Opponensi vélemény

Hisz Istvan
""Szerkezet-retencio osszefiiggések tanulmanyozdsa nagyhatékonysdgu folyadékkromatografias
rendszerekben kirdlis allofazisok alkalmazasdaval”
cimii akadémiai doktori értekezésérdl

A Kkiralitas az élet egyik nagyon érdekes és sok szempontbol fontos jelensége, amelynek
vizsgalata nyilvanvaloan izgalmas és fontos teriilete az analitikai kémianak. Miutan a thalidomid
szOrnyl esete megrenditette a bizalmat az enantiomerkeverék hatdéanyagot tartalmazé gyogyszerek
irant, az enantiomerek meghatdrozasa a gyogyszeriparban fontos prioritast kapott és mara a
hatésagok csak a hatdsos enantiomer hatéanyagot tartalmazd készitmények forgalmazasat
engedélyezik. A kiralis nagyhatékonysagu folyadékkromatografia az elmult 3 évtizedben az egyik
legfontosabb, leggyakrabban alkalmazott eszk6z a kiralis vegyiiletek mindségi, mennyiség
meghatarozasaban. Jelentdsége a kiilonbozo gyodgyszer- €s élelmiszeripari, kornyezeti, klinikai vagy
éppen kutatasi teriileteken végzett analitikai vizsgalatok soran megkérddjelezhetetlen. Az
analitikusok célja tovabbra is egyértelmii: 0j, még nagyobb elvalasztasi hatékonysagi, még
gyorsabb és robusztusabb kiralis folyadékkromatografias modszereket kell kidolgoznunk és ezeket
alkalmaznunk.

A jelolt 13 éve kapcsolodott be a Péter Antal professzor altal vezetett kutatocsoport
kromatografids elvalasztasokkal kapcsolatos kutatisaiba. A mar akkor is jelentds szakmai
elismertséggel ¢és értekes nemzetkozi egylittmiikddésekkel bird csoportban Ilisz Istvan 11 lendiiletet
és 1) lehetdségeket hozott. Bar a jelolt valamennyi kozleményében tarsszerzoként jelen van a
korabbi kutatdcsoportvezetd, kdzos munkajukban vilagosan kivehetd, hogy a jel6lt meghataroz6 és
fontos szerepet jatszott ezen tudomanyos eredmények megsziiletésében. A  korabbi
kutatocsoportvezetd és a jelolt kivald egyiittmiikddése és szorgalmas munkaja vezetett oda, hogy
mara a kutatocsoport a megjelent kozlemények, a meghivott eléadasok, a kialakitott nemzetkdzi
kooperaciok alapjan a folyadékkromatografids modszerrel torténd kirdlis elvalasztasok teriiletén
nemzetk6zi szinten is meghatarozo és elismert. Ritka és elismerésre méltd az, hogy a kiralis
allofazisok kutatdsanak, fejlesztéjének két legnagyobb alakjaval, Wolfgang Lindner (Bécsi
Egyetem) és Daniel W. Armstrong (University of Texas) professzorokkal hossza és rendkiviil
intenziv, folyamatos egyiittmikodést folytatott. A jelolt ezekben a tudomanyos kooperaciokban
meghatarozo szerepet toltott be, hiszen a kozlemények tobb mint a felében 6 az elsd vagy levelezd
szerz6, a maradék kozleményekben pedig a méasodik szerzo.

Az értekezésben a jeldlt harom kiilonbozd allofazis tipust, az ioncseréld, a makrociklusos
glikopeptid és a poliszacharid alapu all6fazisokat tanulmdnyozta. Vizsgalta a kiralis felismerés
folyamatara hatassal bird paramétereket (eluensosszetétel, kiillonbozo adalékok, hémérséklet),
illetve a kémiai szerkezet és a retencios tulajdonsdgok kozotti kapcsolatot, az elvalasztasok
lehetséges mechanizmusat. Mindezek alapjan a téma aktualis, komoly érdeklédésre tart szamot a
vilagban, kapcsolodik az elvalasztastechnika kutatasanak és alkalmazasainak jelenlegi legfontosabb
trendjeihez.



Ilisz Istvan értekezését 36 kozleménye alapjan irta és € munkak jelentOs része az egyik
legnagyobb hatast analitikai, és a legfontosabb kromatografias folyoiratban (J. Chromatogr. A)
jelentek meg. Az értekezés témajahoz tovabbi 34 kozlemény kapcsolodik, és ezekrdl is az eldbbi
jellemzés mondhato el (nagyrésziikben meghatarozé szerzo, sokszor nemzetkozi egyiittmiikodésben
sziiletett, nagy hatastenyéz6jii folyoiratokban megjelent kdzlemények). Kozleményei nagyrésze Q1
¢és kb. egyharmada D1 mindsitési, fliggetlen hivatkozasai meghaladtak az 1300-at. Mivel e magas
szinvonalu kozlemények szigorii szakmai biralatnak voltak kitéve, a munka tudomanyos szinvonala
aligha megkérdéjelezhetd, a kozleményekbe foglalt eredmények feletti ismételt aprolékos itélkezés
pedig sziikségtelen.

Az értekezés cime szerencsés modon nem tul altalanos, és elég jol lefedi az értekezésben
tanulmanyozott kiralis allofazisokon végzett kutatasokat. Az értekezés jol szerkesztett, atgondolt,
szépen illusztralt, gondos munka. Eliitések, nyelvtani hibak szinte egyaltalan nem talalhatok benne
(csupan a 13. oldal utolsé és a 118. oldal két utolsd bekezdésében talaltam egy-egy betiielirast). Az
értekezés a szokasos felépitést koveti, felosztisa az egyes fofejezetek kozott ardnyos: a rovid
Bevezetdt kovetben egy kellden részletes, 36 oldalas, 174 hivatkozast targyalo irodalmi attekintés és
a célkitlizések megfogalmazasa kovetkezik. Az Irodalmi dttekintés rész egyértelmiien tiikkrozi, hogy
a jelolt nagyon joOl ismeri a szakteriiletét. Szerencsés helyzetben volt, hiszen az irodalmi
attekintésben jorészt egylittmikodé partnereinek (Pl. Péter, Scriba, Armstrong, Lindner
professzorok) munkassagat kellett, hogy bemutassa. Az Alkalmazott anyagok és modszerek fejezet
viszonylag rovid, jelezvén azt, hogy a kisérleti munka a miiszerezettséget tekintve kizarélag HPLC
rendszereket kivant meg. A Kisérleti eredmények és értékelésiik rész 3 alpontban, a 3 kiillonb6z6
kiralis allofazisokon végzett kutatas eredményeit foglalja 0ssze, és ami egy jol megirt, tomoren,
szabatosan fogalmazott, alaposan Osszecsiszolt, egyszerii, de jol attekintheté abrakkal illusztralt
munka. Az Osszefoglalas rész, kovetve az értekezés felosztasat 7 oldalban &sszegzi az elvégzett
munka tanulsagait.

Néhany aprobb megjegyzésem:

- 8 0. A jelolt a mozgofazisban oldott szelektort alkalmazé  kozvetlen
folyadékkromatografias kiralis modszereknél nem lat gyakorlati jelentdséget a szelektor
koltsége és detektalasi problémak miatt. Ugyanakkor, mivel a folyadékkromatografidban is
fontos trendnek szamit az elvalasztoegység méretének csokkentése (pl. UHPLC, vagy HPLC
chip), ezek a problémak kevésbé latszodnak sulyosaknak.

— 19. 0.: A jelolt megallapitja, hogy a szintetikus polimer alapu kiralis allofazisok esetén csak
kevés irodalmi alkalmazds ismeretes, bar az ilyen 4lloéfazisok az akiralis
folyadékkromatografiaban alapvet6 fontossaguak. Mi lehet ennek az oka?

— 23. 0.: A makrociklusos glikopeptid antibiotikum alapt allofazisok szelektorairdl azt irja,
hogy tobbségiiknek nincs szamottevd elnyelése UV/Vis tartomanyban. Ugyanakkor a 2.
tablazatbol lathatdo, hogy valamennyi ilyen antibiotikumnak van aromds gylriije, a
legtobbnek tobb, akar 7 is. Ugyanitt arrdl is ir, hogy a kiralis kapillaris elektroforézisnél
fontos szempont, hogy csekély UV elnyelést mutatd antibiotikumot alkalmazzanak kiralis
szelektorként. Ez az allitas két szempontbdl finomitandé: (i) ezek az antibiotikumok direkt
UV detektalasnal is jol hasznalhatok megfeleléen szdrmazékolt izomerek elvalasztasdhoz
(pl. D.W. Armstrong és mtsai, Chirality, 1994, 6, 496-509), illetve (ii) ezek az
antibiotikumok jol hasznalhatok indirekt UV detektalasnal, amikor a vankomicin nem
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csupan a kiralis szelektor, de a fényelnyeld hattér elektrolit 6sszetevd szerepét is betdlti (pl.
S.Fanali: Electrophoresis. 2001, 222, 129-135 vagy D.W. Armstrong: Anal. Chem. 1994,
66, 1690-1695).

25. 0.: A Chirobiotic oszlopok kapcsan tett allitds, hogy ,,amennyiben az egyik oszloppal
részleges elvalasztast sikeriil elérni, jo esély van rd, hogy egy masik Chirobiotic oszlopon
biztosithatd lesz az alapvonalra torténd elvalasztas” tlzottan leegyszerisitonek tlinik
(gondolom arra is van esély, hogy a masik oszlopon a felbontas romlik).

31. o.: A kiralis allofazisok kritikai 0sszehasonlitdsakor a molekularis lenyomati polimer
alapu allofazisok alkalmazasi korét ,,meglehetdsen korlatozott”-nak itéli meg és ugy latja,
hogy ,,ezek az allofazisok sokat veszitettek jelentdségiikbol”. Meg kell jegyezzem, hogy a
mikrofluidikai eszk6zok (LOC) teriiletén a kiralis MIP-¢k fejlesztése éppen a kutatasok
intenziv szakaszaban van (pl. Wu és mtsai, Electrophoresis, 2018, 39, 356-362, vagy Qu ¢és
mtsai, Anal. Chem., 2009, 81, 9651-9656).

38. 0.: A vizsgilt vegyliletek bioldgiai jelentdségét targyalo fejezetben a ciklusos szekunder
a-aminosavak alfejezetbdl nem tlinik ki ezen komponensek bioldgiai jelentdsége.

45. 0.: Meglepd, hogy az acetonban oldott metanolt 280 nm-en detektalta.

49. o.: A szavak nem megfeleld sorrendje hibas megallapitdshoz vezetett, amikor azt
olvashatjuk, hogy a ,Polaris szerves olddszerek eluensként torténd alkalmazasa a
legelterjedtebb a QN és QD alapu ioncseréld kiralis allofazisok esetén.” A jel6lt gondolom
azt szerette volna megallapitani, hogy a QN ¢és QD alapt ioncseréld kirdlis all6fazisok
esetén legelterjedtebben polaris szerves oldoszereket alkalmaznak eluensként.

50. 0.: A 11. abran a MeOH/MeCN arany valtoztatasanak hatasat vizsgalva a 25, 50 és 75%
MeOH tartalmon kiviil 4. vagy 5. pontként a 0 ¢s 100% MeOH tartalmat is felvehette volna.
Raadéasul a 11. B, C ¢és F esetekre nem igaz az, hogy a MeCN aranyanak novelésével a
retencios idok nagyon megndvekednének (legalabbis a 46. komponens esetén).

Bar a 4.4 fejezetben megadja, hogy a II. HPLC rendszerben 20 plL-es mintainjektort
hasznalt, de a tobbi rendszerben nem ismerjiik ezt a paramétert, ahogyan azt sem, hogy
egyes kisérletekhez melyik rendszert hasznalja. Emiatt a 6. tablazatban pikomolban
megadott kimutatdsi hatarokat sem tudjuk 4atszdmolni koncentracidegységbe. (Az -
egyébként kevésbé informativ - abszolut mennyiségben megadott kimutatdsi hatarokban
egyébként a kapillaris elektroforézis, mint konkurrens technika sokkal jobb, hiszen ott csak
nanoliternyi minta elemzése torténik.)

Az irodalomjegyzékben a hivatkozasok paraméterei nagyon gondosan vannak feltiintetve,
ezért is szurnak szemet a 172 és 173 hivatkozasok, ahol nem adja meg a kdzlemények
cimeit.

Az F2-F7 kromatogramok fiiggoéleges tengelyének neve, skalazasa hianyzik.

A dolgozattal kapcsolatos kérdéseim a kovetkezok:

A 62 ¢és 70 komponensek csupan egy fenil-csoportban kiilonboznek. A két vegyiilet

enantiomereinek ioncseréld tulajdonsagu allofazison vald elvalasztasakor kiilonbozd bazisokat

hasznadlva a 62 komponensnél gyakorlatilag nincs eltérés a kapott felbontds adatokban, mig a
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fenilcsoportot tartalmazé 70 komponensnél jelentésen nagyobb és a bdzis anyagi mindségétdl
jelentdsen fliggd felbontas értékeket kapott (15. dbra). Hogyan magyarédzza mindezeket?

2.

Az injektalasi térfogatnak mintha nem tulajdonitana tul nagy szerepet a kiralis elvalasztasokban, bar
a kiilonbozd elvalasztasi modszereknél a kiilonosen hatékony elvalasztds eléréséhez alapvetd
fontossagu a kis mintatérfogat (sokszor egyfajta fokuszalasa a mintakomponensek egy sziik savba
az elvéalasztoegység elején). Mennyire latja lényegesnek a mintatérfogat nagysagat a kiralis
elvalasztasokban? Van-e itt értelme a kiinduldsi mintadug6 sziikitésén faradozni?

3.

enantiomer retencids tényezdjének logaritmusa kozott linedris a kapcsolat. Mig azonban a 97
vegyiilet 3 formdjanal az egyenesek meredeksége szinte tokéletesen megegyezett, addig a 97a
komponens meredeksége jelentdsen eltért. Mivel magyarazza az egyezéseket €s az eltéréseket?

4.

A sav és bazis anyagi mindségének hatasat vizsgalva a kiralis elvalasztasra, azt allapitja meg, hogy
jelenleg még nem tudjuk elméleti Gton megjosolni, hogy adott rendszer esetén melyik funkcios
csoport tolt be meghataroz6 szerepet a kiralis felismerésben. Mashol is megemliti, hogy a
sztereoszelektiv kolcsonhatasok kialakuldsa nem teljesen tisztazott, igy az eliicidos sorrend nem
josolhato, az elvalasztas inkabb csak korabbi tapasztalatok alapjan végezhetd el. Erdekes, hogy
kapillaris elektroforézisnél, ahol tobbnyire hasonld kirdlis szelektorokat hasznalnak, a kiralis
elvalasztasok optimalasanal 1éteznek az optimalast segité protokollok (Elphodextrin starter Kit,
Cyclolab). A doktori munka sordn végzett sokrétii kutatasai alapjan lat-e arra lehetdséget, hogy
HPLC-nél is hasonl6 protokoll legyen kifejleszthetd, mellyel 1€pésrdl 1épésre, adott szelektorokat
megfeleld sorrendben és koriilmények kozott tesztelve akar egy ismeretlen vegyiilet enantiomerei is
biztonsaggal elvalaszthatok legyenek?

Osszefoglalva az értekezésrél kialakitott véleményemet megallapitom, hogy Dr. Ilisz Istvan
eredményesen tanulmanyozta a kiilonb6z0 vegylilettipusok szerkezete €s harom eltérd kiralis
allofazis tipuson torténd retenciod Osszefiiggéseit. Az értekezésben Osszefoglalt munka értékét jelzi,
hogy a bemutatott eredményeket nagyszdmu és nagy hatastényzo6jii nemzetkozi folyodiratokban
publikalta. A doktori munka eredményeit az MTA doktora cim megszerzéséhez egyértelmiien
elegendének tartom. A tézispontokban megfogalmazott megallapitasokat @) tudomanyos
eredményeknek ismerem el. A nyilvanos védés kitlizését és annak sikeressége esetén az MTA
doktora cim odaitélését javaslom.

Debrecen, 2018. jalius 3.

Gotpes ALl

Dr. Gaspar Attila
egyetemi tanar



