809.17

-5944.31

-5883.24

-6318.86

-5526.48

-6075.16

-6837.68

-5823.88

-5960.38

-5995.01

-6352.81

-5592.34

-6084.21

-6927.48

-5901.81

-5957.3

-6038.03

-6425.64

-5688.57

-6116.08

-7033.48

-5974.32

-6009.92

-6028.84

-6515.78

-5908.88

-6124.86

-7077.95

-5991.09

-6069.74

-6100.65

-6562.19

-5955.73

-6146.86

-7135.62

-6029.77

-6098.39

-6126.21

-6603.34

-6036.17

-6179.68

-7186.17

-6094.37

-6147.17

-6221.21

-6627.28

-6048.3

-6214.1

-7209.72

-6106.73

-6165.36

-6271.97

-6662.13

-6011.9

-6248.99

-7254.74

-6159.27

-6230.53

-6251.74

-6693.23

-6056.18

-6261.03

-7240.82

-6147.43

-6268.05

-6290.95

-6686.26

-6108.63

-6291.56

-7314.21

-6232.12

-6283.21

-6308

-6699.33

-5906.39

-6304.11

-7319.8

-6300.01

-6303.17

-6306.48

-6724.11

-5932.92

-6357.73

-7333.29

-6292.29

-6348.86

-6285.81

-6722.7

-5873.16

-6330.33

-7312.89

-6274.24

-6354.43

-6259.13

-6722.9

-5931.59

-6293.56

-7266.66

-6276.52

-6358.55

-6254.82

-6738.54

-5897.55

-6302.45

-7268.37

-6288.89

-6334.69

-6294.06

-6757.46

-5968.93

-6390.59

-7327.68

-6319.1

-6372.5

-6325.41

-6831.21

-5968.84

-6479.86

-7383.42

-6348.77

-6408.97

-6375.8

-6839.39

-6087.1

-6468.23

-7404.35

-6417.05

-6452.78

-6377.6

-6837.04

-6087.46

-6414.67

-7424

-6491.58

-6418.59

-6391.61

-6899.11

-6168.54

-6473.06

-7521.36

-6533.46

-6509.89

-6435.61

-6948.26

-6151.36

-6560.84

-7635.24

-6539.67

-6561.32

-6497.67

-6991.8

-6232.29

-6519.11

-7684.46

-6600.05

-6621.18

-6528.91

-6996.8

-6327.93

-6524.27

-7634.22

-6598.38

-6634.95

-6559.33

-7058.94

-6267.35

-6508.58

-7656.78

-6574.56

-6638.6

-6559.03

-7040.93

-6279.54

-6535.05

-7661.1

-6561.55

-6603.24

-6607.43

-7101.97

-6359.4

-6523.9

-7660.69

-6570.23

-6624.88

-6631.47

-7083.88

-6267.26

-6485.51

-7653.79

-6622.94

-6634.93

-6599.56

-7026.07

-6228.19

-6499.15

-7616.93

-6631.93

-6625.28

-6577.31

-7020.19

-6187.85

-6549.03

-7629.14

-6592.32

-6602.94

-6626.81

-7023.2

-6155.18

-6580.53

-7619.87

-6570.52

-6607.18

-6642.98

-7004.13

-6199.55

-6565.84

-7670.94

-6604.62

-6625.9

-6682.4

-7042.91

-6275.8

-6655.53

-7729.09

-6630.98

-6718.46

-6733.52

-7079.15

-6395.91

-6732.91

-7752.02

-6635.2

-6713.08

-6785.79

-7110.41

-6486.81

-6789.27

-7833.06

-6646.54

-6748.13

-6781.22

-7193.48

-6638.53

-6738.13

-7850.77

-6657.41

-6782.96

-6771.48

-7194.16

-6577.53

-6768.7

-7921.42

-6745.29

-6766.17

-6700.6

-7193.13

-6483.76

-6712.17

-7906.79

-6737.23

-6737.99

-6720.17

-7206.07

-6562.98

-6727.14

-7946.71

-6751.58

-6760.1

-6775.01

-7203.75

-6587.65

-6736.42

-7963.92

-6778.32

-6741.94

-6776.9

-7210.62

-6538.17

-6712.62

-7976.17

-6788.76

-6765.18

-6809.55

-7219

-6545.46

-6733.73

-7949.93

-6781.24

-6768.49

-6899.92

-7273.8

-6525.58

-6811.69

-7973.02

-6739.71

-6814.44

-6997.79

-7303.69

-6711.34

-6838.02

-8016.7

-6740.43

-6934.4

-7052.42

-7345.69

-6768.62

-6852.49

-7983.02

-6776.79

-6949.83

-7017.98

-7363.97

-6638.59

-6864.08

-7970.59

-6733

-6930.78

-6919.13

-7319.2

-6552.88

-6845.66

-7959.1

-6730.68

-6936.07

-6939.18

-7344.3

-6554.38

-6896.62

-7954.9

-6835.03

-6929.22

-6927.06

-7314.77

-6532.71

-6858.89

-7922.62

-6807.21

-6882.7

-6929.02

-7336.76

-6621.34

-6866.49

-7986.33

-6870.03

-6938.61

-6848.98

-7307.22

-6538.62

-6854.08

-7977.61

-6851.1

-6852.66

-6823.59

-7263.84

-6574.3

-6840.49

-8031.3

-6871

-6825.95

-6820.25

-7270.19

-6714.19

-6810.68

-8023.3

-6887.73

-6811.76

-6879.13

-7299.31

-6633.14

-6797.06

-8006.94

-6819.86

-6788.43

-6849.92

-7329.02

-6604.94

-6801.25

-8033.6

-6756.29

-6755.56

-6852.06

-7273.41

-6590.69

-6786.76

-8096.65

-6748.17

-6756.21

-6837.59

-7262.91

-6489.58

-6742.09

-8049.89

-6703.48

-6699.32

-6881.33

-7334.1

-6537.58

-6802.17

-8053.61

-6684.58

-6748.9

-6894.46

-7322.95

-6593.1

-6794.37

-8033.52

-6694.3

-6736.65

-6886.55

-7342.43

-6640.38

-6750.8

-7984.85

-6702.99

-6769.65

-6819.96

-7321.92

-6634.84

-6739.6

-7993.62

-6688.64

-6783.81

-6803.56

-7319.56

-6622.38

-6726.78

-7916.35

-6680.54

-6795.17

-6743.45

-7272.4

-6713.47

-6658.26

-7812.98

-6710.2

-6754.15

-6691.21

-7239.43

-6688.11

-6633.3

-7735.03

-6743.42

-6717.88

-6616.28

-7198.55

-6647.01

-6555.09

-7756.99

-6688.72

-6695.47

-6624.69

-7091.95

-6601.16

-6562.33

-7790.53

-6665.49

-6712.45

-6576.52

-7050.46

-6455.47

-6614.91

-7793.85

-6698.34

-6664.82

-6540.59

-7040.58

-6387.39

-6582.35

-7829.86

-6703.29

-6640.92

-6511.43

-7063.29

-6350.55

-6626.62

-7866.85

-6627.82

-6638.79

-6514.83

-7059.02

-6293.1

-6605.56

-7922.05

-6536.52

-6634.82

-6481.08

-6991.92

-6331.52

-6600.87

-7934.7

-6456.42

-6617.99

-6496.51

-6983.47

-6333.65

-6619.29

-7934.88

-6453.55

-6542.39

-6534.73

-7014.43

-6404.65

-6591.4

-7883.85

-6422.61

-6486.98

-6526.33

-7056.66

-6568.08

-6564.72

-7896.24

-6395.16

-6445.61

-6492.31

-7000.28

-6463.05

-6568.21

-7809.92

-6324.74

-6420.45

-6448.03

-6934.69

-6405.05

-6595.15

-7759.92

-6390.28

-6411.09

-6381.36

-6898.13

-6240.68

-6576.44

-7650.19

-6364.65

-6351.46

-6420.2

-6901.09

-6351.27

-6576.2

-7597.86

-6440.51

-6390.54

-6363.63

-6893.16

-6333.58

-6547.4

-7494.14

-6446.9

-6474.24

-6336.61

-6867.85

-6197.94

-6574.95

-7459.42

-6453.83

-6526.75

-6335.29

-6800.07

-6206.22

-6616.34

-7454.85

-6484.41

-6554.51

-6392.14

-6816.4

-6284.51

-6524.34

-7476.4

-6513.15

-6527.56

-6332.17

-6778.89

-6266.17

-6401.01

-7466.18

-6460.63

-6504.02

-6253.36

-6725.08

-6229.18

-6420.31

-7516.12

-6391.79

-6481.19

-6196.55

-6666.41

-6018.24

-6405.47

-7496.87

-6369.61

-6373.85

-6119.77

-6619.83

-5987.36

-6349.96

-7439.87

-6282.71

-6235.94

-6032.88

-6555.6

-6046.08

-6204.57

-7355.01

-6263.9

-6166.06

-5891.65

-6482.3

-5962.64

-6040.46

-7208.46

-6094.48

-6058.02

-5664.71

-6353.01

-5745.36

-5972.61

-6961.93

-5926.97

-5938.75

-5558.88

-6269.31

-5752.07

-5872.06

-6743.83

-5812.22

-5769.91

-5525.77

-6157.39

-5663.51

-5811.66

-6579.15

-5704.24

-5698.84

-5382.67

-6019.69

-5428.68

-5605.68

-6335.24

-5482.44

-5509.77

-5162.37

-5807.34

-5128.64

-5424.35

-6101.6

-5255.11

-5378.47

-4968.86

-5566.25

-4946.39

-5246.85

-5854.31

-5023.38

-5178.8

-4807.52

-5294.12

-4705.27

-5092.53

-5607.2

-4814.59

-4952.97

-4613.48

-5067.19

-4502.88

-4884.55

-5371.14

-4526.9

-4697.64

-4275.56

-4768.96

-4187.7

-4683.62

-5086.21

-4287.75

-4421.26

-3913.97

-4416.48

-3848.93

-4296.68

-4762.84

-4015.72

-4125.24

-3557.45

-4111.54

-3597.21

-4017.91

-4521.55

-3744.16

-3828.46

-3239.81

-3807.54

-3332.09

-3698.56

-4238.64

-3451.94

-3549.26

-2896.85

-3475.16

-3020.23

-3422.09

-3861.83

-3170.11

-3182.28

-2545.02

-3133.35

-2757.7

-3008.21

-3541.02

-2906.64

-2925.13

-2168.53

-2674.92

-2334.52

-2557.11

-3176.83

-2506.51

-2552.75

-1858.15

-2200.94

-1765.1

-2202.48

-2725.17

-2165.21

-2234.4

-1541.23

-1896.99

-1436.37

-1969.15

-2272.45

-1833.93

-1885.1

-1180.61

-1427.78

-947.625

-1552.05

-1730.14

-1387.2

-1491.39

-807.194

-1005.42

-397.034

-1192.23

-1237.75

-938.693

-1047.41

-403.585

-584.292

98.3385

-783.798

-834.632

-524.609

-664.51

-30.3966

-185.64

540.415

-478.311

-405.482

-111.622

-258.387

302.686

132.696

857.645

-56.0495

9.27201

197.774

156.807

682.584

511.432

1122.59

365.76

470.172

627.891

553.203

1126.12

1015.34

1597.71

920.759

870.774

1059.56

1003.18

1445.69

1440.58

1897.32

1345.17

1353.7

1405.99

1445.52

1850.28

1820.17

2200.15

1703.31

1782.6

1748.04

1837.99

2248.4

2265.43

2525.33

2127.43

2235.55

2130.48

2293.39

2691.65

2691.02

2870.32

2543.89

2740.83

2529.11

2660.25

3167.34

3145.53

3365.2

2941.12

3145.31

2921.31

2969.88

3478.22

3591.61

3802.32

3326.34

3663.51

3282.54

3375.77

3918.54

4014.41

4167.05

3670.29

4230.36

3646.79

3707.38

4252.21

4306.06

4607.77

4019.33

4624.65

4038.94

4026.09

4679.79

4694.37

5083.35

4420.4

5083.26

4430.2

4415.94

5143.9

5068.24

5510.95

4783.71

5450.42

4799.43

4810.03

5576.69

5510.06

5913.92

5125.01

5929.89

5200.74

5175.24

5938.32

5801.55

6084.06

5604.33

6311.99

5603.32

5583.68

6494.16

6220.5

6468.17

5995.13

6665.68

5948.27

5966.94

6964.84

6603.77

6851.7

6383.63

7018.51

6355.38

6366.68

7432.55

7122.86

7355.71

6902.08

7564.97

6719.02

6750.63

7791.79

7550.91

7678.38

7323.84

8136.38

7041.42

7170

8214.04

8015

7994.47

7850.36

8662.79

7450.21

7583.27

8596.51

8411.8

8392.68

8344.35

9182.95

7900.79

7986.86

9060.61

8928.11

9148.89

8833.4

9760.43

8421.2

8493.26

9377.72

9339.37

9373.79

9320.72

10158.3

8767

8828.83

9858.46

9828.03

9697.67

9761.18

10621.2

9193.61

9288.21

10343.9

10178.2

10159.1

10181.7

11081.8

9727.33

9774.82

10764.7

10656.2

10743.6

10665.6

11588.1

10209.9

10156.1

11178.2

11284.3

11468

11105.1

12087.2

10774.6

10628.5

11756.5

11835.7

11903.3

11514.2

12706.5

11317.6

11129.5

12115.8

12381.1

12298

11985.9

13355.5

11946.9

11619.9

12633

12982.6

12889.1

12548.7

14106.1

12468.2

12306.1

12977.8

13617.8

13582.1

13232.3

14706.9

12923.9

12779.6

13593.9

14383

14335.8

13790

15169.2

13443.2

13357.8

14204.9

14835.5

14862.7

14491.9

15875.7

14009.5

13980.7

14722.1

15357.6

15127.8

15041.4

16584.4

14391.7

14395.3

15463.8

16022.7

15684.8

15577.8

17112.4

14933.7

15076.6

16150.6

16756.2

16537.5

16416.8

17732.7

15450.9

15736

16666.1

17314.4

16810.4

17065.6

18084.6

16163

16317.2

17327.2

17806.6

16932.4

17580.2

18705.6

16648.9

16979.9

17737.5

18445.1

17211.2

18042.6

19294.6

17240

17488.1

18112.4

19084.9

17837.5

18568

19419.8

17978.5

18057.9

18396.1

19481

18496.5

18868.7

20057.2

18381.2

18604.6

18708.4

19556.8

18735.6

19152.2

20176.5

18870.3

18756.9

19029.9

19734.2

18817.1

19343.3

20065.3

19149

19006.6

19069.1

19756.8

19064.7

19484.6

20010.3

19521.3

19165.3

19037.5

19807.2

19512

19653.7

19887.5

19661.4

19213.6

19027.4

20201

20027.5

19618.1

19762.5

19770.8

19444.4

19315.2

20062.1

20529.6

19492.6

19004.9

20098.7

19796.7

18740.9

20330.6

20920.2

19718

18447.3

19844.8

20315.1

18158.9

20452.3

21059

19876.7

18570.7

19688.2

20330.5

17797.7

20368.5

21137.7

19907.9

18436.1

19691.7

21030.7

17356.2

20226.6

21325.3

19591.4

17545.3

19541.7

21360.6

17050.5

20502.5

21776.8

19610.7

16755.7

19568.2

20956.9

16188.6

20424

21800.5

19993.9

15963.5

18926

20247.3

15199.8

20705.1

20667

19340.3

14783.3

19763.9

20013.2

15031.7

21293.3

20196.8

18518.4

13222.3

19036.5

19044.9

14421.1

21147.9

20697.6

17697.6

11938.5

18361.4

18369.8

13974.3

20457.6

19264.6

16436.1

10570.4

17416.1

17224.4

13132.4

18042.9

18654.5

15262.7

9933.46

16489.7

16678.2

12250.9

17764.5

17522.2

14117.1

8750.52

16162.7

18046.1

11374

18703.3

14931.4

12606.3

7605.16

14861.6

17223.9

9982.21

16519.4

15563

11844.2

7060.12

12479.3

16379.8

9323.57

13766.7

14066.6

9929.89

5701.07

11029.6

15600.1

8450.98

10025.7

12910.7

10817.1

5277.82

11932.2

15783.5

7811.42

9085.42

10488.6

9715.05

3748.17

12133.7

18569.7

7380.15

10797.4

7606.21

8731.87

3535.3

11674.3

19082.2

6449.77

10052.2

2015.73

8863.39

1920.79

10135.6

15745.5

6105.27

4226

738.701

7734.41

1295.57

10159

15437.8

5190.68

4349.08

-4120.22

8419.73

787.849

11730.2

16470.6

2738.42

7052.38

-19152.5

7259.07

-672.806

10155.5

16389.1

1912.11

10839.9

-19524.6

3626.14

-1324.05

6339.78

14369.8



Лист1

		wave length		КПТwt		КПТ5		КПТ6		КПТ D253G		КПТ D253G/T255I		КПТ D253G/T255K		КПТ D253G/T255R

		250		-36.6595		-91.4588		198.926		-80.5437		-43.2054		-102.126		-74.2277

		249.8		-26.6466		-81.9145		233.198		-89.9997		-31.9403		-94.1206		-52.4917

		249.6		-47.5632		-117.825		139.28		-98.654		-64.2076		-110.599		-61.1564

		249.4		-83.6746		-146.735		140.617		-93.726		-70.2183		-120.8		-51.062

		249.2		-107.533		-182.348		69.0555		-172.783		-72.8829		-142.314		-66.3889

		249		-99.8999		-187.29		47.6521		-164.457		-70.4625		-170.784		-53.0523

		248.8		-104.95		-187.267		0.262355		-171.578		-76.9607		-163.389		-67.5119

		248.6		-119.343		-208.113		-114.327		-168.953		-96.9415		-207.675		-44.1991

		248.4		-98.7025		-232.388		-178.244		-152.064		-112.549		-205.847		-69.983

		248.2		-99.2128		-192.766		-156.901		-188.762		-124.888		-181.011		-66.7381

		248		-91.2405		-192.947		-194.435		-156.105		-112.701		-187.602		-100.605

		247.8		-56.94		-156.849		-86.3305		-72.6211		-74.458		-144.509		-86.3169

		247.6		-76.3585		-162.344		-98.7776		-61.2626		-93.9583		-166.545		-91.4275

		247.4		-99.662		-180.664		-63.7173		-40.0566		-114.458		-169.244		-119.262

		247.2		-150.088		-183.524		-17.1323		-18.3567		-113.427		-175.001		-103.25

		247		-124.378		-144.714		106.377		30.0673		-80.6227		-139.215		-41.3146

		246.8		-138.011		-185.493		152.307		78.1634		-65.1836		-180.503		-53.8583

		246.6		-141.964		-188.103		130.823		43.305		-65.964		-187.454		-46.7101

		246.4		-152.341		-205.358		99.3329		28.5558		-77.2249		-222.944		-54.5033

		246.2		-148.208		-218.269		35.2859		-2.91711		-83.4095		-225.989		-52.7205

		246		-114.584		-188.739		51.7331		25.6304		-56.5959		-211.037		-0.134984

		245.8		-103.616		-199.789		21.3351		-13.2554		-85.3599		-214.893		-37.2029

		245.6		-126.558		-203.202		-53.327		-59.4771		-115.709		-247.008		-38.7936

		245.4		-140.122		-206.876		-30.6687		-79.2113		-156.358		-280.474		-42.7986

		245.2		-165.24		-250.847		-76.344		-88.5167		-191.701		-265.908		-61.1015

		245		-198.043		-285.521		-61.2416		-106.361		-217.466		-278.213		-64.5145

		244.8		-246.315		-300.449		-84.0247		-98.293		-230.768		-288.247		-83.3532

		244.6		-253.674		-306.315		-96.4029		-101.023		-214.096		-296.037		-130.741

		244.4		-289.78		-300.627		-78.6406		-106.728		-234.143		-316.134		-165.218

		244.2		-303.333		-334.556		-162.234		-180.009		-257.763		-309.49		-194.129

		244		-340.562		-364.109		-247.862		-238.857		-272.832		-319.459		-224.861

		243.8		-359.655		-357.745		-230.117		-246.152		-299.444		-328.288		-260.553

		243.6		-403.953		-372.346		-205.335		-285.827		-283.509		-359.491		-306.128

		243.4		-431.945		-400.762		-213.367		-347.765		-336.705		-386.716		-318.337

		243.2		-450.125		-440.75		-255.548		-325.824		-369.695		-437.529		-300.332

		243		-461.06		-479.131		-273.205		-297.195		-367.486		-452.242		-271.351

		242.8		-490.019		-512.387		-264.985		-288.673		-407.71		-461.928		-271.503

		242.6		-495.724		-510.008		-199.922		-250.498		-392.638		-427.108		-218.138

		242.4		-523.908		-541.713		-228.087		-294.738		-445.26		-476.044		-221.534

		242.2		-520.161		-542.299		-197.821		-289.482		-456.031		-512.253		-213.631

		242		-484.848		-545.27		-153.949		-260.342		-436.793		-481.105		-221.444

		241.8		-527.729		-570.418		-162.866		-366.801		-432.288		-541.788		-288.353

		241.6		-578.069		-613.824		-226.665		-443.866		-466.755		-592.499		-303.273

		241.4		-633.888		-646.935		-275.76		-535.691		-523.231		-658.512		-376.243

		241.2		-637.708		-620.379		-269.855		-564.589		-520.189		-666.967		-392.86

		241		-632.037		-652.689		-193.519		-536.994		-509.027		-666.154		-374.107

		240.8		-688.289		-703.307		-278.934		-607.777		-559.353		-686.017		-413.645

		240.6		-760.223		-766.695		-363.183		-693.16		-609.898		-736.199		-459.432

		240.4		-786.348		-767.864		-322.105		-685.744		-658.725		-727.16		-459.452

		240.2		-819.509		-780.115		-407.909		-701.926		-714.162		-717.966		-498.273

		240		-801.452		-763.65		-465.386		-646.705		-703.211		-687.407		-478.519

		239.8		-871.707		-804.816		-548.073		-666.348		-745.92		-741.44		-522.335

		239.6		-873.916		-822.039		-539.71		-686.978		-744.617		-739.104		-549.958

		239.4		-876.896		-851.343		-558.779		-654.525		-753.013		-752.471		-563.012

		239.2		-878.205		-878.312		-532.983		-610.443		-783.681		-760.964		-557.188

		239		-879.501		-898.699		-578.52		-609.668		-805.412		-768.401		-597.678

		238.8		-909.283		-941.637		-528.111		-611.535		-805.492		-780.242		-630.712

		238.6		-914.251		-985.507		-514.459		-701.802		-847.053		-794.644		-672.451

		238.4		-931.558		-1046.5		-586.469		-746.326		-890.285		-828.742		-706.255

		238.2		-981.361		-1106.12		-702.507		-810.585		-960.97		-911.53		-786.096

		238		-1059.7		-1144.42		-788.583		-906.37		-1032.97		-966.127		-844.721

		237.8		-1113.23		-1177.96		-778.612		-914.835		-1065.49		-997.74		-887.365

		237.6		-1147.46		-1276.92		-811.26		-961.68		-1126.67		-1039.54		-915.354

		237.4		-1198.85		-1339.95		-842.697		-1032.16		-1174.75		-1120.62		-1014.21

		237.2		-1249.2		-1369.43		-845.99		-1088.67		-1258.58		-1179.37		-1065.23

		237		-1326.03		-1387.85		-915.368		-1137.4		-1300.32		-1228.39		-1101.62

		236.8		-1390.49		-1454.12		-1012.48		-1179.72		-1377.11		-1260.85		-1157

		236.6		-1451.15		-1530.24		-1165.1		-1244.54		-1431.51		-1349.22		-1199.49

		236.4		-1519.02		-1573.86		-1172.92		-1327.61		-1559.34		-1395.01		-1258.86

		236.2		-1570.73		-1588.28		-1271.8		-1375.81		-1628.56		-1487.99		-1350.02

		236		-1660.54		-1648.63		-1318.13		-1432.34		-1710.29		-1542.46		-1378.87

		235.8		-1717.14		-1737.38		-1388.44		-1472.62		-1789.71		-1594.84		-1451.81

		235.6		-1750.76		-1820.39		-1418.87		-1578.22		-1883.2		-1642.76		-1537.94

		235.4		-1786.97		-1870.5		-1354.92		-1648.01		-1944.71		-1711.95		-1584.27

		235.2		-1831.82		-1924.47		-1368.5		-1766.92		-1980.54		-1762.92		-1675.94

		235		-1911.87		-2028		-1514.47		-1824.01		-2061.97		-1856.6		-1782.79

		234.8		-2028.39		-2137.5		-1640.49		-1918.33		-2140.06		-1941.16		-1871.75

		234.6		-2110.39		-2277.75		-1825.72		-2034.91		-2270.97		-2057.31		-2015.5

		234.4		-2232.75		-2377.27		-1890.81		-2158.48		-2393.07		-2185.78		-2121.96

		234.2		-2375.02		-2511.31		-1998.35		-2283.84		-2516.61		-2321.52		-2237.45

		234		-2503.59		-2628.5		-2196.42		-2384.33		-2650.03		-2451.87		-2352.9

		233.8		-2683.38		-2760.67		-2347.11		-2482.82		-2800.81		-2569.91		-2454.66

		233.6		-2777.95		-2867.98		-2459.97		-2583.76		-2926.62		-2706.23		-2570.21

		233.4		-2879.22		-2987.14		-2613.36		-2695.18		-3110.55		-2833.98		-2649.33

		233.2		-2993.84		-3094.99		-2773.04		-2774.38		-3206.82		-2962.13		-2731.38

		233		-3050.8		-3174.42		-2811.33		-2824.07		-3311.49		-3029.53		-2813.04

		232.8		-3142.41		-3254.87		-2874.49		-2932.2		-3445.93		-3120.83		-2902.57

		232.6		-3215.13		-3369.66		-2993.47		-3031.23		-3572.91		-3219.56		-3029.87

		232.4		-3273.59		-3460.93		-3100.04		-3110.99		-3682.61		-3303.46		-3146.72

		232.2		-3375.93		-3554.26		-3179.12		-3218.83		-3766.11		-3417.55		-3244.45

		232		-3465.39		-3613.99		-3189.78		-3325.25		-3830.71		-3496.91		-3359.15

		231.8		-3534.46		-3698.59		-3199.44		-3417.6		-3929.72		-3540.65		-3442.6

		231.6		-3649.49		-3811.02		-3309.81		-3535.28		-4030.64		-3638.46		-3548.7

		231.4		-3754.21		-3937.01		-3450.68		-3638.56		-4156.34		-3745.43		-3646.46

		231.2		-3862.15		-4055.03		-3573.98		-3728.02		-4231.02		-3839.23		-3700.59

		231		-4022.43		-4176.32		-3662.75		-3866.92		-4371.87		-3923.84		-3819.1

		230.8		-4137.59		-4273.04		-3754.1		-3997.25		-4474.87		-4017.19		-3940.58

		230.6		-4275.98		-4405.61		-3962.61		-4122.93		-4614.21		-4161.28		-4072.29

		230.4		-4430.23		-4502.15		-4136.22		-4179.29		-4739.16		-4248.1		-4158.37

		230.2		-4518.43		-4641.47		-4411.13		-4320.36		-4877.15		-4360.59		-4276.77

		230		-4633.78		-4764.83		-4652.54		-4419.95		-5013.5		-4459.19		-4413.34

		229.8		-4677.58		-4838.36		-4731.59		-4503.69		-5119.87		-4546.13		-4496.71

		229.6		-4759.45		-4959.12		-4884.98		-4614.87		-5233.86		-4658.47		-4638.77

		229.4		-4864.52		-5076.35		-4913.74		-4691.33		-5375.4		-4732.63		-4717.89

		229.2		-4945.9		-5150.19		-4966.45		-4727.04		-5460.91		-4744.79		-4803.88

		229		-5026.73		-5231.63		-4967.65		-4824.52		-5572.1		-4842.39		-4943.05

		228.8		-5071.81		-5262.35		-4810.46		-4818.73		-5599.71		-4878.58		-5043.45

		228.6		-5122.73		-5308.29		-4794.11		-4881.52		-5696.81		-4966.13		-5102.28

		228.4		-5158.48		-5383		-4862.04		-4966.87		-5780.89		-4952.08		-5130.52

		228.2		-5139.66		-5396.14		-4808.82		-4998.32		-5807.36		-4959.42		-5112.21

		228		-5162.11		-5486.86		-4995.87		-5123.11		-5936.3		-5049.65		-5200.03

		227.8		-5157.34		-5586.27		-5085.09		-5208.11		-5989.02		-5142.29		-5248.59

		227.6		-5240.38		-5710.05		-5337.36		-5293.88		-6128.39		-5210.35		-5302.89

		227.4		-5266.71		-5736.42		-5340.46		-5385.64		-6191.09		-5235.51		-5293.01

		227.2		-5282.55		-5774.27		-5288.48		-5391.31		-6293.46		-5278.23		-5313.78

		227		-5410.61		-5822.09		-5321.85		-5468.96		-6423.07		-5405.96		-5427.88

		226.8		-5491.84		-5901.4		-5391.22		-5543.24		-6496.71		-5487.41		-5516.27

		226.6		-5556.01		-5960.49		-5404.83		-5631.91		-6535.54		-5559.89		-5602.17

		226.4		-5620.92		-6014.12		-5397.29		-5721.63		-6591.95		-5605.94		-5662.6

		226.2		-5680.25		-6017.52		-5238.87		-5791.24		-6596.71		-5632.24		-5698.56

		226		-5758.8		-6113.4		-5399.59		-5903.36		-6690.16		-5718.6		-5831.83

		225.8		-5866.65		-6194.94		-5407.74		-6003.61		-6719.9		-5749.23		-5880.08

		225.6		-5890.69		-6255.8		-5536.97		-6072.6		-6753.96		-5809.17		-5944.31

		225.4		-5883.24		-6318.86		-5526.48		-6075.16		-6837.68		-5823.88		-5960.38

		225.2		-5995.01		-6352.81		-5592.34		-6084.21		-6927.48		-5901.81		-5957.3

		225		-6038.03		-6425.64		-5688.57		-6116.08		-7033.48		-5974.32		-6009.92

		224.8		-6028.84		-6515.78		-5908.88		-6124.86		-7077.95		-5991.09		-6069.74

		224.6		-6100.65		-6562.19		-5955.73		-6146.86		-7135.62		-6029.77		-6098.39

		224.4		-6126.21		-6603.34		-6036.17		-6179.68		-7186.17		-6094.37		-6147.17

		224.2		-6221.21		-6627.28		-6048.3		-6214.1		-7209.72		-6106.73		-6165.36

		224		-6271.97		-6662.13		-6011.9		-6248.99		-7254.74		-6159.27		-6230.53

		223.8		-6251.74		-6693.23		-6056.18		-6261.03		-7240.82		-6147.43		-6268.05

		223.6		-6290.95		-6686.26		-6108.63		-6291.56		-7314.21		-6232.12		-6283.21

		223.4		-6308		-6699.33		-5906.39		-6304.11		-7319.8		-6300.01		-6303.17

		223.2		-6306.48		-6724.11		-5932.92		-6357.73		-7333.29		-6292.29		-6348.86

		223		-6285.81		-6722.7		-5873.16		-6330.33		-7312.89		-6274.24		-6354.43

		222.8		-6259.13		-6722.9		-5931.59		-6293.56		-7266.66		-6276.52		-6358.55

		222.6		-6254.82		-6738.54		-5897.55		-6302.45		-7268.37		-6288.89		-6334.69

		222.4		-6294.06		-6757.46		-5968.93		-6390.59		-7327.68		-6319.1		-6372.5

		222.2		-6325.41		-6831.21		-5968.84		-6479.86		-7383.42		-6348.77		-6408.97

		222		-6375.8		-6839.39		-6087.1		-6468.23		-7404.35		-6417.05		-6452.78

		221.8		-6377.6		-6837.04		-6087.46		-6414.67		-7424		-6491.58		-6418.59

		221.6		-6391.61		-6899.11		-6168.54		-6473.06		-7521.36		-6533.46		-6509.89

		221.4		-6435.61		-6948.26		-6151.36		-6560.84		-7635.24		-6539.67		-6561.32

		221.2		-6497.67		-6991.8		-6232.29		-6519.11		-7684.46		-6600.05		-6621.18

		221		-6528.91		-6996.8		-6327.93		-6524.27		-7634.22		-6598.38		-6634.95

		220.8		-6559.33		-7058.94		-6267.35		-6508.58		-7656.78		-6574.56		-6638.6

		220.6		-6559.03		-7040.93		-6279.54		-6535.05		-7661.1		-6561.55		-6603.24

		220.4		-6607.43		-7101.97		-6359.4		-6523.9		-7660.69		-6570.23		-6624.88

		220.2		-6631.47		-7083.88		-6267.26		-6485.51		-7653.79		-6622.94		-6634.93

		220		-6599.56		-7026.07		-6228.19		-6499.15		-7616.93		-6631.93		-6625.28

		219.8		-6577.31		-7020.19		-6187.85		-6549.03		-7629.14		-6592.32		-6602.94

		219.6		-6626.81		-7023.2		-6155.18		-6580.53		-7619.87		-6570.52		-6607.18

		219.4		-6642.98		-7004.13		-6199.55		-6565.84		-7670.94		-6604.62		-6625.9

		219.2		-6682.4		-7042.91		-6275.8		-6655.53		-7729.09		-6630.98		-6718.46

		219		-6733.52		-7079.15		-6395.91		-6732.91		-7752.02		-6635.2		-6713.08

		218.8		-6785.79		-7110.41		-6486.81		-6789.27		-7833.06		-6646.54		-6748.13

		218.6		-6781.22		-7193.48		-6638.53		-6738.13		-7850.77		-6657.41		-6782.96

		218.4		-6771.48		-7194.16		-6577.53		-6768.7		-7921.42		-6745.29		-6766.17

		218.2		-6700.6		-7193.13		-6483.76		-6712.17		-7906.79		-6737.23		-6737.99

		218		-6720.17		-7206.07		-6562.98		-6727.14		-7946.71		-6751.58		-6760.1

		217.8		-6775.01		-7203.75		-6587.65		-6736.42		-7963.92		-6778.32		-6741.94

		217.6		-6776.9		-7210.62		-6538.17		-6712.62		-7976.17		-6788.76		-6765.18

		217.4		-6809.55		-7219		-6545.46		-6733.73		-7949.93		-6781.24		-6768.49

		217.2		-6899.92		-7273.8		-6525.58		-6811.69		-7973.02		-6739.71		-6814.44

		217		-6997.79		-7303.69		-6711.34		-6838.02		-8016.7		-6740.43		-6934.4

		216.8		-7052.42		-7345.69		-6768.62		-6852.49		-7983.02		-6776.79		-6949.83

		216.6		-7017.98		-7363.97		-6638.59		-6864.08		-7970.59		-6733		-6930.78

		216.4		-6919.13		-7319.2		-6552.88		-6845.66		-7959.1		-6730.68		-6936.07

		216.2		-6939.18		-7344.3		-6554.38		-6896.62		-7954.9		-6835.03		-6929.22

		216		-6927.06		-7314.77		-6532.71		-6858.89		-7922.62		-6807.21		-6882.7

		215.8		-6929.02		-7336.76		-6621.34		-6866.49		-7986.33		-6870.03		-6938.61

		215.6		-6848.98		-7307.22		-6538.62		-6854.08		-7977.61		-6851.1		-6852.66

		215.4		-6823.59		-7263.84		-6574.3		-6840.49		-8031.3		-6871		-6825.95

		215.2		-6820.25		-7270.19		-6714.19		-6810.68		-8023.3		-6887.73		-6811.76

		215		-6879.13		-7299.31		-6633.14		-6797.06		-8006.94		-6819.86		-6788.43

		214.8		-6849.92		-7329.02		-6604.94		-6801.25		-8033.6		-6756.29		-6755.56

		214.6		-6852.06		-7273.41		-6590.69		-6786.76		-8096.65		-6748.17		-6756.21

		214.4		-6837.59		-7262.91		-6489.58		-6742.09		-8049.89		-6703.48		-6699.32

		214.2		-6881.33		-7334.1		-6537.58		-6802.17		-8053.61		-6684.58		-6748.9

		214		-6894.46		-7322.95		-6593.1		-6794.37		-8033.52		-6694.3		-6736.65

		213.8		-6886.55		-7342.43		-6640.38		-6750.8		-7984.85		-6702.99		-6769.65

		213.6		-6819.96		-7321.92		-6634.84		-6739.6		-7993.62		-6688.64		-6783.81

		213.4		-6803.56		-7319.56		-6622.38		-6726.78		-7916.35		-6680.54		-6795.17

		213.2		-6743.45		-7272.4		-6713.47		-6658.26		-7812.98		-6710.2		-6754.15

		213		-6691.21		-7239.43		-6688.11		-6633.3		-7735.03		-6743.42		-6717.88

		212.8		-6616.28		-7198.55		-6647.01		-6555.09		-7756.99		-6688.72		-6695.47

		212.6		-6624.69		-7091.95		-6601.16		-6562.33		-7790.53		-6665.49		-6712.45

		212.4		-6576.52		-7050.46		-6455.47		-6614.91		-7793.85		-6698.34		-6664.82

		212.2		-6540.59		-7040.58		-6387.39		-6582.35		-7829.86		-6703.29		-6640.92

		212		-6511.43		-7063.29		-6350.55		-6626.62		-7866.85		-6627.82		-6638.79

		211.8		-6514.83		-7059.02		-6293.1		-6605.56		-7922.05		-6536.52		-6634.82

		211.6		-6481.08		-6991.92		-6331.52		-6600.87		-7934.7		-6456.42		-6617.99

		211.4		-6496.51		-6983.47		-6333.65		-6619.29		-7934.88		-6453.55		-6542.39

		211.2		-6534.73		-7014.43		-6404.65		-6591.4		-7883.85		-6422.61		-6486.98

		211		-6526.33		-7056.66		-6568.08		-6564.72		-7896.24		-6395.16		-6445.61

		210.8		-6492.31		-7000.28		-6463.05		-6568.21		-7809.92		-6324.74		-6420.45

		210.6		-6448.03		-6934.69		-6405.05		-6595.15		-7759.92		-6390.28		-6411.09

		210.4		-6381.36		-6898.13		-6240.68		-6576.44		-7650.19		-6364.65		-6351.46

		210.2		-6420.2		-6901.09		-6351.27		-6576.2		-7597.86		-6440.51		-6390.54

		210		-6363.63		-6893.16		-6333.58		-6547.4		-7494.14		-6446.9		-6474.24

		209.8		-6336.61		-6867.85		-6197.94		-6574.95		-7459.42		-6453.83		-6526.75

		209.6		-6335.29		-6800.07		-6206.22		-6616.34		-7454.85		-6484.41		-6554.51

		209.4		-6392.14		-6816.4		-6284.51		-6524.34		-7476.4		-6513.15		-6527.56

		209.2		-6332.17		-6778.89		-6266.17		-6401.01		-7466.18		-6460.63		-6504.02

		209		-6253.36		-6725.08		-6229.18		-6420.31		-7516.12		-6391.79		-6481.19

		208.8		-6196.55		-6666.41		-6018.24		-6405.47		-7496.87		-6369.61		-6373.85

		208.6		-6119.77		-6619.83		-5987.36		-6349.96		-7439.87		-6282.71		-6235.94

		208.4		-6032.88		-6555.6		-6046.08		-6204.57		-7355.01		-6263.9		-6166.06

		208.2		-5891.65		-6482.3		-5962.64		-6040.46		-7208.46		-6094.48		-6058.02

		208		-5664.71		-6353.01		-5745.36		-5972.61		-6961.93		-5926.97		-5938.75

		207.8		-5558.88		-6269.31		-5752.07		-5872.06		-6743.83		-5812.22		-5769.91

		207.6		-5525.77		-6157.39		-5663.51		-5811.66		-6579.15		-5704.24		-5698.84

		207.4		-5382.67		-6019.69		-5428.68		-5605.68		-6335.24		-5482.44		-5509.77

		207.2		-5162.37		-5807.34		-5128.64		-5424.35		-6101.6		-5255.11		-5378.47

		207		-4968.86		-5566.25		-4946.39		-5246.85		-5854.31		-5023.38		-5178.8

		206.8		-4807.52		-5294.12		-4705.27		-5092.53		-5607.2		-4814.59		-4952.97

		206.6		-4613.48		-5067.19		-4502.88		-4884.55		-5371.14		-4526.9		-4697.64

		206.4		-4275.56		-4768.96		-4187.7		-4683.62		-5086.21		-4287.75		-4421.26

		206.2		-3913.97		-4416.48		-3848.93		-4296.68		-4762.84		-4015.72		-4125.24

		206		-3557.45		-4111.54		-3597.21		-4017.91		-4521.55		-3744.16		-3828.46

		205.8		-3239.81		-3807.54		-3332.09		-3698.56		-4238.64		-3451.94		-3549.26

		205.6		-2896.85		-3475.16		-3020.23		-3422.09		-3861.83		-3170.11		-3182.28

		205.4		-2545.02		-3133.35		-2757.7		-3008.21		-3541.02		-2906.64		-2925.13

		205.2		-2168.53		-2674.92		-2334.52		-2557.11		-3176.83		-2506.51		-2552.75

		205		-1858.15		-2200.94		-1765.1		-2202.48		-2725.17		-2165.21		-2234.4

		204.8		-1541.23		-1896.99		-1436.37		-1969.15		-2272.45		-1833.93		-1885.1

		204.6		-1180.61		-1427.78		-947.625		-1552.05		-1730.14		-1387.2		-1491.39

		204.4		-807.194		-1005.42		-397.034		-1192.23		-1237.75		-938.693		-1047.41

		204.2		-403.585		-584.292		98.3385		-783.798		-834.632		-524.609		-664.51

		204		-30.3966		-185.64		540.415		-478.311		-405.482		-111.622		-258.387

		203.8		302.686		132.696		857.645		-56.0495		9.27201		197.774		156.807

		203.6		682.584		511.432		1122.59		365.76		470.172		627.891		553.203

		203.4		1126.12		1015.34		1597.71		920.759		870.774		1059.56		1003.18

		203.2		1445.69		1440.58		1897.32		1345.17		1353.7		1405.99		1445.52

		203		1850.28		1820.17		2200.15		1703.31		1782.6		1748.04		1837.99

		202.8		2248.4		2265.43		2525.33		2127.43		2235.55		2130.48		2293.39

		202.6		2691.65		2691.02		2870.32		2543.89		2740.83		2529.11		2660.25

		202.4		3167.34		3145.53		3365.2		2941.12		3145.31		2921.31		2969.88

		202.2		3478.22		3591.61		3802.32		3326.34		3663.51		3282.54		3375.77

		202		3918.54		4014.41		4167.05		3670.29		4230.36		3646.79		3707.38

		201.8		4252.21		4306.06		4607.77		4019.33		4624.65		4038.94		4026.09

		201.6		4679.79		4694.37		5083.35		4420.4		5083.26		4430.2		4415.94

		201.4		5143.9		5068.24		5510.95		4783.71		5450.42		4799.43		4810.03

		201.2		5576.69		5510.06		5913.92		5125.01		5929.89		5200.74		5175.24

		201		5938.32		5801.55		6084.06		5604.33		6311.99		5603.32		5583.68

		200.8		6494.16		6220.5		6468.17		5995.13		6665.68		5948.27		5966.94

		200.6		6964.84		6603.77		6851.7		6383.63		7018.51		6355.38		6366.68

		200.4		7432.55		7122.86		7355.71		6902.08		7564.97		6719.02		6750.63

		200.2		7791.79		7550.91		7678.38		7323.84		8136.38		7041.42		7170

		200		8214.04		8015		7994.47		7850.36		8662.79		7450.21		7583.27

		199.8		8596.51		8411.8		8392.68		8344.35		9182.95		7900.79		7986.86

		199.6		9060.61		8928.11		9148.89		8833.4		9760.43		8421.2		8493.26

		199.4		9377.72		9339.37		9373.79		9320.72		10158.3		8767		8828.83

		199.2		9858.46		9828.03		9697.67		9761.18		10621.2		9193.61		9288.21

		199		10343.9		10178.2		10159.1		10181.7		11081.8		9727.33		9774.82

		198.8		10764.7		10656.2		10743.6		10665.6		11588.1		10209.9		10156.1

		198.6		11178.2		11284.3		11468		11105.1		12087.2		10774.6		10628.5

		198.4		11756.5		11835.7		11903.3		11514.2		12706.5		11317.6		11129.5

		198.2		12115.8		12381.1		12298		11985.9		13355.5		11946.9		11619.9

		198		12633		12982.6		12889.1		12548.7		14106.1		12468.2		12306.1

		197.8		12977.8		13617.8		13582.1		13232.3		14706.9		12923.9		12779.6

		197.6		13593.9		14383		14335.8		13790		15169.2		13443.2		13357.8

		197.4		14204.9		14835.5		14862.7		14491.9		15875.7		14009.5		13980.7

		197.2		14722.1		15357.6		15127.8		15041.4		16584.4		14391.7		14395.3

		197		15463.8		16022.7		15684.8		15577.8		17112.4		14933.7		15076.6

		196.8		16150.6		16756.2		16537.5		16416.8		17732.7		15450.9		15736

		196.6		16666.1		17314.4		16810.4		17065.6		18084.6		16163		16317.2

		196.4		17327.2		17806.6		16932.4		17580.2		18705.6		16648.9		16979.9

		196.2		17737.5		18445.1		17211.2		18042.6		19294.6		17240		17488.1

		196		18112.4		19084.9		17837.5		18568		19419.8		17978.5		18057.9

		195.8		18396.1		19481		18496.5		18868.7		20057.2		18381.2		18604.6

		195.6		18708.4		19556.8		18735.6		19152.2		20176.5		18870.3		18756.9

		195.4		19029.9		19734.2		18817.1		19343.3		20065.3		19149		19006.6

		195.2		19069.1		19756.8		19064.7		19484.6		20010.3		19521.3		19165.3

		195		19037.5		19807.2		19512		19653.7		19887.5		19661.4		19213.6

		194.8		19027.4		20201		20027.5		19618.1		19762.5		19770.8		19444.4

		194.6		19315.2		20062.1		20529.6		19492.6		19004.9		20098.7		19796.7

		194.4		18740.9		20330.6		20920.2		19718		18447.3		19844.8		20315.1

		194.2		18158.9		20452.3		21059		19876.7		18570.7		19688.2		20330.5

		194		17797.7		20368.5		21137.7		19907.9		18436.1		19691.7		21030.7

		193.8		17356.2		20226.6		21325.3		19591.4		17545.3		19541.7		21360.6

		193.6		17050.5		20502.5		21776.8		19610.7		16755.7		19568.2		20956.9

		193.4		16188.6		20424		21800.5		19993.9		15963.5		18926		20247.3

		193.2		15199.8		20705.1		20667		19340.3		14783.3		19763.9		20013.2

		193		15031.7		21293.3		20196.8		18518.4		13222.3		19036.5		19044.9

		192.8		14421.1		21147.9		20697.6		17697.6		11938.5		18361.4		18369.8

		192.6		13974.3		20457.6		19264.6		16436.1		10570.4		17416.1		17224.4

		192.4		13132.4		18042.9		18654.5		15262.7		9933.46		16489.7		16678.2

		192.2		12250.9		17764.5		17522.2		14117.1		8750.52		16162.7		18046.1

		192		11374		18703.3		14931.4		12606.3		7605.16		14861.6		17223.9

		191.8		9982.21		16519.4		15563		11844.2		7060.12		12479.3		16379.8

		191.6		9323.57		13766.7		14066.6		9929.89		5701.07		11029.6		15600.1

		191.4		8450.98		10025.7		12910.7		10817.1		5277.82		11932.2		15783.5

		191.2		7811.42		9085.42		10488.6		9715.05		3748.17		12133.7		18569.7

		191		7380.15		10797.4		7606.21		8731.87		3535.3		11674.3		19082.2

		190.8		6449.77		10052.2		2015.73		8863.39		1920.79		10135.6		15745.5

		190.6		6105.27		4226		738.701		7734.41		1295.57		10159		15437.8

		190.4		5190.68		4349.08		-4120.22		8419.73		787.849		11730.2		16470.6

		190.2		2738.42		7052.38		-19152.5		7259.07		-672.806		10155.5		16389.1

		190		1912.11		10839.9		-19524.6		3626.14		-1324.05		6339.78		14369.8
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