
Válasz Dr. Gáspár Attila egyetemi tanár opponensi véleményére

Őszintén kosz<inom Dr. Gáspár Attila tanszékv ezet egyetemi tanárnak, hogy birálatát
elkészítette és ffiekezésemmel kapcsolatban pozitív vélemenyt fogalmazott meg.

Megiegyzéseire, kérdéseire M alábbi válaszokat adom.

A bírálói megiery)zéselcre adott válaszok:

1. (8. o.) Egyetértek a bírálói megtregyzéssel, miniatiirizált rendszerekben, mint pl. egy LC
chip a mozg fiízisban oldott szelektorok alkalmazásának komolyabb jelent sége van. Azt
gondolom, hogy UI{PLC rendszereknél -a IIPLC-hez hasonlóan- a szilár hordozón
rógzitett szelektoroké ajciv .

2. (19. o.) A királis ál1r féaisok fejlesztése tulnyomórészt a természetben fellelhet királis
vegyiiletek a|ka|mazására épiilt és epiil napjain} an is. Ezek az ,,alapanyagok"
elegend en nagy mennyiségben és jellemz en megfelel tisztaságban állnak
rendelkezésre. Ezen királis szelektorok kémiai módosításával (a királis tisztaság

meg rzése mellett) a jelenlegi gyakorlati problémak jelent s tésze megoldható. A
szintetikus polimerek jellemz en nem rendelkeznek megfelel en széles és elegend en

nagy enantioszelektivitással, így u áIl fár;isok fejlesztésében nem játszanak meghatánoz

szerepet.

3. (23. o.) Egyetértek a birál va|, a kerdéses állítás valóban elnagyolt, kapilláris
elektroforézisnél mind a kozvetlen, mind a k zvetett detektálásra lehet irodalmi példakat

találni az antibiotikum alapri szelektorok esetén. Kószonom a pontosítást.

4. (25. o.) A kifogasolt állítás a|apját az képezi, hogy a kereskedelmi forgalomban

meryásarolható antibiotikum alapri állófazisok -fontos szerkezeti elterések mellett-
tobbfele szerkezeti jellemz jiikben is mege gyeznek. Íey egy adott vegyiilet esetén egy
adott antibiotikum alapri oszlopon tapasztalt részleges elválasztás saját és irodalmi
tapasztalatok szerint is sok esetben novelhet másik antibiotikum alap oszlop
alkalmazásával. Természetesen ez nem minden esetben igaz., igy az állítás valóban
tulzottan egyszenísít . K<isz<inóm az észtevételt.

5. (31. o.) A 31. oldalon megfogalmazott állításom (hasonlóan a bíráló á|ta| kifogásolt 8.

oldalon szerepl állításommal) HPLC alkalmazásokra vonatkozik, ut gondolom, hogy a

mikrofluidikai eszkozóknél említett ellentétes tendencia pozitivan hathat az LC
áll' fénisok fejles ztésere.

6. (38. o.) Szekunder o-aminosavak biológiai jelent ségénél kétségteleniil jobban kellett
volna hangsrilyoznom, hogy ezen vegyiiletek peptidekbe tortén beépítése -a
disszertációban kés bbiekben targyalt nem feherjealkotó aminosavakhoz hasonlóan- az
eredeti peptid fulajdonságainak cé|zott változtatasát szolgá|ja. A konkrét biológiai hatás

természetesen vegyiiletfiigg .

7. (45. o.) Az alábbi ábriákon kiilonboz hullrámhossz ságokon (250 nm 280 nm)

kiértékelve mutatom be a holtid meghatarozására alkalmazott metanolban oldott aceton

kromatogramjait. Az oldószerfront ilyen koriilmények kozott ioncserél tulajdonságu

oszlopokon 260 írm - 280 nm k z tt jól kiértékelhet , i1y a holtid meghatátrozhat

metanolban oldott aceton adagolás ával. (A bemutatott kromatogramok esetén az

alka|mazott koriilmények: kolonna: ZWDÍI(-) (150 x 3 mm), eluens: MeOII/IVíeCN -



8.

9.

85/15 és 25 mM DEA és 50 mM FA, áramlási sebesség: 0,6 mUperc,f-25 oC,to:1,57

perc).

(49. o.) Egyetértek a bírálói megtregyzéssel, a kifogásolt mondat értelmét jobban

visszaadja a szavak javasolt sorrendben tortén alkalmazása. Koszonom szépen az

észrevételt.
(50. o.) A metanol/acetonitril arány változtatásának hatását bernutató 1 1. ábrán nem

adtam meg 0 és l00oÁ metanol tartalomnál a kromatográfréts paramétereket, se az említett

rendszernél, se más, a dolgozatban bemutatott rendszereknél ezeket nem hataroztuk ffiog,

mivel tapasztalataink szerint a két oldószer egyíittes jelenléte sziikséges a megfelel
retenció és enantioszelektivitás biztositásához. (Tapasztalatairrk szerint 90 voÁ feletti
metanol tartalomnál jellemz en kicsi visszatartassal eluálódnak az elválasztandó

komponensek, míg 90 f/o feletti acetonitril tartalom a csricsok hátsó megny lását
(,,tailing") eredmerryezi.) A bírálói megjegyzés jogosságáLt kivál an alátámasztja az a
tény, hogy a dolgozat megírását kovet err ilyen meréseket is végeztlink. Mivel ezeket

még nem publikáltuk, íry itt csak egy-egy példát mutatok be. Az alábbi két ábra a 3,5-

dinitrobenzoil-leucin két enantiomerének retenciós viselkedését mutatja 0/100 és 100/0

kozott változ MeOH/IVíeCN arán,y mozg fánisoknál hangyasavat (50 mM) és trietil-
amint (25 mM) alkalmanla sav, ill. bazis adalékként ZWD((+) és ZWD((-) ikerionos
kolonnák esetén. Amint u, ábrákból kitiinik, mindkét ikerionos kolonnián azttapasztaltak,
hogy 60 voÁ MeOH-tartalom felett az addig; csokkenést kovet en -kiilon<isen a kés bb

eluálódó enantiomer esetén- nóvekedett a retenció a csókken MecN-tartalom ellenere.

Azt gondolom, hogy a kés bbiekben ezerl vizsgálataink kib vítésével további értékes

k vetkeztetéseket vonhatunk le a retenciós mechanianusról.
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l0. A4.4. fejezetben szerepeltettern, hogymindkét Waters IIPLC rendszer (I és II) 20 pl-es
mintaadagolóval volt ellátva, a harmadik alka|mazott rendszernél (Agilent 1100) sajnos
figyelmetleniil elfelejtettem megadni, hogy a másik két rendszerrel megegyezóen szintén
20 pl-es terfogatokat adagoltrrnk, annak érdekében, hogy az egyes rendszereken az
adagolási térfogatok megegyezzenek. Az egyes kíserleti eredmények tárgyalásanál
valóban nem szerepeltettem, hogy eppen melyik IIPLC rendszerrel hatarozfrJk meg a
kromatográfiás jellemz ket, ennek a kísérleti eredmények ffie|mezésére véleményem
szerint nincsen hatása. Egyetértek a bírálóval, kapilláris elektroforézisnél informatívabb
lehet a kimutatási, ill. meghatározási batár koncentrációban t rtén megadása, de LC-nél
megvan az a veszélye, hogy nagytérfogatu adagolással, az elválasztás rovására érnek el
alacsonyabb LOD, LOQ értékeket. Vélenrényem szerint mindkét adat megadása
sziikséges annak erdekében, hogy egy adott módszer analitikai teljesít kepességét
megítélhessiik.

1 1 . Az l901-ben publikált két kozleményt sajnos nem tudtam beszerezni, s t olyan
hivatkozást sem ta|áltan, ahol megemlítették volna az eredeti kozlanenyek címeit. Mivel
az eredeti hivatkozásokat fontosnak tartottam, így ,,slendrián módon" cím nélkiil
szerepeltettem ket.

|2. A fiiggelékben bemutatott (F2-F7) kromatogramok Y tengelye az adott merés során
a|kalmazott detektor jele. A szernléltetést szolgáló kromatogramok esetén nem tartottam
fontosnak megadni az adott merésre vonatkoz jelet, ezffi. nem ská|áztam azY tengelyt.
Kétségtelentil ezekben az esetekben is z rencsésebb lett volna szerepeltetni az Y
tengelyen a mért értékeket. Hadd ernlítsem ffi g, hogy abban az esetben, amikor
mennyiségi kovetkeztetést vontam le (pl. Fl. ábra) megadtam a mért mennyiségeket.

A bírálói kérdéselve adott válaszok:

1. A dolgozatban említem, hogy a bánis anyagl min sége á|talában nem befolyásolta
számottev en a szelektivitást, de amint a bíráló is megállapította a felbontásban
komolyabb kíilonbségek észlelhet k. A fenilcsoportot tartalmaz 70 vegyiilet esetén az
aromás gv r jelenléte miatt kialakuló ru-ft kolcs nhatások nagyobb retenciót és

szelektívebb felismerést biztositottak az alifás 62 vegyulethez kepest. Erre vezethet
vissza a 70 vegyíiletnél tapaszta|t nagyobb felbontás is. A kromatogramok alapján
meghatarozott elméleti tányérszrámok értékei a 62 vegyiilet kés bb eluálódó enantiomere
esetén 2000 és 3500 m-l kozottváltoztak, míg a 70 vegyiilet kés bb eluálódó enantiomere
esetén lényegesen szélesebb tartomarryban, 5300 és 16000 m-l k z tt. A felbontás
brázikus módosítók anyagl min ségét l való fiiggését más vegyiiletcsaládoknál is
tapasztaltuk. Hasonlóan ehhez a péld hoz, számos más esetben is a kés bb eluálódó
enantiomer csricsarrak jelent sebb kiszélesedése eredményerte a felbontásváltozását.

2. Valamennyi a dolgozatban bemutatott eredmény 20 pl-es mintadagolásokhoz tartozík,
mig a mintaoldatok koncentrációja t<ibbségében 0,1-1 mg/mL (megkozelít leg 0,1-10
mM) koncentráci tartományban változott Mindhárom oszlopcsa|ád esetén biztosnak
vehet , hogy ekkora mintatérfogatokkal dolgozva nem terheljiik tul a kolonnát. Azt
gondolom, hogy az 5 pm átmér ju szerncsékkel toltott 4,6 film átmer jií oszlopok
esetében az optimális térfo gat t0 és 30 pL, míg a 3 pm átmér ju szemcsékkel toltott 3

rnm átríLéí jti kolonnák esetén 5 és 15 pL k?jzé esik. Véleményem szerint a minta



3.

oldószerének jelent sebb hatása van a kromatograrnra. Számos esetben tapasztal luk, hogy
az alkalmazott eluenst l jelent sen kiilonboz mintaoldat (pl. l<tzátr lag M egylk
eluensalkotóban oldott minta) toranlt jelalakot, nehezen (vagy egyáitalán nem)

kiértékelhet kromatogramot eredményezett. A minta tffiogat nak változása okozhat
kisebb elteréseket a kromatográfiá jellemz kben, de erre vonatkozó kísérleti
eredményeink nincsenek. Az alábbiakban megadok néhany irodalmi hivatkozást,

melyben vizsgálták a minta tffiogaténak hatását enantiomerek IIPLC elválasztása esetén

és a fentiekkel megegyezó kovetkeztetésre jutottak. Carnpanero és munkatarsai
(Chromatographia, 1998, 48, 203) ketorolac enantiomereinek elválasztásátt vizsgáltak
Chiral AGP kolonnan (100 x 4 mm). Az adagolt térfogatot25 1lL-r l 100 pLre ncivelve

nem tapaszta\tak számottev csokkenést a parhuzamos adagolások precizitásaban. (Az
alkalmazott koncentrációtaromány 20-20000 nglmL volt.) Grimm és munkatarsai
(Chirality,2013,25,923) indatraline enantiomereit vá|asztottak el Cyclobond I2000 DM
kolonnan (250 x 4,6 mm). Az l mM koncentrációjri mintaoldatból adagolt térfogatot 10

pLr l 50 pl-re n<ivelve mindtissze l0Yo-kal csokkent a felbontás. Azt gondolom, hogy
az eriitett oszlop dimenzióktól számottev en elter esetekben (preparatív kromato gráfia,

illetve UIIPLC) mar lényegesen jelent sebb hatásokkal lehet számolni, sajnos ezeken a

tertileteken saját tapasztalatokkal nem rendelkezetT\ igy konkrét eredményeket

válaszomban nem tudok bernutatni.

A 30. ábta a 97 vegyiilet négy sztereoizomerének retenciós viselkedését mutatja. Három
sztereoizomer esetén a lgk |g" fiiggvenyre illesztett egyenesek meredekségének

egyez sége azt jelzi, hogy a d, e és 8 izomerek gyakorlatilag ugyanrigy reagáInak az

ellenionok koncentrációjanak váItozásátra, ami a fennálló szerkezeti egyezóséggel

ffielmezhet . Érdekes módon az a izomer retenciója lényegesen kisebb mertékben

fiiggótt az ellenionok koncentrácí ját l, ami arra utal, hogy a disszertációban tárgyalt
helyettesítési modell ervényessége mellett az egyes izomerek konkrét terszerkezete
jelent s hatással van a visszatartásért felel s k<ilcsonhatasok kialakulására.
Feltételezésem szerint ebben a speciális esetben az elricióhoz sziikséges ellenionok a

szelektor-szelektand komplex adott kciriilmények kozott kialakult terszerkezete miatt

kevésbé femek hozzá az ionos funkciós csoportokhoz, iw u ellenionokat nagyobb

koncentrációban kell alkalmazni ugyanolyan mértélaí hatás e|érésébez. Sajnos ezert

feltételezést kíserleti adatokkal nem tudom alátámas ztani.
Azt gondolom, hogy abirál által említett protokollok kido|gozása (amint aztDr. Kilár
Ferenc bírálatéhan is felveti) nagyon kívanatos lenne, de azt kell mondjam, hogy a

gyakorló kromatográfus szátmára használhat eljánások részletes kidolgozása még várat
magára. (Természetesen a gyartók honlapjukon megadnak a saját álL fázisaikra
vonatkozó segédleteket, de ezek alkalmazhatósága még meglehet sen korlátozott.) Amint
arra kutatócsoportunk is mutatott be példát (Journal of Chromatography A 2018, 1535,

72) kicsiny szerkezeti változás a vizsgált modellvegytiletnél (p1. egy hidrogénatom

metilcsoportra tortén cseréje) akáí az e|űci s sonend megváltozását is eredményezheti,
jelezve, hogy a királis felismerés jelenlegi ismereteinkre alapozva meglehet sen nehezen
jósolható.

4.



Végezet l jra megkószon m Dr. Gaspár Attilának disszertációm bírálatárrak elkészítesét,
mtrnkám eredm&ryeinek elismerését, az épit(' jellegíí lfiitikai észrevételeket, valamint a
nyilvános vita kitíízésenek támo gatását.

Szeged,2018. november 30. 
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