Valasz Dr. Gaspar Attila egyetemi tanar opponensi véleményére

Oszintén koszoném Dr. Gaspar Attila tanszékvezetd egyetemi tanarnak, hogy biralatat
elkészitette és értekezésemmel kapcsolatban pozitiv véleményt fogalmazott meg.
Megjegyzéseire, kérdéseire az alabbi valaszokat adom.

A birdloi megijegyzésekre adott vilaszok:

1.

(8. 0.) Egyetértek a biraldi megjegyzéssel, miniatiirizalt rendszerekben, mint pl. egy LC
chip a mozgoéfazisban oldott szelektorok alkalmazasanak komolyabb jelentdsége van. Azt
gondolom, hogy UHPLC rendszereknél —a HPLC-hez hasonléan— a szilard hordozén
rogzitett szelektoroké a jovo.

(19. o0.) A kiralis allofazisok fejlesztése tilnyomorészt a természetben fellelhetd kirélis
vegyliletek alkalmazasara épiilt és épiil napjainkban is. Ezek az ,alapanyagok”
elegendéen nagy mennyiségben és jellemzéen megfeleld tisztasdgban allnak
rendelkezésre. Ezen kiralis szelektorok kémiai moédositdsdval (a kirdlis tisztasag
meglrzése mellett) a jelenlegi gyakorlati problémak jelentGs része megoldhaté. A
szintetikus polimerek jellemzéen nem rendelkeznek megfelelGen széles és elegendGen
nagy enantioszelektivitassal, igy az all6fazisok fejlesztésében nem jatszanak meghatarozo
szerepet.

(23. o.) Egyetértek a birdloval, a kérdéses allitas valdban elnagyolt, kapillaris
elektroforézisnél mind a kdzvetlen, mind a kozvetett detektalasra lehet irodalmi példakat
talalni az antibiotikum alapu szelektorok esetén. K6szondm a pontositast.

(25. 0.) A kifogasolt allitds alapjat az képezi, hogy a kereskedelmi forgalomban
megvasarolhaté antibiotikum alapu alléfazisok —fontos szerkezeti eltérések mellett—
tobbféle szerkezeti jellemzdjiikben is megegyeznek. Igy egy adott vegyiilet esetén egy
adott antibiotikum alapii oszlopon tapasztalt részleges elvalasztas sajat €s irodalmi
tapasztalatok szerint is sok esetben nGvelhet6 masik antibiotikum alapii oszlop
alkalmazasaval. Természetesen ez nem minden esetben igaz, igy az allitds valéban
tulzottan egyszertisitd. K6szonom az észrevételt.

(31. 0.) A 31. oldalon megfogalmazott allitisom (hasonléan a biral6 altal kifogasolt 8.
oldalon szerepl6 allitasommal) HPLC alkalmazasokra vonatkozik, azt gondolom, hogy a
mikrofluidikai eszk6zoknél emlitett ellentétes tendencia pozitivan hathat az LC
allofazisok fejlesztésére.

(38. 0.) Szekunder a-aminosavak bioldgiai jelentGségénél kétségteleniil jobban kellett
volna hangsilyoznom, hogy ezen vegyiiletek peptidekbe torténé beépitése —a
disszertacioban késGbbiekben targyalt nem fehérjealkoté aminosavakhoz hasonldéan— az
eredeti peptid tulajdonsagainak célzott valtoztatasat szolgalja. A konkrét bioldgiai hatés
természetesen vegyiiletfliggs.

(45. 0.) Az alabbi é&brakon kiilonb6z6 hullamhosszusagokon (250 nm - 280 nm)
kiértékelve mutatom be a holtidé meghatarozasara alkalmazott metanolban oldott aceton
kromatogramjait. Az olddszerfront ilyen koriilmények kozott ioncseréld tulajdonsagu
oszlopokon 260 nm — 280 nm kozott jol kiértékelhets, igy a holtidé meghatérozhatod
metanolban oldott aceton adagoldsaval. (A bemutatott kromatogramok esetén az
alkalmazott koriilmények: kolonna: ZWIX(-) (150 x 3 mm), eluens: MeOH/MeCN =



85/15 és 25 mM DEA és 50 mM FA, aramlasi sebesség: 0,6 mL/perc, t=25 °C, to=1,57
perc).
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(49. o.) Egyetértek a birdléi megjegyzéssel, a kifogisolt mondat értelmét jobban
visszaadja a szavak javasolt sorrendben torténé alkalmazisa. KoOszondm szépen az
észrevételt.

(50. 0.) A metanol/acetonitril ardny valtoztatdsinak hatasat bemutaté 11. dbran nem
adtam meg 0 és 100% metanol tartalomnal a kromatografias paramétereket, se az emlitett
rendszernél, se mas, a dolgozatban bemutatott rendszereknél ezeket nem hataroztuk meg,
mivel tapasztalataink szerint a két olddszer egyiittes jelenléte sziikséges a megfeleld
retencié és enantioszelektivitas biztositdsahoz. (Tapasztalataink szerint 90 v% feletti
metanol tartalomnal jellemzOen kicsi visszatartassal elualodnak az elvélasztand6
komponensek, mig 90 v% feletti acetonitril tartalom a csucsok hétsé megnytlasat
(,tailing”) eredményezi.) A biraldi megjegyzés jogossagat kivaléan alatamasztja az a
tény, hogy a dolgozat megirasat kovetSen ilyen méréseket is végeztiink. Mivel ezeket
még nem publikaltuk, igy itt csak egy-egy példat mutatok be. Az alabbi két ébra a 3,5-
dinitrobenzoil-leucin két enantiomerének retencids viselkedését mutatja 0/100 és 100/0
k6zott valtozo6 MeOH/MeCN aranyt mozgdfazisoknal hangyasavat (50 mM) és trietil-
amint (25 mM) alkalmazva sav, ill. bazis adalékként ZWIX(+) és ZWIX(-) ikerionos
kolonnék esetén. Amint az abrakbdl kitiinik, mindkét ikerionos kolonnan azt tapasztaltuk,
hogy 60 v% MeOH-tartalom felett az addigi csokkenést koveten —kiilondsen a késébb
elualédo enantiomer esetén— névekedett a retencié a csokkené MeCN-tartalom ellenére.
Azt gondolom, hogy a kés6bbiekben ezen vizsgilataink kibdvitésével tovabbi értékes
kovetkeztetéseket vonhatunk le a retenciés mechanizmusrol.
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10. A 4.4. fejezetben szerepeltettem, hogy mindkét Waters HPLC rendszer (I és IT) 20 pL-es

11.

12.

mintaadagol6val volt ellatva, a harmadik alkalmazott rendszernél (Agilent 1100) sajnos
figyelmetleniil elfelejtettem megadni, hogy a masik két rendszerrel megegyezSen szintén
20 pL-es térfogatokat adagoltunk, annak érdekében, hogy az egyes rendszereken az
adagolasi térfogatok megegyezzenek. Az egyes kisérleti eredmények targyaldsanal
valoban nem szerepeltettem, hogy éppen melyik HPLC rendszerrel hataroztuk meg a
kromatografias jellemzoOket, ennek a kisérleti eredmények értelmezésére véleményem
szerint nincsen hatasa. Egyetértek a biraloval, kapillaris elektroforézisnél informativabb
lehet a kimutatasi, ill. meghatarozasi hatar koncentracioban t6rténé megadésa, de LC-nél
megvan az a veszélye, hogy nagytérfogati adagolassal, az elvalasztas rovéasara érnek el
alacsonyabb LOD, LOQ értékeket. Véleményem szerint mindkét adat megadasa
szilkséges annak érdekében, hogy egy adott moddszer analitikai teljesit6képességét
megitélhessiik.

Az 1901-ben publikalt két kozleményt sajnos nem tudtam beszerezni, s6t olyan
hivatkozast sem talaltam, ahol megemlitették volna az eredeti kozlemények cimeit. Mivel
az eredeti hivatkozasokat fontosnak tartottam, igy ,slendridzn médon” cim nélkiil
szerepeltettem Gket.

A fiiggelékben bemutatott (F2-F7) kromatogramok Y tengelye az adott mérés soran
alkalmazott detektor jele. A szemléltetést szolgald kromatogramok esetén nem tartottam
fontosnak megadni az adott mérésre vonatkozo jelet, ezért nem skalaztam az Y tengelyt.
Kétségteleniil ezekben az esetekben is szerencsésebb lett volna szerepeltetni az Y
tengelyen a mért értékeket. Hadd emlitsem meg, hogy abban az esetben, amikor
mennyiségi kovetkeztetést vontam le (pl. F1. dbra) megadtam a mért mennyiségeket.

A biraloi kérdésekre adott valaszok:

1.

A dolgozatban emlitem, hogy a bazis anyagi mindsége altaldban nem befolyasolta
szamottevéen a szelektivitdst, de amint a birdlé is megallapitotta a felbontisban
komolyabb kiilonbségek észlelhetSk. A fenilcsoportot tartalmazé 70 vegyiilet esetén az
aromds gylri jelenléte miatt kialakuld =m-m kolcsGnhatasok nagyobb retenciot és
szelektivebb felismerést biztositottak az alifas 62 vegyiilethez képest. Erre vezethetd
vissza a 70 vegyiiletnél tapasztalt nagyobb felbontas is. A kromatogramok alapjan
meghatarozott elméleti tanyérszamok értékei a 62 vegyiilet késébb elualodé enantiomere
esetén 2000 és 3500 m™! kozott valtoztak, mig a 70 vegyiilet kés6bb elualédé enantiomere
esetén lényegesen szélesebb tartomanyban, 5300 és 16000 m™' kozott. A felbontis
bazikus modositok anyagi mindségétél valdé fliggését mas vegyiiletcsaladoknal is
tapasztaltuk. Hasonléan ehhez a példdhoz, szamos mas esetben is a kés6bb elualodod
enantiomer csucsanak jelentdsebb kiszélesedése eredményezte a felbontas valtozasat.

Valamennyi a dolgozatban bemutatott eredmény 20 pL-es mintadagolasokhoz tartozik,
mig a mintaoldatok koncentracidja tobbségében 0,1-1 mg/mL (megkézelitéleg 0,1-10
mM) koncentracié tartoméanyban valtozott. Mindharom oszlopcsaldd esetén biztosnak
vehetd, hogy ekkora mintatérfogatokkal dolgozva nem terheljiik tul a kolonnat. Azt
gondolom, hogy az 5 pm atmérgjii szemcsékkel toltott 4,6 mm atmérdjli oszlopok
esetében az optimalis térfogat 10 és 30 pL, mig a 3 um atmérdji szemcesékkel toltétt 3
mm atmérdjii kolonnak esetén S és 15 pL kozé esik. Véleményem szerint a minta
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olddszerének jelentGsebb hatésa van a kromatogramra. Szamos esetben tapasztaltuk, hogy
az alkalmazott eluenstSl jelentGsen kiilonb6z6é mintaoldat (pl. kizarélag az egyik
eluensalkotéban oldott minta) torzult jelalakot, nehezen (vagy egyaltalan nem)
kiértékelhet6 kromatogramot eredményezett. A minta térfogatanak valtozasa okozhat
kisebb eltéréseket a kromatografias jellemzékben, de erre vonatkozd kisérleti
eredményeink nincsenek. Az alabbiakban megadok néhany irodalmi hivatkozést,
melyben vizsgaltak a minta térfogatanak hatasat enantiomerek HPLC elvélasztasa esetén
és a fentiekkel megegyez6 kovetkeztetésre jutottak. Campanero és munkatérsai
(Chromatographia, 1998, 48, 203) ketorolac enantiomereinek elvalasztasat vizsgaltak
Chiral AGP kolonnan (100 x 4 mm). Az adagolt térfogatot 25 pL-r6l 100 pL-re névelve
nem tapasztaltak szamottevé csokkenést a parhuzamos adagolasok precizitisaban. (Az
alkalmazott koncentraciétaromany 20-20000 ng/mL volt.) Grimm és munkatérsai
(Chirality, 2013, 25, 923) indatraline enantiomereit valasztottak el Cyclobond I 2000 DM
kolonnén (250 x 4,6 mm). Az 1 mM koncentracidji mintaoldatbdl adagolt térfogatot 10
pL-r6l 50 pL-re névelve mindossze 10 %-kal csokkent a felbontas. Azt gondolom, hogy
az emlitett oszlop dimenzidktdl szamottevGen eltérs esetekben (preparativ kromatogréfia,
illetve UHPLC) mar 1ényegesen jelentGsebb hatasokkal lehet szdmolni, sajnos ezeken a
teriileteken sajat tapasztalatokkal nem rendelkezem, igy konkrét eredményeket
véalaszomban nem tudok bemutatni.

A 30. abra a 97 vegyiilet négy sztereoizomerének retencios viselkedését mutatja. Harom
sztereoizomer esetén a lgk — lgc fliggvényre illesztett egyenesek meredekségének
egyezGsége azt jelzi, hogy a d, e és g izomerek gyakorlatilag ugyanigy reagalnak az
értelmezhet. Erdekes modon az @ izomer retencidja lényegesen kisebb mértékben
fliggbtt az ellenionok koncentracidjatol, ami arra utal, hogy a disszerticidban targyalt
helyettesitési modell érvényessége mellett az egyes izomerek konkrét térszerkezete
jelent6s hatassal van a visszatartasért felelés kolcsonhatasok kialakulasara.
Feltételezésem szerint ebben a specialis esetben az elucidhoz sziikséges ellenionok a
szelektor-szelektand komplex adott koriilmények kozott kialakult térszerkezete miatt
kevésbé férnek hozza az ionos funkcids csoportokhoz, igy az ellenionokat nagyobb
koncentracioban kell alkalmazni ugyanolyan mérték{i hatas eléréséhez. Sajnos ezen
feltételezést kisérleti adatokkal nem tudom alatdmasztani.

Azt gondolom, hogy a biral6 altal emlitett protokollok kidolgozasa (amint azt Dr. Kilar
Ferenc biralataban is felveti) nagyon kivanatos lenne, de azt kell mondjam, hogy a
gyakorlé kromatografus szdmara hasznalhatd eljarasok részletes kidolgozasa még varat
magara. (Természetesen a gyartok honlapjukon megadnak a sajat all6fazisaikra
vonatkozd segédleteket, de ezek alkalmazhatésaga még meglehetGsen korlatozott.) Amint
arra kutatdcsoportunk is mutatott be példat (Journal of Chromatography A 2018, 1535,
72) kicsiny szerkezeti valtozas a vizsgalt modellvegyiiletnél (pl. egy hidrogénatom
metilcsoportra t6rténé cseréje) akar az elucios sorrend megvaltozasat is eredményezheti,
jelezve, hogy a kiralis felismerés jelenlegi ismereteinkre alapozva meglehetdsen nehezen
josolhato.



Végezetill Gjra megkoszonom Dr. Gaspar Attildnak disszertdciom birdlatanak elkészitését,
munkam eredményeinek elismerését, az épit6 jellegli kritikai észrevételeket, valamint a
nyilvanos vita kitlizésének tdmogatésat.
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