
Válasz Dr. Kilár Ferenc eryetemi tanár opponensi véleményére

Őszintén koszonóm Dr. Kilár Ferenc egyeterni tanárnak, hogy opponensi véleményében
fe|tárta dolgozatom hiányoss ágait, elismerte eredményeim, <isszességében ertekezésemr l
pozittv véleményt fogalmazott meg. Megjeglzéseire, kérdéseire az alábbi válaszokat adom.

A bírálói vélemény bevezet jében megfogalmazott általános kritikai észrevételeket
elfogadom. Jómagam bármilyen terjedelmií tudomárryos mtinél jobban kedvelem, ha az
eredmények bemutatását rogton kciveti azoknak az ffielmezése, de elismerem a másik, bírál
által preferált megoldás el nyeit is. Az írást megelóz en sokat gondolkoztam a nagyszáríIil
kíserleti adat osszerendezése kapcsárr a birá| által is említett er sen szerteágazó kíserleti
koriilmények egységes kezelésének megoldásaról. Vezérfonalnak az értekezés egységes
szerkezeti elrendezését szántam, amelyt l a bgmutatott kísérleti adatok ffielmezésének
megkonnyítését és a konnyebb cisszevethet séget, átfogóbb tendenciák és osszefiiggések
feltárásanak lehet ségét remélteíTl. Egyetértek a birál felvetésével, hasznos lett volna, ha az
állófazisok alka|mazásanak részletes indoklása mellett, további, M egyes állófazisok
kiválasztását segít tétrgya|ás is bekeriilt volna a do|gozatba.

A .fo rmai, tartalmi me gi e 4lz és elcre ado tt válas z ok :

1. Tokéletesen igazat adok a biráI tr*, a ,,hidrofobabb karakter" valóban nem igazén
szerencsés kifejezés.

2. Az eredményeket taglaló szovegrészben azt gondolom minden esetben megadtam azokat
a hivatkozásokat, melyekb l kíserleti adatokat mutattam be, de elfogadom a kritikai
észrevételt, mely szerint az ábrákrtál hasznos lett volna a konkrét hivatkozástmegadni, én
is tigy gondolom, hogy ezzel konnyebben kovethet vé vált volna az eredmények
ffielmezése. kószcinóm az észrevételt.

3. A dolgozatbantérgya|t mintegy 220 veg.yulet t bbsége enantiomerparokat takar, de amint
azt a bírálói is említi, tóbb esetben diasztereomerekre vonatkozó adatokat is
szerepeltettem a dolgozatban. Kétségteleniil konnyebben k vethet lett volna a
gondolatmenetem, ha minden esetben megadom, hogy az adott vegyiiletek konkrétan
milyen viszonyban állnak egymással, ehelyett azt a megoldást választottam, hogy a
fiiggelékben adtam meg a pontos konfigurációt. Ez sajnos azzal a kovetkezménnyel jár,
hogy a sztereokémiai viszony megismeréséhez fel kell lapozni a fiiggeléket, ez
kétségtelentil megtorh eti az olvasó fi gyelmét.

4. Tokéletesen egyetértek a bírálói észrevétellel, bármilyen kísérleti adat csak akkor
értékelhet , ha tisztában vagyunk a szórás nagyságával. A dolgozatban bemutatott
adatsorok tobbnyire valamilyen tendenci át, vagy éppen annak a tttányát mutatják be.
Ennek kapcsán fogalmaztam ffiekezésemben rigy, hogy ilyen esetben normális
hibaeloszlást feltételezve M egyes adatpontok szórása ,,kevésbé releváns". Mindemellett
igazat adok a birá| i felvetésnek, lokális minimum vagy maximum értékek értelmezése
megkívanta volna a szórás adatok megadását. Mentségemre az szolgálltat, hogy ezeket a
minimum vagy maximum értékeket nem hasonlítottam ossze, ilyen adatokra éptil
kvantitatív kovetkeztetést nem vontam le.



A bírálói kérdéselcre adott válaszok:

1. A mozgófénis alkotóinak hatása és az e|választandó izomerek szerkezeti tulajdonságai
kozott fennálló esetleges osszefiiggések kapcsarr kijelenthet , hogy alapvet en kiilonboz
királis áll fánisokra egyaránt igar, általanos ervénytí megállapítás nem tehet .

Enekezésemben az egye á|l fáais-családokra kiilon-kiil n megfogalmaztam ilyen
osszefiiggéseket, ezek korlátolt a|kalmazhat ságára Sz<ik Eva Professzor Asszonynak
adott válaszomban is kitértem. Az ffiekezésemben tárgya|t harom áll fáais-család koziil a

poliszacharid alapí kolonnák kiválóan alkalmazhatók semleges, tdbbnyire aromás
rendszerek analízisére. Elválasztási mechanizmusuknak megfelel en je|lemz en normál
fiízisban vagy poláris-szerves módban alka|mazhatók. Ezekben a rendszerekben a

mozg fázis poláris <isszetev jének arénya és az elváiasztandó vegytiletek szerkezete
kozotti osszefiiggések valamelyest általanosíthatók, ilyen osszefiiggéseket targyaltam én
is értekezésemben. A poliszacharid alapri áll fánisok ionos vagy ionizá|ható vegyiiletek
elválasztására legfeljebb er s fi-lv k lcsonhatást kialakítani képes vegytiletek esetén
johetnek szóba.
Veliik ellentétben M ioncserél tulajdonság kolonnák ionos vagy ioruzálható vegyiiletek
elválasztását teszik lehet vé. Ezek az állófiízisok leginkább poláris-ionos módban
alkalmazhatók, atrol mozg fáaisként els sorban metanolt és acetonitrilt szokás használni,
adalékként savat és bázist juttatunk az eluensbe. A retenció illetve a felismerés
kialakul ásáért felel s kolcsonhatások részben lgyanazok lehetnek, mint a poliszacharid
alapri ál1r fánisoknál (pl. H-hi , n-n kolcsonhatás, sztérikus hatások), de az ezeh,re az
á|l fánisokra jellernz ionos k lcs nhatás az el bb említett poliszacharid alapri
á|| fánisoknál nincsen jelen. Ezerl két áll fáuis-család kcizott a birá| által errrlített
általanosítható osszefiiggések nem adhatók meg.
A makrociklusos antibiotikum alapri állóftázisok ionos kolcsonható helyekkel is
rendelkeznek, ezek az állr fánisok már alkalmasak ionos vagy ionizálható vegy iletek
elválasztáséna, így osszevethet k az ioncserél kolonnakkal. Ilyen vizsgálat eredményét
szerepeltettern dolgozatomban, melyb 1 az az általánosithat kovetkeztetés volt
levonható, hogy az ellenionok koncentr ci jának novelésével cs kkenthet a retenció.

2. Makrociklusos antibiotikum alapri kolonnákon az eluenstisszetétel hatásanak
térgyalásanál mutattam be lokális minimummal rendelkezó gorbéket (pl. 28. ábra). Sajnos
nem fogalmaztam teljesen egyértelmiien az értelmezés során. Fordított fér;istt illetve
hidro-organikus rendszerben tátrgyaltarn a hidrofob-hidrofob és az elektrosztatikus
kolcsonhatások szerepét, említettem, hogy a retenció MeOH-tartalomtól való fiiggése a
gorbe novekv , illetve csokken tartományábanmely kolcsonhatásokkal éttelmezhet , de
nem kapcsoltam ossze a két gondolatmenetet. Az U alak gorbe kialakulása arra
vezethet vissza, hogy a vizsgált rendszerben a MeOH-tartalom változásával a két
dominarrs, jellegében eltér kolcsonhatás (hidrofob-hidrofob és elektrosztatikus)
egyiittesen határozza meg a retenciós viselkedést. A MeOH-tartalom változásával a két
k lcs nhatás retenci ltoz való hozzájémtlása változik, így j n létre a lokális minimummal
rendelkez gorbe.

3. Az általunk vizsgált kinin és kinidin alapri állófazisok fontos jellemz je a

pszeudoenantiomer jelleg, ennek a roppant hasznos tulajdonságnak a kiaknánására tobb
pé|dát is bemutattam a dolgozatban, koszonom a birál elismer szavut. Az Fmoc
véd csoport jelenlétében a kett s ionparkepzés lehet ségének visszaszorulásával M
aminosav karboxilátcsoportja és a szelektor anioncserél funkciós csoportja kozott



4.

kialakuló k lcsonhatásra helyez dik át a hangsrily. Azonos koriilmények kozott nern
várhat , hogy számottev kíilonbség legyerr az egyes Fmoc-aminosavak deprotonálódási
állandói kozott, így véleményem szerint az észlelt kiilonbségek a szelektor-szelektand
(Fmoc-aminosav) tészvételével átmenetileg kialakuló diasáreomerek térszerkezetére
vezethet k vissza. A prolin esetén a gy rus, de elektron gazdag régiót nem tartalmaz
szerkezet okozhatj a az észlelt viselkedést. Ez azonban csak hipotézis, seínmilyen kísérleti
adattal nem tudom alátámasztani.
A kett s kotés szerepének térgyalásakor kíil<inosen igu az,hogy a molekulában jelenlev
szerkezeti elemek (pl. eyuní, delokalizált elektronok, szubsztifuens min sége és helpete,
stb.) egytittesen hatarozzék meg a retenciós tulajdonságokat. Ennek megfelel en, a}rogy a
bírál' is kiemeli, M értekezésben csak olyan esetben vontam le kovetkertetést, a}rol a
kett s k tésen kíviil az sszes szerkezeti elern megegyezett az cisszehasonlított
vegyiiletekben. Ikerionos oszlopokon a 86/87 és 118/119 vegyuletpárok mellett további
példaként ernlítettern a l3-aninosavak k ziil a 88/89 és a 106/107 vegyiiletparokat.
Ezekben az esetekben a kett s kotést tarta|maz származékok jellemz en kisebb
retenciós id vel eluálódtak, mint a telített változataik, de ez al l is találtunk kivételt
(89ab).
Makrociklusos antibiotikum alapir oszlopokon y-aminosavak koziil a 139/140
vegyiiletpártvizsgálva az ikerionos állófazisokhoz hasonlóan elmondható, hogy a kett s
kotés jelenléte á|ta|áhan kisebb visszatartást eredményezett, de fontos megemlíteni, hogy
az alka|mazott kromatográfiás mód és az adott szelektor szerkezete is beleszól a retenciós
viselkedésbe.
Poliszacharid alapri á|l fáaisoknál /-laktámok vizsgálatánál a megegyezó tagszámű
gyuník esetén a kett s kotés (121/122 és 123; 125/126; 130/13l) megielenése -a másik
két oszlop-családdal ellentétesen- álta|áhan nagyobb visszatartáshoz vezetett, de itt is
találtunk kivételt, AmyCoat oszlopon a 130/131 vegyiiletpár ellentétesen viselkedett.
Ciklusos /-aminosav szétrmazékok kepvisel i koziil a 114ab/116cd és l15abl117gh
vegytiletek esetében valamennyi vizsgált cellulóz alapír királis ál1r fáaison nagyobb
visszatartást kaptunk a kett s kotést tartalmaz vegyiiletekre. A felsorolt példák is
éruékeltetik azt a bírálók által tóbbsz<ir kifogásolt tényt, hogy miért nem fogalmaztam
meg teljesen általánosítható kovetkeztetéseket. Mivel az egyes szerkezeti elemekt l
fiigg kolcscinhatások ered je eredményezi az észlelt retenciós viselkedést, így egyetlen
szerkezett elem, jelen esetben a kett s kdtés hatása a tóbbi, retencióra ható elemt l
fiiggetleniil széleskoníen nem általánosítható.
Ertekezésemben kiilon fejezetet szenteltem a királis állóf;ízisok kritikai
osszehasonlításarrak, illetve a három részletesen tárgya|t áIl fánis-család esetén az
eredmények bemutatását kovet en <isszefoglaltam az állófazisok alkalmazás
szernpontjából legfontosabb jellemz(5it, ezekkel próbáltam a disszertációmat esetlegesen
gyakorlati szernpontból kézbevev olvasónak segítséget nyujtani. Bírálóm által felvetett
gondolat Dr. Gáspar Attila birálatában is megfogalmaz dik. Amint ott is leírtam, jelenleg
nem tudunk még ennyire részletes információkra épiil , megbizhatóan alkalmazható
folyamatábrát felírni, aminek a végigkovetésével bárki tapaszta|at, hozzáértés nélkiil,
kevés próbálkozással egyszedíen és gyorsan eljuthatna az adott elválasztástechnikai
probléma megoldásáig. Hadd említsem meg azt is, hogy disszertációmban az
enantioszelektivitás értelmezésére helyeztem a hangs lyt, de egy gyakorló
kromatográfusnál ernellett sokszor a diasztereomerek yagy eppen az akirális <isszetev k
elválasztása is fontos lehet. Ilyen részlet gazdag használati írtmutatóra még jó ideig

5.



6.

várnunk kell, a fordított fár;isu elválasáások optimáláshoz használt Drylab szoftverhez
hasonló tudásri program elkészítése a kcizeli j v ben még nem várható. Annak érdekében
viszont, hogy ilyen program elkészíilhessen, alapvet fontosság az adatgyujt merések
mellett a retenciós adatok szerkezeti jellemz kon keresztíili értelm ezése.
Az enantiomerek elriciós sorrendjének meghatározása fontos feladat. Szerencsémre a
vegyiileteket el állító egyiittmiíkod kutatócsoportok sok esetben rendelkezésiinkre
bocsátották mindkét enantiomert, igy lehet ségtink nyílt az elriciós sorrend
meghatarozására. A poliszacharid alapri álI fazisoknál az enantiomerfelismer -
kepességet három, kiilonboz szinten megielen kiralitásra vezetik vissza: a
gliikózegységekben jelenlev királis szénatomokra, az egyedi polimerlráncok szerkezetére
és a számos polimerlánc alkotta rendezett szerkezetre. Az elriciós sorrend kialakulása
tehát ezeken a szinteken d l l, az elriciós sorrendet jósolni nem tudjuk, a sorrend
kíilonboz kíserleti paraméterek vá|tozásáílak hatására tortén cseréjének értelmezése
még várat magára. Bezhan Chankvetadze kutatásai szerint poliszacharid alapri fazisokon
hexán/a|kohol eluensrendszerben néhany esetben az alkohol anyagi min ségének
változása, illetve adott anyagl min ségrí alkohol esetén az alkohol arényának
megváltoztatásayagy eppen a h mérsékletben bek vetkez változás is az e|íci s sorrend
cseréjét eredményezbetí. (Kutatócsoportunk eddig csak a h mérséklet megváltozásának
hatásár a b ekovetk ezó elirciós sorrend cserére talá|t példát. )
Daniel W. Armstrong a makrociklusos antibiotikum alap ál1r féu,isok tervezésekor azt
ténl használta ki, mely szerint egyes antibiotikumok baktériumol tulajdonsága abban
rejlik, hogy a Gram-pozitiv baktériumok falának D-alanil-D-alanin terminális rész éhez
kot dve gátoljak a fa\épit folyamatokat. A mechanizmus ismeretében Armstrong és
munkatarsai arra gondoltak, hogy az antibiotikumok királisan iranyított kot dése
aminosav enantiomerek elválasztására ny jthat kiváló lehet séget. A makrociklusos
antibiotikum alapri áll fazisokon kialakuló el ciós sorrend kapcsán korábban kozolt
kísérleti adatok alapján elmondható, hogy a fehérjealkotó (D.W. Armstrong és
munkatiársai kozleményei; pl.: J. Chromatogr. A731 (1996) t23; Anal. Chem. 72 (2000)
t767) és a nem feherjealkotó (Péter Antal és munkatársai kozleményei; pl.: J.
Chromatogr. A 828 (1998) l77; J. Chromatogr. A 958 (2002) 89; Chirality 17 (2005)
193) primer és szekunder a-aminosavak fulnyom részt kovetik az L<D (^ <R) elriciós
sorrendet . Ez igaz a két kiralitás centrumot tartalm az ti-snbsztituált a-aminosavak és a
mono- és dihidroxi-aminociklopentrán- és aminociklohexan-karbonsavak (B3 -aminosavak)
esetén is, ha a karboxilcsoport melletti szénatom konfiguráci ját vessziik figyelernbe. Az
alkil-, illetve arilszubsztituált nyíltláncri és mono- és biciklusos I!- és !33-aninosavak
esetén nem találtunk ilyen általanosan érvényes tendenciát. Mind az S<R, mind az R<^S

sorrend el fordul, az elriciós sorrend nem kothet az elválasztandó enantiomerek
meghatarozott szerkezeti jellemz ójéhez, valamelyik funkciós csoportjanak
konfiguráci já toz.
Amint azt vá|aszom 3. pontjában említettem az ioncserél tulajdonságu anionos, illetve
ikerionos szelektorok esetén a kinin és a kinidin pszeudoenantiomer jellege miatt ezek az
ál1, fálr,isok alkalmasak lehetnek az enantiomerek elriciós sorrendjének megfordítására,
erre számos példát mutattam be értekezésemben. Azonban hadd emlékeztessek arla) hogy
a pszeudoenantiomer fogalom a valóságban diasztereomer viszonyt takar, tehát lehet (és

van is) kivétel az enantiomerek elriciós sorrendjének megváltozása alól. Az elriciós
sorrend és a konkrét konfiguráci kozott fennálló kapcsolatot az fuekezés 5.1.3.
fejezetehen targyaltam, négy egymáss al diasztereomer viszonyban álló szelektor esetén.



Megállapítottam, hogy a kialakuló elirciós sorrend az irányttó csoportok egyiittes hatásan
keresztiil j<in létre. Mivel a kromatográfiás koriilmények változtatása nem feltétleniil
egyenl mértékben érinti a felismerés szempontjából meghatrározó csoportokat, íw a
felismerés folyamatában bet<ilt<itt szereptik vá|tozbat az alkalmazott koriilményekkel. Azt
gondolom, hogy ezen a teriileten további osszefiiggéseket akkor fudnank feltárni, ha a
másik négy diaszteromert el állítva, azokat hordozón rógziMe vizsgálni tudnánk mind a
nyolc izomer viselkedését.

7 . Az enantiomerek e|vá|asztására az alkalmazott h mérsékletnek is jelent s hatása |ehet, az
egyes enantiomerek visszatartása eltér keppen változhat a h mérséklettel. Ennek az
érdekes ténynek a k vetkezményekeppen létezik egy olyan h merséklet, M n.

,,izoeluotróp" h mérséklet, atrol a két enantiomer egyiitt eluálódik. Az izoelutróp
h merséklet á|taláhan kíviil esik a IIpLc elválasztásoknál alkalmazott
h merséklettartományon, de néhány esetben sikeriilt nekíink is kimutatni, hogy a

szobah merséklet k zelében tapasztalt egyiittes elrició alacsonyabb és magasabb
h mérsékleten megsziínik, az elriciós sorrend megváltozik és az enantiomerek
elváIaszthatók lesznek. A van't Hoff egyenlet segítségével meghatrározott izoeulotróp
h mérsékletek ugyanannál az elwélaszt rendszernél egymással osszevethet k, de
ktilonosebb gyakorlati haszna az <isszevetésnek nincsen. Amint azt &ekezésemben
megfogalmaztam vélernényem szerint termodinamikai adatok sszevetésének akkor van
értelme, ha azokat ugyanolyan koriilmények (adott áll fánis, álland osszetételií
mozg fár;is) mellett nyert kromato gráfiás jellemz k alapjan számoltak. A jelent s

szerkezeti ana| glát mutató modellvegyiileteknél ebben az esetben az <isszevetés a
mechanizínus jobb megértése szempontjából hasznos információkat szolgáltathat.

Végezettil rijra megk<iszonom Dr. Kilár Ferencnek bfuá|atának elkészítését, munkám
eredményeinek elismerését, az éryitt| jellegi kritikai észrevételeket, valamint a nyilvanos vita
kittíz é s ének támo g atását.
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