Vilasz Dr. Kilar Ferenc egyetemi tanar opponensi véleményére

Oszintén koészoném Dr. Kilar Ferenc egyetemi tanarnak, hogy opponensi véleményében
feltarta dolgozatom hidnyossagait, elismerte eredményeim, Osszességében értekezésemrol
pozitiv véleményt fogalmazott meg. Megjegyzéseire, kérdéseire az albbi valaszokat adom.

A birdléi vélemény bevezetGjében megfogalmazott altalanos kritikai észrevételeket
elfogadom. Jomagam barmilyen terjedelmli tudomanyos miinél jobban kedvelem, ha az
eredmények bemutatasat rogton koveti azoknak az értelmezése, de elismerem a masik, biral6
altal preferalt megoldas el6nyeit is. Az irast megel6z6en sokat gondolkoztam a nagyszamu
kisérleti adat &sszerendezése kapcsan a biralé altal is emlitett erGsen szerteagazo kisérleti
koriilmények egységes kezelésének megoldasardl. Vezérfonalnak az értekezés egységes
szerkezeti elrendezését szantam, amelyt§l a bemutatott kisérleti adatok értelmezésének
megkonnyitését és a konnyebb OsszevethetGséget, atfogdbb tendencidk és Ssszefliggések
feltarasanak lehetGségét reméltem. Egyetértek a biralé felvetésével, hasznos lett volna, ha az
allofazisok alkalmazasanak részletes indoklasa mellett, tovabbi, az egyes alléfazisok
kivalasztasat segitd targyalas is bekeriilt volna a dolgozatba.

A formai, tartalmi megjegyzésekre adott vilaszok:

1. Tokéletesen igazat adok a biralonak, a ,hidrofobabb karakter” valéban nem igazan
szerencsés kifejezés.

2. Az eredményeket taglal6 szovegrészben azt gondolom minden esetben megadtam azokat
a hivatkozasokat, melyekbdl kisérleti adatokat mutattam be, de elfogadom a kritikai
észrevételt, mely szerint az dbraknal hasznos lett volna a konkrét hivatkozast megadni, én
is ugy gondolom, hogy ezzel kénnyebben kovethetdvé valt volna az eredmények
értelmezése. K6szOonom az észrevételt.

3. A dolgozatban targyalt mintegy 220 vegyiilet tobbsége enantiomerpérokat takar, de amint
azt a biraléi is emliti, tObb esetben diasztereomerekre vonatkozé adatokat is
szerepeltettem a dolgozatban. Kétségtelenill kénnyebben kovethetd lett volna a
gondolatmenetem, ha minden esetben megadom, hogy az adott vegyiiletek konkrétan
milyen viszonyban éallnak egymaéssal, ehelyett azt a megoldést valasztottam, hogy a
fiiggelékben adtam meg a pontos konfiguraciot. Ez sajnos azzal a kovetkezménnyel jar,
hogy a sztereokémiai viszony megismeréséhez fel kell lapozni a fliggeléket, ez
kétségteleniil megtorheti az olvaso figyelmét.

4. Tokéletesen egyetértek a biraldi észrevétellel, barmilyen kisérleti adat csak akkor
értékelhetd, ha tisztdban vagyunk a szoras nagysagaval. A dolgozatban bemutatott
adatsorok tobbnyire valamilyen tendenciat, vagy éppen annak a hidnyat mutatjik be.
Ennek kapcsan fogalmaztam értekezésemben 1gy, hogy ilyen esetben normalis
hibaeloszlast feltételezve az egyes adatpontok szérasa ,kevésbé relevans”. Mindemellett
igazat adok a biraléi felvetésnek, lokalis minimum vagy maximum értékek értelmezése
megkivanta volna a szoras adatok megadasat. Mentségemre az szolgalhat, hogy ezeket a
minimum vagy maximum értékeket nem hasonlitottam Gssze, ilyen adatokra épiilé
kvantitativ kovetkeztetést nem vontam le.



A biraloi kérdésekre adott valaszok:

1.

A mozgéfazis alkotéinak hatdsa és az elvalasztandd izomerek szerkezeti tulajdonsagai
kozott fennélld esetleges Gsszefliggések kapcsan kijelenthetd, hogy alapveten kiillonbozé
kiralis allofazisokra egyarant igaz, Aaltalanos érvényli megallapitdss nem tehetd.
Ertekezésemben az egyes all6fazis-csaladokra kiilon-kilon megfogalmaztam ilyen
osszefiggéseket, ezek korlatolt alkalmazhatésagara Szoké Eva Professzor Asszonynak
adott valaszomban is kitértem. Az értekezésemben targyalt harom allofazis-csalad koziil a
poliszacharid alapt kolonndk kivaléan alkalmazhatok semleges, tObbnyire aromas
rendszerek analizisére. Elvélasztisi mechanizmusuknak megfelelGen jellemzden normal
fazisban vagy polaris-szerves moédban alkalmazhatok. Ezekben a rendszerekben a
mozgofazis polaris OsszetevOjének ardnya és az elvalasztandd vegyiiletek szerkezete
kozotti Osszefliggések valamelyest altalanosithatok, ilyen 6sszefiiggéseket targyaltam én
is értekezésemben. A poliszacharid alapu all6fazisok ionos vagy ionizalhaté vegyiiletek
elvalasztasara legfeljebb ers m-m kolcsOnhatast kialakitani képes vegyiiletek esetén
j6hetnek szdba.

Veliik ellentétben az ioncserél6 tulajdonsagu kolonnak ionos vagy ionizalhat6 vegyiiletek
elvalasztasat teszik lehetvé. Ezek az 4allofazisok leginkabb poléris-ionos modban
alkalmazhatok, ahol mozgdfazisként els6sorban metanolt és acetonitrilt szokas hasznalni,
adalékként savat és bazist juttatunk az eluensbe. A retencio illetve a felismerés
kialakulasaért felel6s kolcsonhatasok részben ugyanazok lehetnek, mint a poliszacharid
alapu allofazisoknél (pl. H-hid, - kolcsonhatas, sztérikus hatdsok), de az ezekre az
allofazisokra jellemzé ionos kolcsOnhatds az el6bb emlitett poliszacharid alapu
allofazisoknal nincsen jelen. Ezen két allofazis-csalad kozott a biralo altal emlitett
altalanosithat6 6sszefliggések nem adhatok meg.

A makrociklusos antibiotikum alapu 4all6fazisok ionos kolcsonhaté helyekkel is
rendelkeznek, ezek az allofazisok mar alkalmasak ionos vagy ionizalhaté vegyiiletek
elvalasztasara, igy Osszevethet6k az ioncserélé kolonnakkal. Ilyen vizsgalat eredményét
szerepeltettem dolgozatomban, melyb6l az az altalanosithaté kovetkeztetés volt
levonhat6, hogy az ellenionok koncentracidjanak névelésével csokkenthetd a retencio.
Makrociklusos antibiotikum alapi kolonndkon az eluensGsszetétel hatasanak
targyalasanal mutattam bé lokalis minimummal rendelkezé gorbéket (pl. 28. dbra). Sajnos
nem fogalmaztam teljesen egyértelmlien az értelmezés soran. Forditott fazisu illetve
hidro-organikus rendszerben targyaltam a hidroféb-hidroféb és az elektrosztatikus
kolesonhatasok szerepét, emlitettem, hogy a retenci6 MeOH-tartalomtdl val6 fliggése a
gorbe novekvd, illetve csdkkend tartomanyaban mely kélcsonhatasokkal értelmezhetd, de
nem kapcsoltam 0Ossze a két gondolatmenetet. Az U alaka gorbe kialakuldsa arra
vezethetd vissza, hogy a vizsgalt rendszerben a MeOH-tartalom véltozasaval a két
dominéns, jellegében eltér6 kolcsOnhatas (hidrofob-hidroféb és elektrosztatikus)
egyiittesen hatdrozza meg a retenciés viselkedést. A MeOH-tartalom valtozasaval a két
kolcsonhatas retencidéhoz vald hozzajarulasa valtozik, igy jon 1étre a lokalis minimummal
rendelkez6 gorbe.

Az éltalunk vizsgalt kinin ¢és kinidin alapu 4ll6fazisok fontos jellemzbje a
pszeudoenantiomer jelleg, ennek a roppant hasznos tulajdonsagnak a kiaknézasara tobb
példat is bemutattam a dolgozatban, kGszondm a birdlé elismerd szavait. Az Fmoc
védbcsoport jelenlétében a kettGs ionparképzés lehetOségének visszaszorulasaval az
aminosav karboxilatcsoportja és a szelektor anioncserélé funkcidés csoportja kozott



kialakul6 kolcsonhatasra helyez6dik at a hangstly. Azonos koriilmények kozott nem
varhat0, hogy szdmottevd kiilonbség legyen az egyes Fmoc-aminosavak deprotonalédasi
allanddi kozott, igy véleményem szerint az észlelt kiilonbségek a szelektor—szelektand
(Fmoc-aminosav) részvételével atmenetileg kialakulé diasztreomerek térszerkezetére
vezethet6k vissza. A prolin esetén a gyliriis, de elektrongazdag régiét nem tartalmazo
szerkezet okozhatja az észlelt viselkedést. Ez azonban csak hipotézis, semmilyen kisérleti
adattal nem tudom alatamasztani.

A kettds kotés szerepének targyalasakor kiilondsen igaz az, hogy a molekulaban jelenlevd
szerkezeti elemek (pl. gytird, delokalizalt elektronok, szubsztituens minésége és helyzete,
stb.) egyiittesen hatérozzak meg a retencios tulajdonsagokat. Ennek megfelel6en, ahogy a
biral6 is kiemeli, az értekezésben csak olyan esetben vontam le kovetkeztetést, ahol a
kettds kotésen kivil az Osszes szerkezeti elem megegyezett az Osszehasonlitott
vegyiiletekben. Ikerionos oszlopokon a 86/87 és 118/119 vegyiiletparok mellett tovabbi
példaként emlitettem a f-aminosavak kozil a 88/89¢és a 106/107 vegyiiletparokat.
Ezekben az esetekben a kett6s kotést tartalmazd szarmazékok jellemzSen kisebb
retencids idOvel elualodtak, mint a telitett valtozataik, de ez alé6l is taldltunk kivételt
(89ab).

Makrociklusos antibiotikum alapu oszlopokon y-aminosavak koziil a 139/140
vegyiiletpart vizsgalva az ikerionos alléfazisokhoz hasonléan elmondhat6, hogy a kettés
kotés jelenléte altalaban kisebb visszatartast eredményezett, de fontos megemliteni, hogy
az alkalmazott kromatografias mod és az adott szelektor szerkezete is beleszol a retencids
viselkedésbe.

Poliszacharid alapu alléfazisoknal S-laktamok vizsgalatdndl a megegyez6 tagszamu
gytirtik esetén a kettds kotés (121/122 és 123; 125/126; 130/131) megjelenése —a masik
két oszlop-csaladdal ellentétesen— altalaban nagyobb visszatartashoz vezetett, de itt is
talaltunk kivételt, AmyCoat oszlopon a 130/131 vegyiiletpar ellentétesen viselkedett.
Ciklusos f-aminosav szarmazékok képvisel6i kozil a 114ab/116cd és 115ab/117gh
vegyiiletek esetében valamennyi vizsgalt celluléz alap kirdlis 4ll6fazison nagyobb
visszatartast kaptunk a kett6s kotést tartalmazd vegyiiletekre. A felsorolt példak is
érzékeltetik azt a biralok altal tobbszor kifogasolt tényt, hogy miért nem fogalmaztam
meg teljesen éltalanosithaté kovetkeztetéseket. Mivel az egyes szerkezeti elemektdl
fliggd kolcsonhatasok ereddje eredményezi az észlelt retencids viselkedést, igy egyetlen
szerkezeti elem, jelen esetben a kett6s kotés hatdsa a tobbi, retencidra haté elemtdl
fliggetleniil széleskOriien nem altalanosithatd.

Ertekezésemben killon fejezetet szenteltem a kirdlis  4ll6fazisok  kritikai
Osszehasonlitasanak, illetve a hirom részletesen targyalt allofazis-csaldd esetén az
eredmények bemutatdsat kovetGen Osszefoglaltam az 4llofazisok alkalmazas
szempontjabol legfontosabb jellemzdit, ezekkel probaltam a disszerticidmat esetlegesen
gyakorlati szempontbol kézbevevs olvasonak segitséget nyujtani. Biralom altal felvetett
gondolat Dr. Gaspar Attila biralataban is megfogalmazodik. Amint ott is leirtam, jelenleg
nem tudunk még ennyire részletes informacidkra épiilé, megbizhatéan alkalmazhaté
folyamatabrat felirni, aminek a végigkovetésével barki tapasztalat, hozzaértés nélkiil,
kevés probélkozassal egyszeriien és gyorsan eljuthatna az adott elvalasztistechnikai
probléma megoldasdig. Hadd emlitsem meg azt is, hogy disszerticiomban az
enantioszelektivitds értelmezésére helyeztem a hangsulyt, de egy gyakorl6
kromatografusnal emellett sokszor a diasztereomerek vagy éppen az akiralis Gsszetevok
elvalasztasa is fontos lehet. Ilyen részlet gazdag hasznalati utmutatéra még j6 ideig
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varnunk kell, a forditott fazisi elvalasztasok optimalashoz hasznalt Drylab szoftverhez
hasonlé tudasu program elkészitése a kozeli jovében még nem varhat. Annak érdekében
viszont, hogy ilyen program elkésziilhessen, alapvetd fontossigu az adatgyiijté mérések
mellett a retencids adatok szerkezeti jellemzokon keresztiili értelmezése.

Az enantiomerek elucios sorrendjének meghatarozasa fontos feladat. Szerencsémre a
vegyiileteket elGallitd egyiittmiikod6 kutatécsoportok sok esetben rendelkezésiinkre
bocsatottdk mindkét enantiomert, igy lehet6ségiink nyilt az eliciés sorrend
meghatérozésara. A poliszacharid alapu allofazisokndl az enantiomerfelismerd-
képességet harom, kiilonb6z6 szinten megjelend kiralitisra vezetik vissza: a
glilk6zegységekben jelenlevd kiralis szénatomokra, az egyedi polimerlancok szerkezetére
és a szamos polimerlanc alkotta rendezett szerkezetre. Az elicids sorrend kialakuldsa
tehat ezeken a szinteken d6l el, az elucids sorrendet josolni nem tudjuk, a sorrend
kiilonboz6 kisérleti paraméterek valtozasdnak hatasara torténd cseréjének értelmezése
még varat magira. Bezhan Chankvetadze kutatésai szerint poliszacharid alapu fazisokon
hexéan/alkohol eluensrendszerben néhany esetben az alkohol anyagi mindségének
valtozasa, illetve adott anyagi minGségili alkohol esetén az alkohol aranyénak
megvaltoztatasa vagy éppen a hémérsékletben bekovetkezd valtozas is az elicids sorrend
cseréjét eredményezheti. (Kutatécsoportunk eddig csak a hémérséklet megvaltozasanak
hatasara bekovetkezd elicios sorrend cserére talalt példat.)

Daniel W. Armstrong a makrociklusos antibiotikum alapu allofazisok tervezésekor azt
tényt hasznalta ki, mely szerint egyes antibiotikumok baktériumélé tulajdonsaga abban
rejlik, hogy a Gram-pozitiv baktériumok falanak D-alanil-D-alanin terminalis részéhez
kétédve gatoljak a falépité folyamatokat. A mechanizmus ismeretében Armstrong és
munkatarsai arra gondoltak, hogy az antibiotikumok kirdlisan iranyitott kotddése
aminosav enantiomerek elvalasztisira nygjthat kivalo lehet6séget. A makrociklusos
antibiotikum alapu alléfazisokon kialakul6 eluciés sorrend kapcsan kordbban kozolt
kisérleti adatok alapjan elmondhatd, hogy a fehérjealkoté (D.W. Armstrong és
munkatarsai k6zleményei; pl.: J. Chromatogr. A 731 (1996) 123; Anal. Chem. 72 (2000)
1767) és a nem fehérjealkoté6 (Péter Antal és munkatarsai kozleményei; pl.: J.
Chromatogr. A 828 (1998) 177; J. Chromatogr. A 958 (2002) 89; Chirality 17 (2005)
193) primer és szekunder a-aminosavak tilnyomorészt kdvetik az L<D (S<R) eluciods
sorrendet. Ez igaz a két kiralitds centrumot tartalmazé $-szubsztitualt a-aminosavak és a
mono- és dihidroxi-aminociklopentén- és aminociklohex4n-karbonsavak (3°-aminosavak)
esetén is, ha a karboxilcsoport melletti szénatom konfiguracidjat vessziik figyelembe. Az
alkil-, illetve arilszubsztitudlt nyiltlanct és mono- és biciklusos - és 3-aminosavak
esetén nem talaltunk ilyen altalanosan érvényes tendenciat. Mind az S<R, mind az R<S
sorrend el6fordul, az elicidés sorrend nem kothet6 az elvéalasztandé enantiomerek
meghatarozott  szerkezeti  jellemzGjéhez, valamelyik  funkciés  csoportjanak
konfiguracigjahoz.

Amint azt valaszom 3. pontjaban emlitettem az ioncseréld tulajdonsagu anionos, illetve
ikerionos szelektorok esetén a kinin és a kinidin pszeudoenantiomer jellege miatt ezek az
allofazisok alkalmasak lehetnek az enantiomerek elucios sorrendjének megforditasara,
erre szamos példat mutattam be értekezésemben. Azonban hadd emlékeztessek arra, hogy
a pszeudoenantiomer fogalom a valésagban diasztereomer viszonyt takar, tehat lehet (és
van is) kivétel az enantiomerek eluciés sorrendjének megvaltozésa alol. Az elucids
sorrend és a konkrét konfiguracié kozott fennalld kapcsolatot az értekezés 5.1.3.
fejezetében targyaltam, négy egyméssal diasztereomer viszonyban allo szelektor esetén.
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Megallapitottam, hogy a kialakuld elicids sorrend az iranyit6 csoportok egyiittes hatisén
keresztiil jon létre. Mivel a kromatografids koriilmények valtoztatdsa nem feltétleniil
egyenlé mértékben érinti a felismerés szempontjabol meghatarozé csoportokat, igy a
felismerés folyamataban betoltott szerepiik valtozhat az alkalmazott kérillményekkel. Azt
gondolom, hogy ezen a teriileten tovabbi Osszefliggéseket akkor tudnank feltarni, ha a
masik négy diaszteromert el6allitva, azokat hordozén rogzitve vizsgélni tudnank mind a
nyolc izomer viselkedését.

Az enantiomerek elvalasztasara az alkalmazott h6mérsékletnek is jelentds hatasa lehet, az
egyes enantiomerek visszatartdsa eltér6képpen vaéltozhat a hémérséklettel. Ennek az
érdekes ténynek a kovetkezményeképpen létezik egy olyan hémérséklet, az n.
»izoeluotrop” hdémérséklet, ahol a két enantiomer egyiitt elualodik. Az izoelutrop
homérséklet altalaban kiviil esik a HPLC elvalasztasokndl alkalmazott
hémérséklettartomanyon, de néhany esetben sikeriilt nekiink is kimutatni, hogy a
szobah6mérséklet kozelében tapasztalt egyiittes elicié alacsonyabb és magasabb
hémérsékleten megsziinik, az eluciés sorrend megvéltozik és az enantiomerek
elvalaszthatok lesznek. A van’t Hoff egyenlet segitségével meghatarozott izoeulotrop
hémérsékletek ugyanannal az elvalaszté rendszernél egymassal Osszevethetfk, de
kiilonosebb gyakorlati haszna az Osszevetésnek nincsen. Amint azt értekezésemben
megfogalmaztam véleményem szerint termodinamikai adatok Gsszevetésének akkor van
értelme, ha azokat ugyanolyan korilmények (adott allofazis, allandé Osszetételi
mozgdfazis) mellett nyert kromatografias jellemzék alapjan szamoltak. A jelentds
szerkezeti analdgiat mutaté modellvegyiileteknél ebben az esetben az Gsszevetés a
mechanizmus jobb megértése szempontjabol hasznos informacidkat szolgaltathat.

Végezetiil djra megkoszonom Dr. Kilar Ferencnek biralatinak elkészitését, munkam
eredményeinek elismerését, az épitd jellegii kritikai észrevételeket, valamint a nyilvanos vita
kitlizésének tamogatasat.
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