TETRACICLINE                                                                      Curs 5


5. BIOTEHNOLOGIA DE OBŢINERE A TETRACICLINELOR

Tetraciclinele constituie una din grupele de antibiotice deosebit de apre​ciate din punct de vedere terapeutic. Primul antibiotic din această grupă, clortetraciclina, a fost izolat din culturi de Streptomyces aureofaciens de Duggar în 1945 şi introdus în terapeutică în anul 1948. Oxitetraciclina a fost izolată ceva mai târziu (Kane, Finlay, Sobin, 1949), din lichidele de fermen​taţie a unei tulpini de Streptomyces rimosus. Tetracilina descoperită în 1952 a fost obţinută iniţial prin hidrogenerarea selectivă a clortetraciclinei, iar mai târziu prin fermentaţia în profunzime a microorganismului Streptomy​ces aureofaciens.          
În ultimul timp se studiază intens tetraciclinele de semisinteză carac​terizate printr-o acţiune terapeutică superioară tetraciclinelor naturale. Dintre compuşii introduşi în terapeutică se menţionează minocilina, solvocilina şi 6-metilenoxitetraciclina.
Datorită spectrului larg de acţiune, toxicităţii scăzute, lipsei generale a fenomenelor secundare, tetraciclinele constituie antibioticele cu cea mai largă "utilizare" terapeutică, consumul lor reprezentând 55 % din consumul total de antibiotice.
Tetraciclinele acţionează asupra germenilor gram-pozitivi (streptococi, pneumococi, stafilococi), gram-negativi (brucele, shigele), asupra virusurilor şi asupra unor protozoare. Ele se prezintă sub formă de pulberi cristaline, galbene, indore, amorfe, insolubile în apă sub formă de baze, solubile sub formă de clorhidraţi. În soluţii apoase se inactivează la pH sub 2 şi peste 8, stabilitatea maximă fiind în intervalul de pH cuprins între 4 şi 5.

5.1. Structura şi activitatea tetraciclinelor

Structura chimică a tetraciclinelor s-a stabilit prin reacţii de degradare în mediu bazic, acid sau reducător. Ele conţin un sistem ciclic de patru inele condensate liniar, corespunzător scheletului hidronaftacenului (s-a obţinut naftacen, II, prin distilare cu pulbere de zinc).
După stabilirea naturii  şi locului diferiţilor substituienţi în moleculă, s-a atribuit tetraciclinelor de biosinteză (I) următoarele structuri:
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După cum se vede, clortetraciclina conţine un atom de clor în inelul D poziţia 7, oxitetraciclina conţine un hidroxil în nucleul B poziţia 5, iar tetraciclina are o structură mai simplă, fără halogen în poziţia 7 şi fără hidroxil în 5.
Tetraciclinele pot suferi unele modificări structurale fără pierderea acti​vităţii. Astfel, eliminarea grupelor funcţionale din poziţiile 5, 6, 7 nu afectează activitatea fiziologică, iar înlocuirea grupei -OH de la C6 din tetraciclină şi oxitetraciclină cu un atom de hidrogen, are repercusiuni neînsemnate asupra activităţii.
Compusul cel mai simplu din seria tetraciclinelor, care mai păstrează încă activitatea antibacteriană, este 6-desoxi-demetiltetraciclină, care nu mai conţine nici o grupă funcţională la atomii de carbon din poziţiile 5, 6, 7. Activitatea antibacteriană este influenţată de modificările sterice şi de pozi​ţia anumitor substituienţi. Prin eliminarea oxidrilului din poziţia „12 a" se obţine „12 a"-desoxitetraciclina inactivă, iar deshidratarea grupei 2-carboxiamidică duce la tetraciclino-nitrili cu slabă acţiune fiziologică. Nitrilii reacţionează cu morfolină, piperidină, pirolidină, aminoacizi (lizină) dând produşi solubili, cu activitate antibacteriană şi proprietăţi terapeutice apre​ciabile.

5.2. Biosinteza tetraciclinelor
Cunoaşterea mecanismului de biosinteză a antibioticelor din această grupă este una din problemele cele mai interesante sub raport teoretic şi practic deoarece permite găsirea posibilităţilor de dirijare a procesului spre formarea în exclusivitate a antibioticului urmărit. Cu toate eforturile depuse, problema nu este complet elucidată. Pentru elucidarea mecanismului de biosinteză a antibioticelor ciclice, mulţi cercetători se sprijină pe teoria acetică a lui Collie şi Birch, conform căreia moleculele acidului acetic se unesc între ele după modelul „cap-coadă" şi apoi se ciclizează prin condensare aldolică (Kleisen). Birch a descris schema ipotetică de formare a sistemelor ciclice simple prin următorul mecanism:
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Dacă condensează un număr mai mare de unităţi acetice se obţin com​binaţii mai complexe. Pentru confirmarea ipotezei de mai sus, s-a introdus în mediul de cultură a microorganismelor producătoare de tetracicline acid acetic cu carbon marcat şi apoi s-au studiat produsele de descompunere a oxitetraciclinei formate. Studiile efectuate cu acid acetic marcat au dus la concluzia că acidul acetic este precursor în biosinteza   tetraciclinelor.
Carbonul marcat din grupele metilice ale acidului acetic se regăseşte în molecula oxitetraciclinei în poziţiile 2, 4, 5, 6, 7, 9, 10 a, 11a, 12a, iar carbonul din grupele carboxilice în celelalte poziţii (1, 3, 4a, 5a, etc):
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 Datorită faptului că radioactivitatea inelului A este mai mică, s-a emis ipoteza că acest inel este format din acid glutamic şi acid acetic, conform următoarei scheme:
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Rezultatele au arătat că nici acidul glutamic nu explică scăderea radioactivităţii inelului A. Recent s-a reuşit a se separară cu mutante un produs numit demetil-policetidamida (VII), care supus apoi unor prelucrări ulte​rioare a condus la pretetramidă (VIII) (nucleul de bază din tetracicline) şi la protetronă (IX):
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Din protetronă (IX) se poate trece uşor la pretetramidă sau produşi înru​diţi, prin următoarele reacţii:
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Structura protetronei arată că gruparea carboxiamidică se formează într-un stadiu timpuriu şi că policetidamida are structura propusă mai sus.
Calea de biosinteză de la pretetramidă la tetraciclină are un fundament experimental temeinic.
Prepararea unui mare număr de derivaţi de pretetramidă a permis testarea lor privind posibilităţile transformării, prin procedee biochimice, în tetracicline. Rezultatele obţinute au dus la concluzia că pretetramidele cons​tituie intermediari în biosinteza tetraciclinelor, iar gruparea carboxiamidică şi grupa 6-metil este introdusă în catenă înaintea ciclizării nucleului naftacenic.
Dovada principală că 6-metilarea precede ciclizarea, o constituie fap​tul că obţinerea antibioticului 6-metilat depinde de prezenţa sau absenţa metilului în poziţia 6, în derivaţii de pretetramidă. Prezenţa substituientului 7-clor în antibioticul obţinut (clortetraciclină) prin transformarea unei pretetramide poate fi explicat fie prin folosirea unui derivat clorurat de pretetramidă, fie prin folosirea unui mutant care are capacitatea, genetic determinată, de clorurare. Dacă se pleacă de la o pretetramidă neclorurată şi se foloseşte un mutant de clorurare se obţine clortetraciclină, fapt ce demonstrează că procesul de clorurare are loc după stadiul de formare a pretetramidei.
Confirmarea faptului că intermediarii naftacenici sunt într-adevăr impli​caţi în biosinteză normală a tetraciclinei, s-a obţinut şi prin descoperirea unei 4-hidroxi-6-metilpretetramide (XII), a cărui structură a fost stabilită folosind reacţiile de oxidare şi reducere în diverse condiţii (schema I).
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Schema I

Prin reducere cu HI, la fierbere în fenol se obţine 6-metilpretetramid (XIII) care se oxidează rapid în soluţie alcalină, la aer, într-o chinonă (XV), iar aceasta la rândul ei se oxidează uşor cu H2O2 în mediu alcalin la acid antro-dicarboxilic 10,10-disubstituit (XIV), 4-hidroxipretetramidele prezintă inte​res prin faptul că sugerează calea prin care gruparea 4-dimetil-amino este introdusă în ciclu. În continuare se redă calea de trecere de la 4-hidroxipretetramidă la tetracicline. (Schema  II).
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Prin hidroxilarea produsă la C12a a 4-hidroxi-pretetramidei se obţine 4-ceto-dedimetilamino-anhidro-tetraciclina (XVI), fapt ce confirmă rolul ei în procesul de biosinteză a tetraciclinelor. Această constatare stabileşte în acelaşi timp că hidroxilarea la C4 precede hidroxilarea la C12a a 6-metilpretetramidei şi că clorurarea la C7 are loc într-un stadiu ulterior hidroxilării la C12a.
Din 4 – ceto – dedimetilamino - anhidrotetraciclină se poate ajunge la tetraciclină sau la oxitetraciclină, prin următoarele faze: anhidrotetraciclină (XIX), anhidrooxitetraciclină (XX), dehidrotetraciclină (XXI), tetraciclină:
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Toate aceste procese de metilare, aminare, oxidare, reducere sunt rea​lizate enzimatic în procesul de biosinteză.
Pentru determinarea cantitativă a tetraciclinelor se pot folosi cu suc​ces metode titrimetrice, spectrofotometrice, colorimetrice, electrochimice, refractometrice şi cromatografice.

5.3. Tehnologia de obţinere a tetraciclinelor
Tehnologia de fabricaţie a tetraciclinelor constă în fermentarea în pro​funzime a unor tulpini de Streptomyces aureofaciens folosind, pentru dezvol​tarea microorganismului şi producerea antibioticelor, un mediu complex în a cărui compoziţie intră, în general, surse de hidraţi de carbon, surse de azot (organic şi anorganic), săruri minerale, microelemente (ioni metalici), sti​mulatori, inhibitori, antispumanţi.
Procesul de fermentaţie a actinomicetului Streptomyces aureofaciens par​curge trei etape.

Prima etapă, de creştere intensă a miceliului, are loc între 20 şi 80 - 90 de ore de la însămânţare. Această etapă se caracterizează prin consum rapid de glucoză şi asimilarea azotului.
A doua etapă, care are loc între 90 şi 120 de ore de la însămânţare, se caracterizează printr-o creştere lentă a masei microbiene şi împărţirea miceliului în fragmente. În această perioadă cantitatea de tetraciclină acumulată în lichidul de cultură este maximă.                  
A treia etapă, se caracterizează prin creşterea cantităţii de azot solubil în mediu şi prin accelerarea uşoară a formării de NH3 care produce o creş​tere de pH. Apariţia acestei etape indică terminarea procesului de biosinteză. 
Streptomyces aureofaciens este capabil să utilizeze zaharoza, amidonul, glucoza, fructoza şi galactoza, însă nu poate utiliza maltoza, lactoza, manoza şi sorbitolul. Asimilarea zahărului de către S. aureofaciens este reglată de ra​portul dintre cantităţile de zahăr şi azot din mediu. Dacă acest raport este sub valoarea optimă procesul de creştere respiraţie şi producere de antibiotic se desfăşoară cu viteze mici, iar în final cantitatea de antibiotic biosintetizat este mult diminuată.
Factorul intracelular răspunzător de trecerea de la faza de creştere in​tensivă şi asimilarea tuturor elementelor din mediu, la faza de producere a antibioticului, se presupune a fi scăderea acidului dezoxiribonucleic (ARN) din protoplasmă.
Proprietăţile fiziologice ale miceliului se modifică continuu şi la aceasta contribuie şi conţinutul în fosfor al mediilor de cultură. Pe de altă parte, există suficiente date care cofirmă că trecerea de la faza de creştere a S. aureo​faciens la faza de biosinteză a antibioticului, este determinată în mare parte de concentraţia fosforului în mediul de cultură. De asemenea, datele din literatură demonstrează ca antibioticul este biosintetizat numai de microorganismele ajunse la maturitate, iar între concentraţia fosforului, viteza de creştere a biomasei şi viteza de producere a antibioticului este o strânsă corelaţie (figura 5.1).
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Figura 5.1. Dependenţa vitezei specifice de creştere a masei celulare 

şi a vitezei de ela​borare a tetraciclinelor funcţie de concentraţia de  fosfor şi durata fermentaţiei:

I - 16 μg fosfor/ml; II - 130 μg fosfor/ml; III - 270 μg fosfor/ml; IV - 580 μg  fosfor/ml.

Din figura 5.1 rezultă că fosforul stimulează procesul de creştere a masei celulare, dar acest efect se manifestă numai până la o concentraţie a fosforului de (40 - 50) ∙ 10-6 g/ml, după care viteza de creştere a masei celulare rămâne practic constantă. Dacă se urmăreşte influenţa concentraţiei fosforului asupra vitezei de producere a tetraciclinelor, se constată că la concentraţii mici stimulează acest proces, iar la concentraţii mari îl inhibă (figura 5.1, curba IV). Calculându-se viteza de creştere a masei celulare μ cu ecuaţia Monod şi viteza de formare a tetraciclinelor V cu ecuaţia Michaelis – Menten, funcţie de concentraţia fosforului (substrat limitativ) s-a demonstrat că mă​rind conţinutul de fosfor de la 10 ∙ 10-6 g/ml la 45 ∙ 10-6 g/ml viteza de creş​tere a masei celulare creşte de la 0,007 la 0,029 h-1, iar viteza de producere a tetraciclinelor scade brusc la creşterea sau micşorarea concentraţiei de fosfor comparativ cu valoarea optimă (concentraţia optimă este 30 ∙ 10-6 g/ml).
Este interesant de remarcat faptul că viteza maximă de producere a tetraciclinelor se obţine în culturile care au viteza de creştere a biomasei de 0,02  -  0,03 h-1 (figura 5.2), ceea ce corespunde unei viteze de 3 ori mai mici faţă de viteza maximă de creştere a masei celulare (tabelul 5.1).
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Figura 5.2. Dependenţa dintre viteza de creştere a masei celulare şi 

viteza de elaborare a tetraciclinelor:
a - influenţa concentraţiei fosforului; b - corelaţia dintre viteza de creştere 

a masei celulare şi viteza de elaborarea produsului
Tabelul 5.1. Vitezele specifice de creştere a biomasei şi de acumulare a tetraciclinelor funcţie de concentraţia de fosfor în culturile de Act. Aureofaciens

	Indici
	Condiţii optime

	
	pentru creşterea biomasei
	pentru biosinteza tetraciclinelor

	Glucoza (mg/ml)

Azot amoniacal (mg/ml)

Fosfor (mg/ml)
	11,4; 20,2

0,87; 0,87

65; 70
	11,0; 16,8; 11,0; 16,8

0,46; 0,46; 0,68; 0,68

25; 28; 30; 27

	Viteza specifică de creştere, h-1

Viteza specifică de acumulare a tetraciclinelor (µg/mg/h)
	0,079; 0,070

0,40; 0,42
	0,024; 0,023; 0,021; 0,029

4,80; 4,50; 4,42; 4,22


Prin urmare, procesul de biosinteză a tetraciclinelor trebuie condus la viteze mici de creştere a masei celulare, iar aceste viteze se reglează prin men​ţinerea concentraţiei de fosfor la valoarea de (25 - 30) ∙ 10-6 g/ml.
Asupra vitezei de creştere a masei celulare şi de producere a tetracicli​nelor influenţează foarte mult şi valoarea pH-ului. Pentru orice sistem de fermentaţie a tetraciclinelor influenţa pK-ului poate fi descrisă prin una din ecuaţiile:

μ = μmax - 
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(5.1)

μ = μmax = 
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(5.2)

μ = μmax = 
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(5.3)

μ = μmax = 
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(5.4)

μ = μmax = 
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(5.5)

în care: K1, K2, K3, K4, KH, KOH  sunt constante.
Alegerea modelului matematic, care descrie cel mai corect influenţa pH-ului asupra vitezei de creştere a biomasei şi de elaborare a tetracicline​lor, se face prin corelare cu datele experimentale.
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Figura 5.3. Dependenţa intensităţii respiraţiei v, μl CO2/ml ∙ τ şi pH-ului 

funcţie de con​centraţia glucozei în biosinteza tetraci​clinelor :

a - 2 mg/ml; 6 - 23 mg/ml; c - 45 mg/ml
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Figura 5.4. Variaţia vitezei de creştere a bio​masei şi de acumulare a tetraciclinelor fun​cţie de pH:

a - conform ecuaţiei (5.6); b - conform ecuaţiei (5.7).

Pentru cazul în care substratul limitativ este glucoza, această influenţă este descrisă cel mai fidel de ecuaţia (5.4).
Prin determinarea concentraţiei optime a substratului (figura 5.3) şi a constantelor KH şi KOH şi introducerea în ecuaţia (5.4) se obţin expresiile de calcul a vitezei de creştere a biomsei şi a vitezei de formare a produsului:

μ = μmax 
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(5.6)

v = V
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(5.7)

unde: μ max= 1,26 h-1 şi V= 1,16 UI/mg miceliu/h.
Reprezentarea ecuaţiilor (5.6) şi (5.7) demonstrează că datele experi​mentale se înscriu pe curbele teoretice (figura 5.4), iar valorile optime ale pH-uli pentru creşterea biomasei şi producerea antibioticului sînt cuprinse între 6 şi 6,7.
Necesarul de azot pentru Streptomyces aureofaciens este furnizat de subs​tanţele minerale şi compuşii organici cu azot; se utilizează săruri de amo​niu, nitraţi şi substanţe organice bogate în aminoacizi. De asemenea, în procesul de biosinteză se folosesc stimulatori de biosinteză, ca de exemplu rodanura de benzil, care stimulează procesul de biosinteză a clortetraciclinei (aureomicinei). Rodanura de benzil măreşte randamentul în   clortetraciclină şi tetraciclină la tulpinile de înaltă productivitate cu 50%. Efectul acestui stimulator este remarcabil în faza I de cultivare şi se caracterizează printr-un grad mărit de utilizare a fosfatului şi o intensificare a respiraţiei. Efectul stimulator al rodanurii este mai pronunţat la medii cu conţinut mai ridicat în fosfat, unde metabolismul zahărului progresează rapid şi este evident numai dacă se adaugă la începutul procesului. Prin urmare, rodanura de benzil nu afectează direct viteza reacţiilor enzimatice în cursul ciclului de fer​mentaţie, dar produce o anumită modificare metabolică în cursul primelor ore de cultivare.

De asemenea, s-a constatat că ionii de clor sunt aceia care dirijează şi stimulează producerea de clortetraciclină; dacă se urmăreşte obţinerea tetraciclinei trebuie evitată prezenţa clorului. Pentru acesta ori se purifică mediul de clor, dar metoda este foarte scumpă, ori se foloseşte un mediu adecvat, ca de exemplu extract de graminee, obţinându-se până la 92% tetraciclină, ori se utilizează mutanţi ce blochează clorurarea (inhibitori de clorurare).
O metodă mai comodă este efectuarea fermentaţiei pe medii obişnuite dar folosind substanţe care inhibă clorurarea biochimică, ca de exemplu bromurile, iodurile şi unii compuşi cu sulf.
Parametrii optimi ai procesului de fermentaţie a tetraciclinelor sunt: temperatura 27±1°C, pH 6,5 - 6,8, viteza de agitare 110 - 120 rot/min, aeraţie 0,6 - 0,8 l aer/l mediu/minut, presiunea în fermentator 1,2 - 1,3 ata.        

  Din dinamica procesului de fermentaţie, prezentată în figura 5.5, rezultă că durata procesului de biosinteză este de 125 - 130 de ore şi coincide cu epuizarea componentelor mediului de cultură.

După terminarea procesului de fermentaţie mediul se acidulează cu acid sulfuric până la pH 1,5 - 2, se filtrează pe filtru presă, iar din lichidul obţinut se separă tetraciclinele.
Pentru separarea tetraciclinelor au fost încercate metode cromatografice, extracţia lichid-lichid şi extracţia cu solvenţi organici dintr-un complex al tetraciclinei cu acizi sau baze. Dintre metodele studiate, ultima este aplicabilă pe scară industrială, deoarece oferă randamente bune.
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Figura 5.5. Dinamica procesului de fermentaţie a tetraciclinelor

Pentru complexarea tetraciclinei se folosesc curent acizi organici, hexametafosfat, uree şi amoniac.
Complexul format, fiind insolubil în apă, se filtrează pe filtru presă şi se prelucrează în vederea obţinerii tetraciclinelor pure. Pentru aceasta complexul se tratează cu acid până la pH 1,5 - 1,9, pentru solubilizare, după care se tra​tează cu o bază până la pH 4 - 4,2 când precipită tetraciclină brută. Aceasta se filtrează, se usucă şi apoi se supune extracţiei cu un amestec de acetat de butil-metanol (10:1). Din soluţia de acetat de butil filtrată în prealabil de impurităţi, tetraciclina se separă prin adăugare de apă desalinată în proporţie de 30 - 40% faţă de volumul extractului. Tetraciclina cristalizată se filtrează, se spală pe filtru cu clorură de metilen şi se usucă la 40 - 45°C. Randamentul de obţinere a tetraciclinei pure din complex este de 75 - 80%.
5.4. Derivaţi ai tetraciclinei

Administrarea tetraciclinelor numai pe cale orală nu a permis atingerea unor concentraţii terapeutice în timp util, iar un tratament îndelungat cu tetraciclină duce la tulburări gastrice, colite, urticare, eritreme etc. 
Clorhidraţii şi sărurile de tetraciclină au o slabă toleranţă generală şi locală deoarece sunt insolubile la pH-ul ţesutului, conducând la depuneri care provoacă leziuni. De aceea, se urmăreşte obţinerea unor derivaţi de tetracicline solubile la pH-ul fiziologic, cu toxicitate redusă şi spectru asemănător tetraciclinelor şi care pot fi utilizate sub formă injectabilă fără efecte secundare. 
O primă clasă de com​puşi o constituie complecşii metalici cu Ca, Zn, Th:
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Complexul metal-tetraciclină se caracterizează prin solubilitate bună, acţiune  apropiată tectraciclinei şi o mare stabilitate.
În ultimul timp au apărut noi compuşi de tetraciclină, obţinuţi, fie prin semisinteză, fie prin substituiţi la gruparea 2-carboxiamidică, fie prin sub​stituţie în nucleul aromat.
Cei mai importanţi derivaţi de tetracicline care substituie la gruparea carboxamidă sunt: piridonometiltetraciclina (XXIII), denumită şi reverin sau solvocilin, N-hidroxietil-piperazino-tetraciclină  (XXIV) şi l-lizinometil-tetraciclină (XXV):
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Toţi aceşti produşi se obţin prin reacţia de amino-metilare (reacţia Mannich) a tetraciclinelor cu amine corespunzătoare. Reacţia se efectuează de obicei în condiţii cunoscute şi anume: se solvă tetraciclina într-un solvent potrivit (de preferinţă alcool alifatic inferior) şi se tratează stoechiometric cu amină secundară şi cu aldehidă formică: 
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Dacă în locul aldehidei formice se utilizează alte aldehide se obţin derivaţi cu gruparea:
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Înlocuirea grupei CH3 de la C6 cu H duce la o simplificare a moleculei cu păstrarea activităţii antibacteriene şi la o creştere a stabilităţii la acizi şi baze, iar produsul obţinut este denumit 6-demetiltetraciclină:
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6-Demetiltetraciclina (XXVI) se obţine prin fermentaţie în profunzime în condiţii speciale, utilizând mutanţi care au mecanismul de metilare blocat, sau introducând în mediul de cultură inhibitori de metilare cum ar fi: etionina, sulf-oxidul de metionină, metil-metionina, etc.
Izolarea şi purificarea 6-demetiltetraciclinei se face prin procedeele obişnuite de separare şi purificare a tetraciclinelor.
Înlocuirea grupei OH de la C6 cu H, are ca efect simplificarea moleculei, fără o diminuare apreciabilă a activităţii antibacteriene.
6-deoxitetraciclina se obţine prin hidrogenarea catalitică a clorhidratului de tetraciclină în mediu de dimetilformamidă-apă (1:1), utilizând drept catalizator paladiu depus pe cărbune.
Din masa de reacţie se separă 6-deoxitetraciclina cu µ = 6% şi 6-deoxi-6-demetiltetraciclina cu µ = 21%. 6-deoxi-6-demetil-tetraciclina este cel mai simplu compus din clasa tetraciclinelor care are activitate biologică.


















































































PAGE  
102

_1239690089.cdx

_1239970063

_1251286704.cdx

_1251287370.cdx

_1251291932.unknown

_1239973212

_1239973246

_1239976839

_1239970094

_1239701838.cdx

_1239705891.cdx

_1239706535.cdx

_1239706832.cdx

_1239706325.cdx

_1239705630.cdx

_1239694506.cdx

_1239700233.cdx

_1239690228.cdx

_1239122599.unknown

_1239689870.cdx

_1239689981.cdx

_1239124094.unknown

_1239689713.cdx

_1239122821.unknown

_1239122116.unknown

_1239122333.unknown

_1239121770.unknown

