A kutatas célja, célkitiizései

A hidrogéenkdtéseknek fontos szerepe van a fehérjékben és peptidekben el6forduld
mésodlagos szerkezetek (periodikus szerkezetek: hélix, p-réteg, poli-prolinhélix, valamint az
aperiodikus kanyarszerkezetek: a-, B-, y-kanyar illetve turn szerkezetek) stabilizalasaban és
a fehérjék harmadlagos szerkezetének kialakitdsdban. A kanyarszerkezetek (turn) szorosan
kapcsolodnak a peptidek, fehérjek biologiai funkcidjdhoz, fontos szerepet jatszanak a
poszttranszlacids atalakulasokban, a fehérjelanc felcsavarodasaban (folding), és a kiilonbdz6
felismerési folyamatokban. A modellvegyiiletek szintézise és teljeskora vizsgalata noveli
konforméacidvizsgalat megbizhatésagat és megkoénnyiti a részletes analizisek
(spektroszkopiai mérések) elvégzeset.

Gyakran fordulnak el6 oligopeptidekben kilonb6z6 kanyarszerkezetek, melyeknek két f6
tipusa ismeretes:

e B-kanyarok: a négy aminosavegységet tartalmaznak tiztagt (Cyo) 1«4 H-
kotessel. Bizonyos a-aminosavak p-turn szerkezeteket stabilizalnak (Pro, Gly).
e y-kanyarok: a harom aminosavegyseég altal kialakitott hettagu (C;) 1<—3 H-
kotéssel stabilizalodnak
E kanyarszerkezetek gerinckonformécioik alapjan tobb osztalyba (B1-VII1, v°9, v*)
sorolhatok: a leggyakrabban el6forduld kanyarszerkezetek a l1- és Bll-, inverz y-, illetve
klasszikus y-kanyar.

A R-aminosavak ritkan fordulnak elé a természetben, de az élettanilag jelent6s
peptidekben® (depszipeptidek, peptidantibiotikumok, stb.) gyakoriak. A -aminosavak
peptidekbe, foként ciklopeptidekbe torténd beépitésével a peptidgerinc flexibilisebb lesz (a
konformaécios szabadsagifok megnétt), a peptidgerincre nézve a kilénféle szubsztitaciok (pl.
nagy térigényt csoportok) kedvezébbek. Ugyanakkor tisztan kell latnunk a f-aminosavak
mésodlagos szerkezetre gyakorolt hatasét is. Az irodalomban fsleg a p-alanin?, valamint a p-
aminosavak oligomerjeinek széleskori vizsgalata talalhato, mely szerint ezen oligopeptidek
olyan peptidszarmazékok, ahol reprodukalhatd, szabalyszeri ( periodikus) masodlagos
szerkezet alakul ki (mint pl. helikalis szerkezet) **.

A R-homo-aminosav® tgy definialhaté, hogy egy C1-egység beékelsdott az o-
aminosavba; azaz két szénatom van az amino- €s karboxilcsoport kozétt. A vegyiletek e
csaladja igy két csoportra bonthaté: 3% és R°- homo-aminosavakra, attél fiiggéen, hogy C*
vagy C” helyzetbe kapcsolddik az oldallanc.

! Drey C.M. The chemistry and Biochemistry of B-Amino Acids in B. Weinstein (Ed.) 1977, 241-299

2 Lombardi, A., Saviano, M., Nastri, F., Maglio, O., Mazzeo, M., Isernia, C., Paolillo, L., Pavone, V.
Biopolymers 38, (1996), 693-703

*Borman, S., Chem. Eng. News, 1997, 75(24), 32; Lopez-Carrasquero, F., Garcia-Alvarez, M., Navas, J.J.,
Alemén, C., Munoz-Guerra, S. Macromolecules 1996, 29, 8449

* Appela, D.H., Christianson, L.A., Klein, D.A., Powell, D.R., Huang, X., Barchi, J.J.Jr., Gellman, S.H., Nature
1997, 387, 381;

> Seebach, D., Matthews, J.L.: Chem. Commun.1997, 2015
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Peptid modelleinkben mi csak a p3-homo-aminosavakat épitettiink be, ezért az
egyszeriiség kedvéért ezt a szerkezeti-varianst nevezziik, f-homo-aminosavnak: a
szekvencidban pedig -homo-X, B-hX a roviditése. Modelleinkben B-alanint is hasznaltunk,
amely a fenti elnevezés szerint azonos a f-homo-glicinnel.

A [-homo-aminosav beépitésével nem csak a hagyomanyos gyiriiméreti
kanyarszerkezetek (Cyo — B, illetve C; -y) johetnek létre, hanem hattagu- (Cg), nyolctagl (Cs)
ez a pszeudo-y-kanyarszerkezet (Wy-turn)®, valamint tizenegytagti (Ci1), ez a pszeudo-B-
kanyarszerkezet is (1. abra)

1. abra Pszeudo-y-kanyar

Eredeti célkitiizések és ezzel kapcsolatos Ujabb témak:

1. Fo6 célkitiizésiink volt, hogy R-homo-aminosavat tartalmazo, megtervezett modelleken
(ciklopeptidek) vizsgaljuk a 3-homo-aminosav konformacidra gyakorolt hatasat.
Olyan kisebb ciklusos peptideket terveztiink, amelyekben varhat6an nagyobb
valosziniiséggel alakulnak ki y-kanyarok, mint 3-kanyar-szerkezetek.

2. A hidrogénkdtéssel stabilizalt peptidek spektroszkopiai vizsgalatai révén kdzelebb
jussunk a kanyarszerkezetek spektroszkopiai leirasahoz: cirkularis dikroizmus- (CD)
és infravoros (IR) spektroszkdpia, illetve magneses magrezonancia (NMR) egyiittes
alkalmazasaval, akar nagyobb szerkezeti egységekben is. Kisebb egységek (diamid-
rendszerek’) azonositasara e komplex spektroszkdpiai vizsgélat alkalmasnak
bizonyult korabbi vizsgalatok alapjan.

® Schumann, F.; Miiller, A.; Koksch, M.; Miiller, G.; Sewald, N. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 12009
" E. Vass, J. Samu, M. Hollési, ,,FTIR spectroscopic studies on diamide models of y-turn structures”, 3rd
European Biophysics Congress, Miinchen, Germany, 2000.



3. Hidrogénhiddal stabilizalt oligopeptidek teljeskorii spektroszkopiai vizsgalata.
4. Akrilamid keletkezésének vizsgalata tri- és tetrapeptidekbol termolizis hatasara. (Uj
kutatas)

A kutatas eredményeinek ismertetése

Vérhatoan y —kanyarszerkezetet tartalmazé modellek szintézise es spektroszkopiai
vizsgalata. Az egyes csoportok ismertetésénel jelzem, hogy melyik csoport vegezte el a
szintetikus munkat, mivel a vegyuletek el6allitasa és izoldlasa nem volt egyszeri feladat

1. Ciklotetrapeptid modellek (szintézis: Majer Zsuzsa)
Publikécid:

e Poszter bemutatas: 28th EPS

E. Vass, K. Kéhalmi, M. Holl6si and Zs. Majer:
»Spectroscopic investigations on model cyclic peptides containing f-amino acids”
Journal of Peptide Science 10 (Supl.), p275 (2004)

e A publikacioé megiras alatt van.

[ ]

A modellek kivalasztasanal® figyelembe vettiik, hogy a valasztott kis ciklusoknal a y —
kanyarszerkezetet létrejottenek valoszintisége sztérikus kényszerbdl adodoan nagy, és nem
alakulnak ki kénnyebben a B-kanyar-szerkezetek. A kivélasztott vegyiletek kozil a
ciklo(Pro-Ala-Pro-Gly), ciklo(B-Ala-Ala-B-Ala-Pro), ciklo(p-Ala-Pro-p-Ala-Pro)
spektroszkopiai vizsgalata teljes mértékben befejez6dott, a konformacids viszonyok
jellemezése ab initio madszerrel tortént.

A ciklo(B-Ala-Ala-B-Ala-Ala) modellvegyilet szintézise és tisztitasa azonban viz
oldékonysaga miatt nem volt egyszeri: de 2005-ben sikerilt elegendé mennyiségben
eléallitanom a spektroszkopiai vizsgalatatok befejezéséhez. A korabbi CD és FTIR
vizsgalatok kibévultek vibracios cirkularis dikroizmus (VCD: Vass Elemér munkaja)
méressel. Dimetil-szulfoxidban (DMSO) a vegyiilet erés koncentracid fuggést mutatott:
higabb koncentracional (c < 4mg/cm®) megegyezett a mér korabban, TFE oldészerben
talalt nyujtott szerkezetti konformerrel (két Ala-részlet koril inverz y-kanyar talalhato). A
magasabb koncentracioknal inkabb egy szendvicsszerii, intermolekularis asszociacio jott
letre, igy a mért spektrum nem egyezett meg az 6nallo molekula konformereinek szamitott
spektrumaival. Az NMR vizsgalatok nem hoztak értékelheté eredményt.

Eredmények:
e A modell valasztas sikeres, hiszen az elméletileg ,,josolt” szerkezetet az eddigi
spektroszkopiai vizsgalatok és az elméleti szamitott frekvenciak is alatamasztottak
A ciklo(B-Ala-Ala-B-Ala-Pro), amely tartalmaz ket inverz y-kanyart a Pro és Ala
részlet kortl a f6 konformerben.
A spektroszkopiai adatok inverz y-kanyar-szerkezetre egyben ,,standard”, referencia
adatoknak is tekinthetdk a CD) és FTIR (tablazat) spektroszkdpiaban!

Peptid Oldészer | Jellemzé szerkezet amid | hulldmszam (cm™)
ciklo(B-Ala-Ala-p-Ala-Pro) TFE Két inverz y-kanyar a Pro és | 1672e, 1644e, 1604k
CH;CN 1679, 1660k, 1642gy, 1624k
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CH,ClI, Ala részlet korul a f6 1678e, 1663k, 1624k?
DMSO konformerben 1676e, 1656k, 1623k?
D,0 1673qy, 1649, 1632k, 1615K°

®H-kotéses y-kanyarhoz (C;) rendelt savok; a protikus olddszerekben mért alacsony hullamszamok erds
szolvatécidra utalnak. Roviditések: e — erés, k — kdzepes, gy —gyenge.

Vegylet oldészer A (Ag)?
ciklo (B-Ala-Ala-B-Ala-Pro) CH3CN 197.8(+20.15), 228(-31.65)
referencia TFE 1912(+31.0), 222(-28.25)

H,O  193(+12.2), 205(-15.0)vall, 229.4(-23.8)

2. nm —ben, mig a Ae érték dm* mol™ cm™

e Probléma: A modellek kdnnyen aggregalodnak magas koncentracional torténé
mérésnél, pl. VCD. Igy bizonyos esetekben a kiilonb6zé technikakkal kapott
spektralis adatok nem hasonlithatok 6ssze! A CD viszonylag hig oldatokat igényel
(Img/cm®), igy f8leg a a higabb FTIR adatokkal, mig a toményebb oldatokat
hasznéldé VCD az NMR-rel hasonlithat6 dssze.

2. Prolin és B-homo-prolin tartalmu kisméretii ciklopeptidek spektroszkdpiai
vizsgalata
Publikacid:
e Poszter E. Vass, Zs. Majer, N. Sewald, M. Hollési,
“Spectroscopic investigations on y-turn model cyclic peptides containing f-amino acids”,
XXVI European Congress on Molecular Spectroscopy, Villeneuve d’Ascq, France, September
1-6, 2002, P1.7.
e Kozlemény: N. Sewald; M. Malesevic; Zs. Majer; E. Vass; T. Huber; U.
Strijowski; M. Hollosi,
Spectroscopic Detection of Pseudo-Turns in Homodetic Cyclic Penta- and Hexapeptides
Comprising p-Homoproline
International Journal of Peptide Research and Therapeutics, in press, 2006

A Bielefeld-i Egyetem Szerves és Bioorganikus Kémiai Tanszékevel (Dr. Norbert Sewald
csoportja) egyuttmiikddve, B- ill. y-kanyar szerkezetet kialakito, részben p-homo-aminosav
tartalmu ciklopeptideket (1. tablazat) vizsgaltam meg CD-spektroszkdpiaval. (Szintézis és
NMR vizsgélatok : Bielefeld-i csoport; FTIR: Vass Elemér)

Kovetkeztetések, eredmények

Toébb ciklopeptiden végzett vizsgélat alapjan az FTIR spektrumok értékelésével
dsszhangban megallapitottuk, hogy a jelentés mértékben y-kanyar-szerkezett ciklopeptidek
CD-spektruméban 230 nm koriul negativ nn* sav jelentkezik, ez viszont atfedhet egyes B-
kanyarok CD-gorbéjének nz* tartomanyéaval, igy a mindkét kanyartipust tartalmazo peptidek
esetében ezen sav diagnosztikai értéeke csokken. A B-homo-prolin részletet tartalmazé
peptidek spektrumaban 205 nm-nél megjelend intenziv negativ sav egy pszeudo-B-kanyar-
vagy pszeudo- vy-kanyarszerkezethez rendelheté. Ugyanakkor a 2 és 4 peptidek CD-
spektruménak nagyobb oldoszerfiiggése a B-homo-Pro részlet flexibilitdst ndvel6 hatasat
tdmasztja ala.

Figyelembe véve az FTIR spektrumokat is, az a kdvetkeztetés vonhato le, hogy a -
homo-Pro részlet beiktatasa y-kanyar szerkezetek kialakuldsat segiti eld, ugyanakkor nem




minden esetben lehetett egyértelmiien szétvalasztani a - és y-kanyarok hozzajarulasat. NMR
méresek alapjan kidertlt, hogy a 4 modell vegyilet DMSO-ban kapott nagyobb
mennyiségben létez6 konformerében (major) egy pszeudo-y-kanyar alakult ki a f-homo-Pro
kordl és egy BII’-tipusu kanyar ahol a glicin az i+1 poziciéban van.

1. tdblazat

Vegyiilet oldoészer A (Ae)?
ciklo(Leu-Ala-Val-Pro-Phe-Gly) CH3;CN 196(-20.8), 221(-15.9), 230(-13.5)sh
1) TFE 185(+), 200(-12.1), 219(-17)
ciklo(Leu-Ala-Val-B-homoPro-Phe-Gly) CH3CN 192(-11.6)sh, 203(-21.1), 219(-8.93)sh
(2) TFE 185(-), 204.5(-11.4), 215(-8.6)sh
ciklo(Ala-Val-Pro-Phe-Gly) CH3CN 192(-2.49), 217(-14.9)

(3) TFE 185(+), 193(=2.45)sh, 210.5(-14)
ciklo(Ala-Val-B-homoPro-Phe-Gly) CH3CN 193.5(-23.0)sh, 201.5(-25.9)

(4) TFE 185(-), 203(~11.9), 225.5(1.4)

ciklo (Pro-Ala-Pro-Gly) CH3CN 199.8(-20.15), 222(-9.65)
referencia TFE 198(-36.0), 220(-1.25)sh

H,O  199(=34.2), 229.4(1.8)

2. nm —ben, mig a Ac érték dm* mol™ cm™ van megadva

3. Aciklo(Ala-Pro-Phe-Gly) ciklotetrapeptid B-homoaminosavakkal szubsztitualt
homologjainak szintézise és spektroszkopiai vizsgalata
Publikécid

e Poszter absztrakt: kdzos eredmeények az 1) alatt leirt vegytletcsaldddal
E. Vass, K. Kéhalmi, M. Holl6si and Zs. Majer:
»Spectroscopic investigations on model cyclic peptides containing f-amino acids”
Journal of Peptide Science 10 (Supl.), p275 (2004), - 28th EPS

. MTA Peptidkémiai Munkabizottsagi tlés, Balatonszemes, 2004

. Publikacio elékészitése van folyamatban

Olyan vegyuleteket terveztilink, ahol a konformacios valtozasokat lehetéleg a f-homo-
aminosav jelenléte idézett el6, azaz ugyanazon szekvenciaju ciklopeptidben szisztematikusan
cseréltink a-aminosavat B-homo-aminosavra. Miutan a gytri mérete a 3-homo-aminosav
beépitésével egy —-CH,—  csoporttal megnétt, a legkisebb lehetséges gyiiriiméretet
valasztottam és egy ciklotetrapeptid-sorozatot terveztem a korabbi vizsgalatokra (lasd
2.fejezet) tamaszkodva (2. tablazat).

A ciklo(Ala-Pro-Phe-Gly) 5, valamint B-homo-aminosav-részletet tartalmazo analdgjai
[ciklo( Ala-B-homo-Pro-Phe-Gly) 5a és ciklo(Ala-Pro-B-homo-Phe-Gly) 5c esetében részletes
konformaécio-analizist végeztiink a Gaussian 03 kvantumkeémiai szoftvercsomag segitségével.
A konformaécios teret elébb molekulamechanika segitségével térképeztik fel Amber eréteret
hasznalva, az igy kapott konformerek geometrigjat tovabb optimalizaltuk AM1 szemi-
empirikus szinten, vegul pedig 5-6 relevans (alacsony energidjd) konformert megtartva 6-
31G*/B3LYP DTF modszerrel is kiszamitottuk a geometriat, ill. az infravoros és VCD-
spektrumok késébbi értelmezése érdekében az elméleti rezgesi spektrumot. A harom vegydlet
legvalGszintibb térszerkezetét a 2. abra mutatja.



5 5a 5¢c
2. &bra A ciklo(Ala-Pro-Phe-Gly) (5), ciklo( Ala-B-homo-Pro-Phe-Gly) (5a) és
ciklo(Ala-Pro-p-homo-Phe-Gly) (5c¢) legvaldszintibb konformerei

A konformécid-analizis értelmében mindharom vegyilet képez y-kanyar szerkezetet, és a
kismérett ciklus ellenere, els6sorban a B-homo-aminosav-tartalmiak, meglehetésen
flexibilisek. A y-kanyar leginkdbb a Phe és Gly aminosav-részletek korul alakul ki, az
ciklo(Ala-Pro-Phe-Gly)5 és a ciklo(Ala-B-homo-Pro-Phe-Gly)5a esetében egymas mellett igy
akar kett6 is (Id. 5-5a szerkezeteket), a ciklo(Ala-Pro-B-homo-Phe-Gly)5c esetében viszont a
B-homo-Phe részlet korul csupan Cg intramolekularis H-kotés johet létre. A ciklo(Ala-Pro-
Phe-Gly)5 méar a legkisebb energiaju konformerben is tartalmaz cisz peptidkotést, igy
csokkentve a gytri merevségét, a masik két vegyllet esetében szintén megjelennek cisz
peptidkotések a magasabb energidju konformerek kozott. A szamitasok szerint a ciklo(Ala-
Pro-Phe-Gly) B-kanyar-szerkezetet is kialakithat a Phe-Gly részlet kortl.

Vegyulet

ciklo(Ala-Pro-Phe-Gly) 5
ciklo(Ala-B-homoPro-Phe-Gly) 5a
ciklo(8-homoAla-Pro-Phe-Gly) 5b
ciklo(Ala-Pro-S-homo Phe-Gly) oC
ciklo(Ala-Pro-Phe-S-homo-Gly) 5d
ciklo(-homo-Ala-Pro-Phe-p-homo-Gly) 5e

2. tablazat

A modellek szintézise:
A szintézishez szlikséges p-homo-aminosavak (B-homo-alanin, p-homo-fenilalanin, p-homo-

prolin) elééllitasa az irodalomban leirt modszerrel ° tortént. Arndt-Eistert lanchosszabbitassal llitottuk
elé a megfelel6 N- védett a-aminosav (terc.-butil-oxi-karbonil-aminosav, azaz Boc-aminosav; illetve
fluorenil-metil-oxi-karbonil-aminosav, azaz Fmoc-aminosav) diazoketon-szarmazékabdl, Ag* katalizis
és szonikalas alkalmazésaval, szobahémérsekleten lejatsz6do Wolff atrendezddéssel kaptuk meg az
enantiomer-tiszta f-homo-aminosavat. A B-homo-aminosavakat vékonyréteg kromatografiaval,

® Miiller, A., Vogt, C., Sewald, N., Synthesis, 1998 , 837



nagynyomasu folyadék kromatografiaval és NMR adatokkal azonositottuk. A B-homo-fenilalanint
csak recept modositasokkal sikertlt el6allitani.

A peptideket részben oldatfazisu-, részben kezi szilard fazisi peptid szintézissel allitottam eld:
Boc-technikdval a szilard fazis Merrifield gyanta (sav érzékeny) diklor-metan ill. dimetil-formamid
oldészerben, DICY/HOBt/DIPEA®  kapcsoloszerekkel, a  Boc-csoport  hasitisa  40%
trifluorecetsav/diklormetan reagenssel tortént. A peptidet a gyantarol gyokfogo jelenlétében hasitottam
le HF reagenssel. Ugyancsak allitottunk el6 lineéris peptid szekvencidkat Fmoc-technikaval Wang-
gyantan (bazis érzékeny).

A ciklopeptidek eléallitasa soran fellépett nehézségek és a rossz kitermelés (10-30%) indokoltta
tették a ciklizalasi 1épés koriilményeinek optimalizalasat (tobb gyiriizarasi modszer, kiilénb6z6
ciklizaloszerek kiprobalasa), de még igy is csak 30%-0s hatésfokot sikerult elérni. A legigéretesebb
modszereknek az alabbiak latszanak:

e lineéris peptidet nagyon hig oldatban (dimetil-formamid, ¢ ~ 0.1 mmol/L) HATUY/DIPEA®

reagenssel ciklizaltam szobahémérsékleten, kb. 3-24 éras reakcididével

o lineéris peptidet nagyon hig oldatban (dimetil-formamid, ¢ ~ 0.1 mmol/L) peptid/

BOP°/HOBt* TEA® =1:1:1:2 illetve a TEA aranyat noveltiik 4-ig, szintén
szobahémérsékleten, 2-4 napig.
Roviditések:
1 DIC diizopropil-karbo-diimid; ?HOBt 1-hidroxi-benztriazol; * DIPEA diizopropil-etil-amin
“HATU O-(7-azabenztriazol-1-il)-1,2,3,3-tetrametiluronium hexafluorofoszfat
*BOP (benztriazol-1-il-oxi)tris (dimetilamino)foszfonium-hexafluorofoszfat

*TEA trietil-amin

Tisztitds: A ciklopeptideket forditott fazisd, gradiens eltciéju HPLC-vel (Jasco, Japan) tisztitottuk
(acetonitril/viz/trifluorecetsav). A tisztitas soran a peptidek jo oldékonysaga is problémat okozott.
Legjobb oszlopnak egy Alltech Alltima C18 WP (250 x 5 mm, 5 um, 300 A ) szilikagél alap(
oszlop bizonyult: a jobb elvalasztds mellett, az anyagok oszloprol valé elucidja is jobb volt. A
ciklopeptidek azonositasa kromatografiaval és FAB- és ESI-témegspektrometridval tortént.

Spektroszkopiai vizsgalatok:

A sorozat vegylleteinek CD és FTIR spektroszkdpiai vizsgalata befejez6dott. A modellek
kozil a ciklo(s-homo-Ala-Pro-Phe-Gly) 5b vegyiilet komplex spektroszkdpiai vizsgélata
(CD/FTIR) eredmenyesen zarult, sét kibovilt VCD méréssel is. A ciklo(Ala-p-homo-Pro-
Phe-Gly) (5a) VCD-spektruma nem szolgaltatott ugyan egyértelmi megoldast a
térszerkezetre vonatkozdan, a kvantumkemiai szamitasok, valamint az elektronikus CD-
spektrum jellege viszont arra utal, hogy cisz-peptidkotes alakul ki az Ala és B-homo-Pro
aminosavreészletek kozott, igy a varttal ellentétben nem jon létre Cg H-kotéses pszeudo-y-
kanyar szerkezet.

A ciklo(f-homo-Ala-Pro-Phe-Gly) 5b vegyllet CD spektruméat (3.4bra) vizben,
acetonitrilboen (ACN) és trifluoretanolban (TFE) vettem fel. Vizben kevésbe jellegzetes
gorbéket kaptam: gyenge intenzitasu negativ sav 188nm korul, szintén kis intenzitasu pozitiv
sv ~198 nm korul és egy negativ na* sav 222-228 nm kdrnyeken. A spektrumok ACN és
TFE oldoszerekben hasonldak voltak: negativ nn* sav ~190 nm koril és egy Kis intenzitasu
negativ ne* sav 222-225 nm kornyékén. Ez utdbbi klasszikus y-kanyar jelenlétére utal, amely
a Gly koril alakult ki az uralkodé konformerben.
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3. bra 5b vegyiilet CD spektruma

A fenti (5b) vegyllet CD- és FTIR-vizsgalatai mellett a VCD spektroszkopiai vizsgalat és
legalacsonyabb energiaju konformeré(i)nek keresése (Gaussian 03 kvantumkémiai
szoftvercsomag) is megtortént. A mért és szamitott FTIR és VCD spektrumok jol egyeznek a
legalacsonyabb energiaju konformer esetében. Aprotikus oldészerben az f6 konformerben a
VCD spektrum is klaszikus y-turn jelenlétét erésiti meg a Gly korul, amelyet egy bifurkalt
(C7+Cs) intramolekuléris H-hid stabilizal. A vegyilet masik (minor) konformerjeiben is van
y-turn, amely a Pro, illetve Phe korul alakul Ki.

Folyamatban van a két f-homo-aminosavat tartalmazé modell 5e vizsgalata. Spektrumok
felvétele megtortént, de nem egyeznek az elméleti szamitasok szerint vart VCD-adatokkal.
Igy a modellek konformer-kereséséhez tjabb megkdzelités(ek) szilkséges.

A tébbi vegyllet VCD vizsgélata is folyamatban van.

Osszegezve:

. a klonbozo spektroszkopidk eredménye jé egyezést mutat a ciklo(s-homo-Ala-Pro-
Phe-Gly) 5b vegyiilet esetében a szamitott spektrumokkal, illetve a konformacids analizis
eredmeényével.

. kis ciklusnal, ami egy feszilt rendszert képez, a f-homo-aminosav beépitése nagyobb
flexibilitast ad a peptidgerincnek

. S-homo-aminosav beépitése y-kanyar kialakulasat indukalja

Problémak:

e ciklo(Ala-Pro-Phe-Gly) 5 modell vegyilet ciklizaciojakor a dimer-képz6dés a
kedvezményezettebb, igy csak igen kis mennyiségben kaptuk a monomer vegyuletet.
Tdbb gyiriizarast kiprobaltam de egyik sem hozott jobb eredményt — valdszintileg a
kialakulo gyiiri tal feszilt lenne.

e JO oldékonysaguk megnehezitette az izolalasukat.

e A mért VCD-spektroszkdpiai eredmények nem egyeznek meg az elméletileg
kiszamolt spektrummal. Igy sziikséges még egyszer atgondolni az alkalmazott
konformer-keresést, kvantumkémiai szamitasokat.

4.) Ciklopenta- es ciklohexapeptidek prolin-rész nélkdl

Publikaci6: elékésziletben



A prolin-rész konformacio-modositd befolyasat akartam kiszirni a 3. tablazatban felsorolt
modellekkel. A vegyiiletek szintézise sem egyszert feladat, de a spektroszkdpiai vizsgalat
sem hozta meg még az egyértelmii eredményeket — tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A ciklopeptidek eléallitasa és ciklizalasa szintén szilard fazison tortént, a 3. pontban
leirt eljaras szerint. A szintézis soran kiderilt, hogy az 6sszehasonlitd, csak a-aminosavakbol
allo alanin-tartalma ciklopeptidek szinte oldhatatlanok. A B-homo-alanin tartalmu peptidek
oldékonysaga mar jobb, de még ezek is nagyon nehezen oldhatdk; igy tisztitasuk nehézkes. A
tervezett szerin tartalmud ciklopeptidek oldekonysaga jobb, bar ciklizalasuk bonyolultabb. A
szerin tartalmd ciklopeptidekre végzett kvalitativ. molekula dinamikai szamitasok
(HyperChem 6.0 programcsomag és AMBER erétér alkalmazasa) szerint a gyiri
konformacitja nem valtozik meg az Ala — Ser csere révén, ezért elkészitettem egy modell-
sorozatot a szerin, illetve a B-homo-szerin tartalmu ciklopeptidekbdl is.

3. tablazat
Vegyilet oldoszer A (Ag)?
c(Leu-B-homoAla-Phe-Leu-lle) 6 TFE 182.6 (-18.8), 194.6 (15.4),
204.8 (-1.9), 210 (2.2), 223.2 (-2.7)
CH3CN 185 (-11.58), 198.2 (10.6), 226 (2.9)
c(Val-p-homoAla-Phe-Leu-lle) 7 TFE 185 (-10.2), 194.2 (8.3), 205 (-7.9),
225 (-3.8)
c(Met-Leu-B-homoAla-Phe-Leu-lle) 8 TFE 185 (-), 194.2 (1.4), 203 (-4.16),
széles sav 224 (3.5)
c(Leu-Ser-Phe-Leu-lIle) 9 TFE 183 (+), széles sav 203 (-12.5),
224.5 (-6.1) vall
c(Met-Val-Ser-Phe-Leu-lle) 10 TFE 183 (+), szeles sav 200 (-8.3),
széles sav 230 (3.6)
c(Val-Ser-Phe-Leu lle) 11 TFE 183 (+), széles sav 203 (-10.5),
224.5 (-4.1) vall
c(Leu-B-homoSer-Phe-Leu-lle) 12 TFE 183 (-15.1), 194 (17.4), 203 (-0.9),

210 (2.2), 223.2 (-1.7)
c(Leu-1le-Met-B-homoVal-B-homoSer- 13 TFE 185 (-), 200 (-11.26), széles sav 221
Phe) (4.8)

2. nm —ben, mig a Ac érték dm* mol™ cm™ van megadva

Az elsallitott ciklopeptidek koziil a ciklo(Leu®-B-homo-Ala®-Phe’-Leu®-1le”) 6 és a
ciklo(Val-p-homo-Ala-Phe-Leu-lle) 7 vegyiilet molekula dinamikai (MD) szamitasai szerint
varhat6 egy Wy-kanyar a B-homo-alanin koril; egy axialis helyzeti y-turn helyezkedik el a 4-
Leu (illetve Val) korul; egy B-turn a 2-Leu és 3-izo-Leu (lle) koril (szdmozést 6 modellben a
piros felsé indexek mutatjék). E vegylletek CD és FTIR spektroszkopiai adatai nem mutattak
lenyeges kilonbséget, ami jelentheti azt is, hogy a Leu és Val kiilonb6z6 oldallanc-igénye
nem befolyasolja Iényegesen a kialakuld H-hidas szerkezetet.

Eredmények, kovetkeztetések:
. A 6, 7 vegyiletre elvégzett MD szdmitasok jo egyezésben vannak a vizsgalt

ciklopeptidek esetében a CD és FTIR spektrumok alapjan levonhato kovetkeztetessel. Az
FTIR trifluor-etanolban mért spektrumban az amid | sav megjelenése 1626 cm™




tartomanyban egy y-/\Py-turn szerkezetre utal, mig 1651 cm™ sav egy BlI-turn jelenlétét
sugallja. Az 1672 cm™ sav pedig a szabad, ill. torzult amidhoz rendelheté. Bara CD
spektrum konformer elegy jelenlétére utal, a negativ n* sdv 225 nm-nél utalhat y-turn
jelenlétére.

Elkeszult a 7 vegyilet NMR spektruma is, TFE-D2 és DMSO-D oldoszerekben (Eckhart
Guthdhrlein PhD Thesis, Univ.Bielefeld)™.

A TFE-D2 meres eredményei a kdvetkezdk:

- pszeudo- y-kanyar (Wy-turn) szerkezet a Bhomo-Ala kordl, a H-hid Phe aminosavrész —NH-
és a Val aminosavrész O-atomja (—-CO-csoport) kozott alakult ki (64%)

- y-kanyar (y-turn) szerkezet a Leu kordl alakult ki, H-hid pedig az lle -HN- és a Phe —O-(-
CO-csoport) kozott alakult ki (85%)

- p-kanyar jelenlétét a torzios szogek nem indokoljak.

Bar a 6, 7 vegyuletek a CD és FTIR spektroszkdpiai adatai nem mutattak lényeges
kilénbseget, ami jelentheti azt is, hogy a Leu és Val kilénbozé oldallanc-igénye nem
befolyasolja a kialakuld H-hidas szerkezetet, az NMR vizsgalatok szerint ez csak részben
igaz. AZ NMR adatokat figyelembe véve elmondhatom, hogy a 6 vegyulet CD-spektrumanak
»Szabdaltsaga” jelentheti a B-kanyar jelenlétét is, ellentétben a 7 vegyulet egyszertibb CD-
spektrumaval.

Il. A CD- és FTIR spektrumok alapjan nincs kiildnbség a 6 és a 12 (-5-homo-Ala illetve -
S-homo-Ser) vegyuletek kozott.

1. A ciklo(-Met-Leu-B-homo-Ala-Phe-Leu-lle-) peptid gyenge intenzitast goérbét adott
mind TFE, mind CH3CN olddszerekben. Ez konformer elegy jelenlétére utal, amit a gyiiri
nagy tagszama indokol is (nagy flexibilitas).

IV. A Met-tartalmud vegyuleteknél a CD-spektrumban 225nm-nél megjelené pozitiv sdv a
kén jelenlétére utal és ellentétes hozzajarulasa révén zavarja a CD-spektrumok kiertékelését.
Ugyanakkor a Met-tartalmu peptidek el6allitasanal fellépett az oxidacié is, ami kilon
problémat jelentett a tisztitasnal.

V. A ciklohexa peptidek, st a f-homo-aminosav tartalmu ciklohexapeptidek nem ideélis
modellek: a gytriiméret viszonylagos nagy flexibilitasa miatt tébb konformécid valdsulhat
meg, az analizis nem egyszeru feladat.

VI.  Megéllapitottam, hogy a y-kanyar és/illetve ¥y-kanyar a nem-prolin tartalmua
ciklopeptid modellek CD-spektrumaban a kdvetkezé jellegzetességet mutatja: egy intenziv
pozitiv sav 194nm kordil, 205nm kornyékén egy kozepesen gyenge negativ és 225nm
kornyékeén pedig egy gyenge negativ sav jelenik meg.

VIl.  Tovabbi NMR-VCD vizsgalatok sziikségesek az eddigi modellek felhasznalasaval.

3) B-Alanin - linker - hasznalata modell ciklopeptidek eléallitdsanél. H-hidas
szerkezetek vizsgéalata
Publikacio:

o Farkas, V., Vass, E., Hanssens, 1., Majer*, Zs., Hollési, M.

Cyclic peptide models of the Ca?*-binding loop of o-lactalbumin
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 13, 5310-5320 (2005)

10 késziilék: Bruker Avance 600

NOE- és NOESY technika, tavolsag-geometria XPLOR-program, GROMOS-program
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o Tobb poszter 27th EPS (2002), 29th EPS(2004), Peptid- és Fehérje Munkabizottsagi
(2003, 2004) ulésén bemutatott eléadas, Vegyészkonferencia 2003,

Az a-laktalbumin Ca?*-k6té helyének (loop: - KLFDDDLTDD- ) modellezésére egy
sorozat ciklusos modellpeptidet allitottunk el6. A szilard fazisu peptid szintézis soran
alkalmaztunk p-Ala aminosavat; amely egyrészt a gyantadhoz valo kotést és igy a ciklust
biztosito szekvencia optimalis tAvolsagat biztositotta a gyantatol; masrészt a modellezett
gyiri valtozd méretének kialakitasat biztositotta. CD és FTIR spektroszkdpiaval
megallapitottuk, hogy a Lys aminosav jelenléte a Ca-kotédést eldseqiti és az aggregacio
kialakulasét gatolja. A szintézist, a Ca**-ionok hatésara bekdvetkezé térszerkezet-valtozast, a
kalciumkoté hely aminosavisszetétel — kalcium-kotés kozotti 6sszefliggest tartalmazo
kdzlemény mar megjelent: Bioorganic and Medicinal Chemistry c. (2005) folydiratban

4) B-aminosav tartalmu peptidek szerkezetvizsgalata (egyuttmiikddes):
A Bielefeldi Egyetem Szerves- és Bioorganikus Kémiai Tanszékén Norbert Sewald
csoportjaval valo egylttmiikodés keretében szintetizalt modell vegyiletek témakdrében is
tortént elorelépés.

a) Fémionok konformacidra gyakorolt hatasat végeztiik el Bhomo-aminosavat
tartalmazo ciklopenta- (4) és cikloheptapeptidekkel (2). Ca?* és Cd** ionokkal
vegeztem részletes CD- titralast, amely adatok szerint féleg az 1:1 sztéchiometriaju
komplex képzoédik és az NMR vizsgélatokban mindkét kation hasznalhatd
mérésekre. Eredményeimet az FTIR vizsgalatok is alatamasztottak. A mérések
kiértékelése folyamatban van.

b) Az efrapeptinek a peptid-antibiotikumok egyik osztalyaba tartoznak, a
Tolypocladtum niveum gomba termeli, inhibitorai az F;-ATP-aznak és hatdsos a
malaria ellen is. A vegyuletben tobb o,a-dialkilezett aminosav-, f-alanin- és tébb
pipekolinsavrész talalhatd. Az efrapeptin C oldatbeli konformacidja nem ismert,
csak F-ATP-azzal alkotott komplexének kristalyszerkezete.

Norbert Sewald csoportjaban efrapeptin analdégokat szintetizaltak, hogy a szerkezet-
hatas kozotti 6sszefliggest tisztazzak. A kristalyszerkezetbdl ismert volt mar, hogy a
molekula 2 helikélis részt tartalmaz, amelyeket a -Leu-BAla-Gly- részlet valaszt el.
Ebben a szerkezeti részletben kilonb6z6 helyekre épitették be a B-aminosavat:

a. -Leu-Aib-Gly- b. -BAla-Leu-Gly-

c. -Leu-Gly-pAla- d. -Leu-phomoPhe-Gly-

A sorozatot CD és FTIR spektroszkdpiéval vizsgaltuk.. A spektrumok tikrozték

helikalis részeket (310 hélixek, ezek jellemzok az a,,a-dialkilezett amino savakat

tartalmazo peptidekre), de a konformécids viszonyokban jelentés killénbséget a CD nem
mutatott. Feltételezésem szerint, a két helikalis régiot p —szerkezeti részlet(ek) koti
0ssze, ami lehet hajtiiszerkezet (B-bend) vagy B-kanyar is. A VCD mérések is hasonlo
eredményekkel zarddtak.

A vegyuletek NMR spektroszkopiai vizsgalata folyamatban van (Bielefeld).

Publikécio:

Poszterek: E témakdrbol 3 konferencidn poszterrel vettiink részt.
. 27th European Peptide Symposium, 2002.

In Peptides 2002, Ettore Benedetti and Carlo Pedone (Eds.), Edizioni Ziino, pp. 154-5, (2002)
. Deutsches Peptidsymposium 23. -26. Marz 2003, Berlin (Germany) poster

. 28th European Peptide Symposium, 2004.
In Peptides 2004, M.Flegel, M.Fridkin, C.Gilon, J.Slaninova (Eds.) Kenes International, pp. 387-8
(2004)
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c) Ciklusos hexapeptidek sorozatanak, amely cisz- illetve transz-2-amino-ciklohexan-
(ACHA) és -ciklopentan-karbonsav (ACPA) részleteket tartalmaz, CD-
spektroszkopiai vizsgalatat végeztem. E vegyiletek NMR és FTIR vizsgalata y-kanyar
szerkezet mellett els6sorban Cqg H-kotéses B- és Cq; H-kotéses pszeudo-p-kanyar
letrejotte valoszinisitheté. A CD vizsgalatok alapjan hatarozott kiilénbség van a cisz-
és transz-izomert tartalmazoé ciklopeptidek kozott. A kapott kis mennyiségekb6l nem
lehetett oldoszerfliggést vegezni némelyek vegyilet rossz oldékonysaga , illetve kis
mennyisége miatt; igy a szintéziseket meg kell ismételni. Ugyanakkor kivéanatos a
gyiriibe épitett nem-természetes amino-karbonsavak (ACHA és ACPA)
spektroszkopiai jellemzéséhez egyszeriibb modellek el6allitasa. A vizsgalatok még
folyamatban vannak, de a VCD elméleti eredményeihez sziikséges konformer-keresés
/ optimalizalés, hatart szab a szamitastechnikai hattér: ugy tiinik ezek mar nagy
molekuléak a jelenlegi szamitasi kapacitasunknak.

5) Az a-aminosavak rodium, molibdén és ruténium komplexeinek kiroptikai
viselkedésérsl mar tobb publikacié szilletett™. A Lengyel Tudomanyos Akadémia Szerves
Kémiai Tanszékevel, Dr. Jadwiga Frelek, egyittmikddve védett Bhomo-aminosavak atmeneti
fem-komplexeinek eldallitasa (Rh, Ru), spektroszkdpiai vizsgélata is megindult. Az
eredmények kiértékelése és az adatok dsszehasonlitasa folyamatban van, publikacio
elokésziletben.

6) Képzodhet akrilamid peptidekbél? (2005)
Publikacid: kozlésre elfogadva

. J. Buhlert, R. Carle, Zs.Majer, D. Spitzner “Kann Acrylamid aus Peptiden entstehen?
Eine Modellstudie” Letter in Organic chemistry”, 2006.

Erre a kérdésre kerestilk a valaszt modell vegylletek szintézisével, pirolizisének vizsgalata
tdmegspektrometriaval. (Ujabb téma, egyittmiikdés Dr. Dietrich Spitzner professzor,
Institute of Chemistry, Hohenheim University, Stuttgart).

Az elmult években tobb publikacio szerint élelmiszerek, féleg péksutemenyek
akrilamid-tartalma'® magasabb a megengedettnél. Mint ismert, az akrilamid a rakkelts
(carcinogén) anyagok listajan szerepel. A Hohenheim-i Egyetem tobb kutatocsoportja
foglalkozik ezzel a témaval, kutatasaik soran felmerilt egy hipotézis, melynek eldontéséhez
peptidekre volt sziikségiik. Izotdpjelzést hasznalva bebizonyosodott'® | hogy 250-350 °C-on
akrilamid (15) keletkezik tobblépéses reakcidban, aszparaginbdl (14) és cukorbdl, pl
glikozbdl.

Hipotézis: A fehérjék hokezelése soran (részleges) bomlast szenvedhetnek, s a keletkez6
peptidek- illetve aminosavak pirolizisekor keletkezhet akrilamid. Tojasfehérje hokezelésekor
alanint és p-alanint talaltak, majd ezen aminosavak termoliziset LC/MS alkalmazéasaval
vizsgaltak.

13, Frelek, A. Klimek, P. Ruskowska Curr. Org. Chem. 2003, 7, 1081-1104
12'E Tarke, P.Rydberg, P.Karlson, S.Eriksson, M.Térnqvist: Chem.Res.Toxicol., 2000, 13, 517-522
B V.A.Yaylayan, A.Wnorowski, C.P. Locas: J.Agric.Food Chem., 2003, 51, 1753-1757
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glitkéz |
NH,

CONH,
HoN COOH
14 15
Ezen vizsgalatokhoz allitottam el6 védett tri- és tetrapeptideket, illetve ezek koztitermékét.
A 17 és 18 peptidek vizsgalatai sorén kider(lt, hogy a peptidek termolizisekor mind akrilamid

(15), mind fahéjsavamid (16) keletkezett, ez utobbi kb. 10x nagyobb mennyiségben
(akrilamid valosziniileg polimerizalt).

Peptidek

Benzoil-Gly-Ala-Phe-NH, (17) Benzoil- Gly-Asp-Phe-NH,
Boc-Ala-Phe-NH, Ac-Gly-BAla-NH,

Ac-Ala-Ala-Ala-NH, Ac-Ala-Ala-Ala-OMe
Ac-BAla-BAla-BAla-NH, H-Gly-Asp-Asp-Gly-OH
Benzoil-Gly-Phe-ALa-Gly-NH, (18) Benzoil-Gly-Phe-ALa-Gly-"NH, (18*)

Tri- és tetrapeptid (17 és 18 ) hobomlasa (elképzelhetd atalakulas):

H
o) 0O (,I i
\ H %\1\ NH,
H/ﬁ(v H
o)HC o

200°C,6-24 h

=

? Ho f Ho f CONH,
: P
N/ﬁ( N NH, 16
H 5 H o
18

Jelenleg is folynak vizsgalatok: az aszparaginsav-tartalmu peptidekkel.

Ezen vizsgélatoknak igen jelentdsek az élelmiszeriparban alkalmazott technoldgiak
engedélyeztetésénél, hiszen egészségre karos anyagok nem keletkezhetnek élelmiszeriparban
alkalmazott technoldgiai folyamatokban!
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7) Oligopeptidek szerkezetének tanulmanyozasa CD-spektroszkdpiaval

Ebben a téemakdrben a bioldgiai hatassal rendelkezé szintetikus oligopeptidek
szerkezetvizsgalati modszerei kozil a CD-spektroszkdpiat hasznéltam a szerkezet-hatas
vizsgalatokban.

Publikéciok:

. Zs. Majer, Sz. Bosze, G. Mez6, F. Hudecz:

(poszter) 2003

. Mezé, G., Majer, ZS., Vass, E., Jiminez, M.A., Andreu, D., Hudecz, F. Biophys.
Chem. 103, 51-65 (2002)

. Mezd, G., Kalaszi, A., Reményi, J., Majer, ZS., Hilbert, A., Lang, O., Kéhidai, L.,
Barna, K., Gaal, R., Hudecz, F. Biopolymers 73, 645-656 (2004)

. Kéhidai, L., Kun, L., Péllinger, E., Csaba, Gy., Mihala, N., Majer, Zs., Siili-Varga, H.,
J. Peptide Sci. 10, 427-438 (2004)

o Boésze, Sz., Caccamo, N., Majer, Zs., Mezé, G., Dieli, F., Hudecz, F. Biopolymers, 76,
464-476, (2004)

. Shanmugam, G., Polavarapu, P. L. HallgasS, B., Majer, Zs. Biochem., Biophys. Res.
Comm. 335, 712-722 (2005)

o Vanhooren, A., Chedad, A., Farkas, V., Majer, Zs., Joniau, M.,Van Dael, H.,
Hanssens, I. PROTEINS: Structure, Function, and Bioinformatics, 60, 118-130 (2005)

. Volpon, L.; Tsan, P.; Majer, Zs.; Vass, E.; Hollosi, M.; Noguéra, V.; Lancelin, J.-M.;
Besson, F. Journal of Peptide Science , 2006., in press

Osszefoglalas

B A tervezett és eldallitott modellek tdbbsége megfelelt a kivalasztott
spektroszkopiai vizsgalatoknak.

B A szerkezetvizsgélatokban a CD-, FTIR- és NMR spektroszkdpia komplex
alkalmazasa j6 eredményekhez vezetett. Probléma: a méréseknel hasznalt eltéré
koncentracidk altal okozott jelenségek helyes értelmezése.

B A kisméretii ciklusok szintézise bonyolult és rossz kitermeléssel valosithaté meg,
pl. dimerizécio kedvezébb.

B A p-aminosavegységek beépitésere visszavezethetd, spektroszkdpiaval
megallapitott konformaciovaltozasok:

« A p-aminosavegység flexibilissé teszi a gerinckonformaciot

% avizsgélt ciklotetrapeptidekben a p-aminosavegységek jelenléte a
szomszedos a-aminosavegységek korul y-kanyar létrejottet (C7) indukalja

% kevésbé feszllt ciklopentapeptidekben, mint pl. ciklo(Ala-Val-p-homoPro-
Phe-Gly) a p-aminosavegység szerepelhet pszeudo-p- (C11) és/vagy
pszeudo-y-kanyar (C8) i+1-es pozicidjaban

« Az irodalomban leirt C6, C8 H-kotéses szerkezeteket nem tapasztaltuk a
p-aminosavegységek kortl => kisméretii, feszult rendszerekben a C7
kedvezébb

B Mint 0j mddszert, egy-két modell szerkezetvizsgalatandl, hasznéltuk a vibracios
CD (VCD) technikat. E médszer alkalmazasa az FTIR- és CD-spektroszkopia
mellett, kvantumkémiai szamitasokkal kombinalva alkalmas kisméretii peptidek
Ugyanakkor a kisméretii peptidek esetében a jelenleg alkalmazott konformer-
keresés és kvantumkémiai szamitas nem hozta az empirikus és elméleti
spektrumok egyezését.
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B A -peptidek kutatasi palettdjat gyarapitottam az Efrapeptinek vizsgalataval,
valamint az akrilamid keletkezésének vizsgalataval, valamint olyan cikopeptidek
vizsgélataval, amelyek nem-természetes aminosavak p-szarmazékat
tartalmazzak.

B J6 eredményeket tudok felmutatni az oligopeptidek térszerkezetvizsgélataban,
peptid-kation kdlcsonhatés spektroszkdpiai vizsgalataban.

B A hémérsékletfliggé CD-mérések kdrilményeinek tisztdzasat finomitani kell. Az
alkalmazott hullamhossztartomanyban, mely hullamhossztartomany fliggvénye a
fiitéegységhez tartoz6 kivetta vastagsaga, nem talaltam jellegzetes valtozast az
a— és —homo-aminosavat tartalmazé peptidek kozott.

Megjegyzes:
Tobb szerkezetet targyal6 abrat torolndm kellett, mert megnétt a csatolandé file
mérete.
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