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In memoriam Inczédy Janos

Inczédy Janos (1923-2012)"

Eletének 90. évében, 2012. december 10-én elhunyt Inczédy
Janos okleveles vegyészmérnok, az MTA rendes tagja, az
analitikai kémia nemzetkozi hirti kutatdja, nyugalmazott
egyetemi tanar.

Inczédy Janos 1923. junius 26-an sziiletett. 1946-ban
szerzett vegyészmérnoki oklevelet a Jozsef Nador Miiszaki
¢s Gazdasagi Egyetemen. Az iparban elt6ltott néhany €v utan
1951-t61 1970-ig a Budapesti Miszaki Egyetem Altalanos ¢s
Analitikai Kémia Tanszékén oktatott és kutatott. Az 1950-
es évek elején kezdte el kutatasait az ioncserélok tertiletén,
amelynek eredményeivel késobb vilaghirnévre tett szert.
1957-ben szerezte meg a kémiai tudomany kandidatusa,
majd 1966-ban a kémiai tudomany doktora fokozatot.

1970-ben kinevezték a Veszprémi Vegyipari Egyetem
Analitikai Kémia Tanszékére tanszékvezetd egyetemi
tanarnak és az MTA Analitikai Kémia Kutatocsoportja
vezetdjének. 1980-81-ben a Veszprémi Vegyipari Egyetem
rektora volt.

Teljes koriien atszervezte és modernizalta az analitikai kémia
és miszeres analitika oktatasat a Veszprémi Egyetemen.
A Kémiai analizis alapveté modszerei, az Anyagszerkezeti
vizsgalatok, a Folyamatos és automatikus elemzés cimii
jegyzetei évtizedeken keresztiil meghatarozdak voltak a
vegyészmérnokképzésben. Uj egyetemi képzést alapitott

"Fotd: Szabo Laszlo, Pannon Egyetem

1984-ben a Budapesti Miszaki Egyetem Villamosmérnoki
Karaval k6zos képzésben, Miiszer- és Méréstechnika szak
néven.

Tudomanyos érdeklodése szerteagazd volt, €s elsdésorban
az ioncserélok alkalmazasaval, valamint a folyamatos
és automatikus elemzés kérdéseivel foglalkozott. Az
loncseréldk analitikai alkalmazdsa cimi konyve 1962-ben
magyarul, majd németiil, és angol nyelven is megjelent. 1970-
ben adtak ki a Komplex egyensulyok analitikai alkalmazdsa
cimil konyvét, amelyet négy nyelvre is leforditottak. 1984-
ben megjelent a Folyamatos és automatikus analizis cimQ
konyve, amely a dinamikus rendszerek analitikai kémiajanak
alapjait és gyakorlati alkalmazasat foglalja 6ssze.

Tevékenyen részt vett a [IUPAC munkajaban. Az Analitikai
kémia osztaly titkara, majd 1981-1985 kozott elndke volt.
A TUPAC 1998-ban megjelent analitikai kémiai nevezéktani
kotetének — Compendium of Analytical Nomenclature (The
Orange Book) — fészerkesztdje volt.

1976-1980 kozott a Magyar Kémikusok Egyesiiletének
alelnke, majd 1981-1990 kozott elndke  volt.
Kezdeményezte és megszervezte a Symposium on lon
Exchange at Lake Balaton konferenciasorozatot 1963—1990
kozott.

Tudomanyos ¢s oktat6 munkdjaért szamos Kitiintetésben
részestilt. 1965-ben Akadémiai Dijjal, 1980-ban Allami
Dijjal tiintették ki; a MTESZ-dij, a Than Kéroly-emlékérem,
a Schulek Elemér-emlékérem Kkitiintetésekben részesiilt. A
moszkvai Mengyelejev Egyetem diszdoktora lett 1981-ben,
1988-ban megkapta a Veszprémi Egyetem Pro Universitate
Vespremiensi arany fokozatat.

1993-ban az MTA levelez6 tagjava, 2001-ben rendes tagga
valasztottak. A Veszprémi Egyetem 1995-ben a Professor
Emeritus cim, majd 2001-ben a Honoris Causa doktor cim
adomanyozasaval ismerte el az egyetem érdekében végzett
tevékenységét.

Rendkiviili hittel ¢és elhivatottsaggal tanitotta fiatal
kollégait. Hitének és tudomanyos vilagképének alapjait egy
konyvecskében foglalta 6ssze, amely 2008-ban jelent meg
Hitiink és a Vildg cimmel. Tanulmanyat azzal az aggddassal
¢és szandékkal készitette, hogy a felnovekvd generaciok
sorsa sikeres, életiik békés legyen.

Inczédy Janos emlékét Orizve méltan lehetiink halasak
emberségéért, életmiivéért és mindazért, amit alkotott.

Felinger Attila
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A miuszeres modszerek térhoditasa a hazai gyogyszerkutatasban*

SOHAR Pal”
ELTE TTK Kémiai Intézet

A Magyar Kémikusok Egyesiilete korabban felkérte a szerzo6t
egy olyan konyv szerkesztésére, amely a teriilet szakemberei
szamara Osszefoglalja a gyogyszerkutatasban alkalmazhatd
miszeres modszerek legalapvetobb elméleti ismereteit,
méréstechnikai tudnivaléit ¢és alkalmazasi lehetdségeit.
Kikérve a harom nagy hazai gydgyszergyar illetékes
szakemberinek véleményét a tervezett konyv tematikajarol,
a targyalandé muszeres modszerek tobb tucatjat felsorold
lista allt 6ssze. Mivel a listan szerepld valamennyi modszer
targyaldsa messze meghaladta volna az ésszeriiség és a
realis lehetdségek kereteit, a legfontosabbnak tekinthetdkre
szlikitve a listat, tiz fejezet megirasat tliztiik ki célul:

Diffrakciés  modszerek, elektron-spektroszkopia — és
mindségbiztositas, elvalasztas-technika, emisszios
spektroszkopia, NMR spektroszkopia, IR spektroszkdpia,
NIR  spektroszkopia, pasztazo elektron-mikroszkopia,
termogravimetria ¢s tomegspektrometria.

Amikor napirendre keriilt az ez évi MTA kozgytiléshez
csatlakozd osztaly-eldadd iilés tematikajanak kivalasztasa,
Blasko Gabor akadémikus javaslatara a Kémiai Tudomanyok
Osztalya ugy hatarozott, hogy az ilés foglakozzék a tervezett
konyv anyagaval atfedd tudomanyterilettel, s az eldadok a
konyvfejezetek leendd szerzoi legyenek. Igy, mikozben a
szoban forgd kiadvany jovoje — anyagi forrasok hianyaban
— egyeldre bizonytalan, a témateriilet az eldadoi tilésen
nyilvanossagot kapott.

A  miszeres modszerek megjelenése ¢és elterjedése
Magyarorszagon a mult szdzad masodik harmadanak
kezdetével esik egybe. Mint minden ujdonsag, e
moddszerek is csak fokozatosan, gyakran hosszan tartd
bizalmatlansagot, sot ellenallast legyézve hoditottak meg a
késébbi felhasznaldkat, a kémiai kutatasokkal, s ezen beliil
a gyogyszerkutatassal foglalkozd szakembereket. Eleinte
gyanakvassal, kétkedéssel, afféle ,uri huncutsagnak”
bélyegezve tekintett a  vegyésztarsadalom az Uj
moddszerekre. Azok a szakemberek, akik egy-egy moddszer
hazai uttoréi voltak, nemcsak el6dok, tanitdmesterek nélkiil
kellett elsajatitsak a valasztott modszer elméleti alapjait,
gyakorlati ismereteit és felhasznalasi teriileteit, de el kellett
oszlassak a kezdetben fennalld bizalmatlansagot, meg
kellett gydzzek - ugyszolvan egyenként - kutato kollegaikat
a mérések hitelességérol, a segitségiikkel szerzett
informaciok megbizhatdsagarol, s a levont kovetkeztetések
helytallosagarol.

Es bizony el6fordult, hogy a kovetkeztetések, a mérési
eredményekre alapozott feltételezett szerkezetek tévesnek
bizonyultak. Egyes mérési modszerek mindmaig, de
eredetileg szinte valamennyi, csak kozvetett adatokat,
konnyen félreértelmezhetd informaciokat szolgaltatott

¢és elegendd tapasztalat hianyaban a téves interpretacid
lehetésége mindig fennallt. Egy-egy hibas kovetkeztetés,
téves szerkezet sok-sok sikeresen megoldott kutatasi
feladatot feledtetett és élesztette jra az adott mddszer iranti
idegenkedést.

Ellenkez6 eldjelli veszély is fenyegette a szerkezetkutatot:
egy-egy fontosabb kutatdsi probléma sikeres megoldasa
tulzott elvarasokat sziilt és olyan kérdések tisztazasat
kivantdk meg a szakembert6l, amelyekre a moddszer
alkalmatlan volt. E szkillak és karibdiszek kozott lavirozva
kellett a szerkezetkutatonak, spekroszkopus szakembernek
modszere szamara kollegait megnyerni, mikozben eleinte
maga is gyakorlatlan kezddként ismerkedett a szamara is
csak fokozatosan feltaruld lehet6ségek és csapdak vilagaban.
Megérdemlik tehat a miiszeres modszerek hazai pionirjai,
,alapito atyjai”, az utanuk jovok tanitomesterei, hogy a mai
eldadai iiléssel, az itt elhangzé eldadasokkal tisztelegjiink
elottik, fejet hajtsunk kimagaslo teljesitménytiik eldtt,
amelyeknek haszonélvezoi az utanuk jovo nemzedékek.

A miszeres modszerek koziil elsdként a lathaté ¢s
ultraibolya (réviden UV) spektroszkdpia jelent meg a
hazai kutatési eszk6z0k kozott. A Szegedi Egyetem Fizikai
Kémiai Tanszékének vezetdje Kiss Arpad (1889 — 1968)
kezdeményezett UV-spektroszkopiai és kvantumkémiai
kutatasokat az 1920-as évek kozepén. Foként atmeneti-fém
vegytiletek, fém-komplexek vizsgalataval foglalkozott.
Szamos, nagytekintély(i spektroszkopus, elméleti kémikus
¢s szerkezetkutato kertilt ki az altala alapitott iskolabdl.

Kiss Arpad

Az 1930-as évek elején a Budapesti Miiszaki Egyetemen
a tragikusan fiatalon elhunyt Schmid Rezsé (1904
— 1939) honositotta meg az UV-spektroszkopiai kutatasokat,

*A Kémiai Tudomanyok Osztalya 2012. évi MTA -kozgytiléshez csatlakozo eldadoi tilésén elhangzott eldadas nyoman.

**E-mail cim: sohar@chem.elte.hu
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kétatomos  molekuldk  spektrumanak  vizsgalatara
koncentralva. Rovid palyafutdsa nemcsak ahhoz volt
elegendd, hogy az elméleti kutatasokban és a spektroszkopiai
méréstechnikéban érjen el jelentds eredményeket, de ahhoz
is, hogy évtizedeken at sikeresen miikodd, sok kivalo
szakembert felneveld iskolat teremtsen. Kutatasait tobbek
kozott Budo Agoston és Gaspar Rezsé, a BME Atomfizikai
Tanszékén Bay Zoltan és Kovacs Istvan, a Fizikai Kémia
Tanszéken Varsanyi Gyorgy folytattdk. 1949-t61 Kovacs
Istvan a kétatomos molekulak elméleti vizsgalatat a KFKI
Optikai Spektroszkopiai Laboratoriuma vezetdjeként is
folytatta, ahol munkatarsa Szoke Jozsef muszerfejlesztési,
illetve -épitoi feladatokat végzett.

Schmid Rezso

A gyogyszeripar 1962 tajan ,fedezte fel” az UV-
spektroszkopiat. A Richter gyarban Bayer Jend és Gorog
Sandor akadémikus vezették be az UV-modszert. A B,
vitamin analitikdjaban és szteroid-kutatasokban hasznaltak
fel a mérési eredményeket. Velik egy iddben Horvath
Gabor a Chinoin Gyogyszergyarban kezdett foglalkozni
UV-mérésekkel és a spektroszkopiai adatokat elsdsorban
heterociklusok  szerkezetigazolasaban, ¢és  benzol-
szdrmazékoknal a szubsztitiicios hatasok tanulmanyozasaban
hasznositotta. A teriilet elismert szaktekintélye Lang Laszlo
UV-spektrumatlaszt szerkesztett, amelynek az Akadémiai
Kiadé 24 kotetét jelentette meg.

A hazai krisztallogréafiai kutatdsok elinditdja Naray-Szabd
Istvan (1899 — 1972) volt, aki kiilf6ldi tanulmanyutjarol
(amelyet a szakteriilet Nobel-dijas megalapitdja, Bregg
mellett toltott) hazatérve, 1930-ban a Szegedi Egyetemen
rontgendiffrakcids laboratoriumot hozott 1étre. 1938-t6l
a II. Vilaghabora végéig a Miuegyetem Fizikai Kémiai
Tanszékének vezetdjeként folytatta kutatdsait Sasvari
Kalman munkatarsaval, a szakteriilet doyenjével, akinek
100. sztletésnapjat nemrég Unnepelhették meg baratai
és kollégdi. A milegyetemi professzorok rosszemlékii
koncepcids perének aldozataként tobb évre meg kellett
szakitania kutatomunkajat és derékba tort karrierjének
folytatasara csak 1956-t6] nyilt lehetdsége az MTA
Kozponti Kémia Kutatdintézetében. Palyafutasanak utolsd
masfél évtizede elegendd volt arra, hogy kutatocsoportjaval
egy nemzetkozileg elismert, kiemelkedd teljesitményekkel
buszkélkedd  iskolat teremtsen, amelynek  vezetd

kutatoi Kalman Alajos akadémikus, Czugler Matyas
— a csoport jelenlegi vezetdje — , Parkanyi Laszlo és Argay

Gyula valamennyien tudomanyteriiletik kiemelkedd
szaktekintélyei.

Naray-Szab6 Istvan
A KKKI kutatécsoportja egy emberdltébn at a

krisztallografiai kutatasok egyetlen hazai bazisaként
széleskorti egytittmiikodést alakitott ki szinte valamennyi
szamottevd magyarorszagi kémiai kutatohellyel, k6zottiik
a gyogyszergyarakkal és ipari gyogyszerkutato intézetekkel,
igy a Chinoinnal is. A Chinoin kitiind szakembere, nemrég
elhunyt kollegank, Simon Kalman, évtizedeken at a
KKXKI-beli kutatoékkal, az ott mikédd méroberendezéseket
felhasznalva k6zosen oldotta meg a gyari szerkezetkutatasi
feladatokat és csak 1991-ben keriilt sor sajat miiszer
beszerzésére a Chinoinban. Két évvel késdbb, 1993-ban
az ELTE Kémiai Tanszékcsoportjaban Naray-Szabd Gabor
akadémikus vezetésével krisztallografiai laboratdriumot
Iétesitettek és helyeztek tizembe egy modern krisztallografot.
Ujabb harom év elteltével, 1996-ban a Debreceni Egyetem is
csatlakozott a hazai Rontgen-késziilék tulajdonosokhoz. Ez a
miszer maig az egyetlen vidéken tizemeld ilyen berendezés.
Miikodtetdje Bényei Attila a Fizikai Kémia Tanszéken.

Az elvalasztas-technika, elsdsorban a gazkromatografia ma
mar minden kémiai laboratorium nélkiilgzhetetlen tartozéka.
A vegyészi munkat segitd miiszeres modszerek fegyvertarat
Magyarorszagon az 1930-as évek utolsé harmadatol kezdve
gyarapitja. Az elsd, 1937-ben megjelent kromatografiaval
foglalkozo tankényvet a Pécsi Egyetem oktatdi, Cholnoky
Laszlo és Zechmeister Lasz16 irtak. E témarol Szepesy Laszld
egész konyvsorozatot tett kozzé (1961, 1963, 1970, 1986). A
tudomanytertilet kiemelked6 sikert, fél tucat idegen nyelvii
kiadasban is megjelent monografidja az ioncserélokrol
késziilt, szerzdje Inczédy Janos akadémikus. A hazai
gazkromatografiai kutatdsok kiemelkedd szaktekintélye
volt nemrég elhunyt akadémikus-tarsunk Nyiredy Szabolcs
(1950 —2006).

A BME Analitikai Tanszékén 1962 o6ta foglalkoznak
termoanalitikai vizsgalatokkal. Ezek kezdeményezdje Paulik
Ferenc (1922 — 2005) volt, aki testvérével, Paulik Jendvel
fejlesztette ki a széles korben elterjedt termogravimétert. Ez
az igen népszertivé valt kismiiszer valodi ,,hungarikum”-nak
tekinthetd.

119 évfolyam, 1. szam, 2013.
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Paulik Ferenc

A kiroptikai spektroszkopia magyarorszagi ,atyja” Kajtar
Marton (1929 - 1991), a kiemelkedd pedagogus ¢és
sokoldalu, kivalo kutatd. Kajtar, aki kezdetben szintetikus
peptid-kémiaval foglalkozott, 1967 tajan kezdett érdeklddni
az ORD moddszer irant és egy bonni tanulmanyutat
kovetden, amidén 1970-ben Humboldt-6sztondijasként
egy évig Glinther Snatzke professzor, a CD- és ORD-
spektroszkopia nemzetkozi szaktekintélye mellett dolgozott,
teljes kutatokapacitasat ennek a tudomanyteriiletnek
szentelte. Szintetikus kollegaival egytittmiikodve nemecsak
a legktilonb6z6bb vegyiiletek szerkezet-vizsgalataban vett
részt, de a teriilet elméletét is alapvetd 0j felismerésekkel
gazdagitotta. Nevéhez flizédik pl. a tioamidok u. n. szektor-
szabalyanak kidolgozasa.

Kajtar Marton

ORD-méréseket szorvanyosan korabban masok is végeztek
— igy a Szegedi Egyetem Szerves Kémiai Intézetében az
otvenes évek végén, az MTA Biokémiai Kutatointézetében
a hatvanas évek kozepe tdjan, peptidek, illetve fehérjék
szerkezetvizsgélata eszkozeként —, de a preparativ szerves
kémiai kutatasokbeli alkalmazasok Kajtar ¢s munkatarsai
nevéhez flizodnek. A Kajtar-iskola mai vezetd kutatoi
Holldsi Miklos és Perczel Andras akadémikusok.

Tomeg-spektrometriaval hazankban els6ként Cornides
Istvan az ELTE Kisérleti Fizikai Tanszékén az 1950-es

évek elejétdl foglalkozott. A késdbbi Nobel-dijas Békéssy
Gyorgy tanarsegédjeként kezdte szakmai palyafutasat.
Elsésorban a miiszerfejlesztésre és a méréstechnikara
Osszpontositotta kutatdsait, de az oktatas is igen fontos
szerepet kapott tevékenységében. Nagyformatumu tudos,
elhivatott és szuggesztiv tanitomester, tiszteletreméltod és
kozszeretetnek Orvendd karizmatikus személyiség volt.
Részvétele és vezetd szerepe az 1956-os forradalomban
¢s szabadsagharcban (az ELTE TTK-n 6t valasztottak a
Forradalmi Bizottsag elnokévé) kettészakitotta meredeken
felfelé¢ iveld kutatdi karrierjét. 1957-ben t6bb honapra
bebortonozték. Szabadulasat kovetéen Kazincbarcikan a
Borsodi Vegyi Kombinatban miiszerész-szakmunkasként
dolgozott. Pungor Ernd akadémikus kzbenjarasara 1966-t61
a Banyaszati Kutatd Intézetben folytathatta kutatomunkajat
nyugdijazasaig. Osszefogta, szervezte, tanitotta és iranyitotta
a hazai tomeg-spektroszkopus kozosséget, s bar maga kémiai
szerkezetkutatdssal nem foglakozott, az e téren mukodo
szakemberek szinte kivétel nélkiill az 6 tanitvanyaként
ismerkedtek meg a szakteriilettel. Arra is jutott ideje ¢és
energidja, hogy a Nyitrai Pedagogiai Féiskolan (a késobbi
Konstantin Egyetemen) magyar nyelven fizikat és kémiat
oktasson. Ezt az aldozatos munkat 1968-t6l szinte halalaig,
még nagybetegen is folytatta.

Cornides Istvan

Az 1960-as évek elejétdl az MTA KFKI-ban is MS-kutatasok
indultak. Matus Lajos és Opauszky Istvan izotop-arany-
meghatarozasra, fémanalitikai célra és gazfazisi reakcidok
tanulmanyozasara alkalmaztdk a tomeg-spektrometriat,
de, esetenként szerves vegyliletek szerkezetvizsgalatara
is sor kertlt laboratériumukban. Rendszeres szerkezet-
felderitést szolgald mérések 1963-t61 az MTA KKKI
Szerkezeti Kémiai Kutatdo Laboratoriumaban Tamas Jozsef
vezetésével folytak. A labor miiszerépités és méréstechnika
terén nélkiilozhetetlen szakembere Ujszaszy Kalman volt,
jelenlegi vezetdje Vékey Karoly, akinek érdeklodése egyre
nagyobb mértékben fordult a bioldgiai, s6t orvosi problémak
iranyaba.

Az MS-miszerek és mérési mddszerek az elmult
évtizedekben igen latvanyos fejlédésen mentek at (pl.
ujfajta ionizacios eljarasok, MALDI, TOF, stb., kapcsolt
IR-MS, NMR-MS, GC-MS, tandem-mérések). Ennek, a
kis anyagigénynek és az igen széleskort, a kémia szinte
valamennyi agat lefedd alkalmazasi lehetdségeinek

119 évfolyam, 1. szam, 2013.
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koszonhetden a kémiai szerkezetkutatais NMR és IR
spektroszkdpia, valamint az egykristaly-diffrakciéo mellett,
negyedikként a legfontosabb, legnélkiilozhetetlenebb
segédeszkozévé fejlodott. Erthetd tehat, hogy minden fontos
kémiai kutatohely igyekezett ezt a modszert sajat falai
kozott meghonositani. Kevesen tudjak, hogy az iparban mar
1960-ban sor keriilt MS-mérésekre. Az Egyesiilt 1zzoban
Tahy Péter gazanalizisre hasznélta a tdmeg-spektrometriat.
Az ipari kutatok kozil elsdként, 1967-ben a MAFKI-ban
végeztek MS-méréseket. Décsy Zoltan és Prokai Laszld
egylittmikodés keretében a POTE karotinoid-kutatasaiba
kapcsolddott be MS-mérésekkel. 1970-ben a BME
Szervetlen Kémiai Technologiai €s Analitikai Tanszékein, az
ELTE Altaldnos és Szervetlen Kémiai Tanszékén, tovabba
a Gyodgyszerkutatd Intézetben indultak MS-vizsgalatok.
A BME-n Szepesy Laszl6 az MS-t, mint GC-detektort
alkalmazta, Balla Jozsef GC-MS-méréseket kezdeményezett.
Az ELTE-n Borossay Jozsef a gdzanalizisben ¢és szilicium-
vegyiiletek szerkezetvizsgalataban alkalmazta a modszert.
A GYKI-ban a Sohar Pal vezette Spektroszkopiai
Munkacsoport keretében Iétesiilt MS-labor, Horvath Gyula
iranyitasaval. A KLTE 1975 koriil kapcsolodott be a hazai
MS-vizsgéalatokba Dinya Zoltan kozremukodésével, aki
késébb az MS kornyezet-kémia alkalmazasainak teriiletére
koncentralta kutatésait.

Az UV-lathaté spektroszkopiat kovetden, a leggyorsabban
elterjedt ¢és a legszélesebb korben, a kémia szinte minden
tertiletén felhasznalhatdé miiszeres modszer kétségteleniil
az infravords spektroszkopia. A molekuldk biztonsdgos
azonositasan kezdve (az IR spektrum atlagosan 30-50
savbol all, ennyi fliggetlen, az olvadasponttal azonos értékii
jellemzd adat egytittesét joggal nevezzilk a molekulak
ujjlenyomatanak), a funkcidés csoportok felismerésén
at, Osszetétel-meghatarozasra, kinetikai vizsgalatokhoz,
reakcidomechanizmusok felderitésére, tisztasag-ellendrzésre,
s szamtalan mas célra alkalmasak az IR spektrumbdl
nyerheté informaciok. A mérédmiiszer nem kimagasléan
koltséges, a méréstechnika egyszert, az tzemeltetés
kiilonleges felkésziiltséget, specialis miiszaki feltételeket
nem igényel. Nem csoda, hogy a modszer elterjedése igen
gyorsan jatszodott le az elsé IR-spektrométerek, 1957-
ben megtortént tizembe helyezését kovetden. Az 1960-as
évek végére minden fontosabb hazai kémiai kutatohelyet
felszereltek IR-késziilékekkel. Az IR-szakemberek szama
joval lassabban novekedett, mert az IR-spektrumok
sikeres értelmezése igen nagy gyakorlatot, tapasztalatot és
alapos elméleti felkésziilést kovetel. Ezért tag tere nyilt az
egylittmikodéseknek néhany hazai IR-szaktekintély és a
népes felhasznaloi kor, a preparativ vegyészek kozott.

A két elsé IR-kutatdocentrum a Varsanyi Gyorgy vezette
BME-KKKI kozos laboratoriuma és a veszprémi MAFKI,
ahol Bor Gyorgy volt a kutatomunka iranyitoja. E két
kutatohelyen 1957-ben helyeztek tizembe egy-egy, a nyugati
vilagban mar akkor elavultnak mindsiil6, szovjet gyartmanya
egysugaras (IKSZ-11) berendezést. Varsanyi foként egyszerii
normalrezgések hozzarendelésével, Bor Gyorgy fém-
karbonilok szerkezetvizsgalatdval foglalkozott. Varsanyi
nevéhez flizodik az elsd hazai egyetemi IR-targyu specialis
eléadas (a BME vegyészkaran az 1956/7-es tanévtdl) és a
nagysikeri ,,alapkonyv”, tobb szaz benzolszarmazék IR-

crer

Varsanyi Gyorgy

Az 1956-0s szabadsagharc ¢és forradalom vérbefojtasa
utan romokban heverd, ¢hezé Magyarorszagot a ,,barati”
Szovjetunid gyorssegélyben részesitette, melynek keretében
harom, IKSZ-12 (az IKSZ-11 némileg tovabbfejlesztett
tipusa), még mindig egysugaras késziilék érkezett az
orszagba. Ne firtassuk, hogy erre volt-e akkor a legnagyobb
sziikség, am ettdl eltekintve is, e miiszerek tonkrement
allapotban érkeztek: harom legfontosabb épitdelemiik, a
detektor (vakuum-termoelem), és az optikai erdsitd két
fo-része a fotocella és a torzidszélas, tikros galvanométer
hasznalhatatlan volt. A ,boldog” tulajdonosok: a szegedi
egyetem Fizikai-Kémiai Tanszéke, a Richter-gyar és a GYKI
voltak. E sorok irdja, friss diplomasként els6 feladataul kapta
a GYKI miiszerének tizemképessé tételét és mikodtetését.
Egy kitliné miszer-szakértd (Kliburszky Béla) segitségével,
regénybeillden kalandos uton, egy évnyi megfeszitett
munkaval sikeriilt ,.feléleszteni” a GYKI miszerét. A
dolognak hire ment, s megbiztak a masik két késziilék
megjavitasaval is. Mivel sikertlt, ez valt kiindulé pontjaul
munkahelyen kiviili tudomanyos egylittmiikodéseimnek.

Az IKSZ-12-vel teljes napi munkat kovetelt egy hasznalhatd
IR-spektrum elkészitése. Szerencsére ez a korszak nagyon
rovid ideig tartott: 1960-ban az ELTE Szerves Kémiai
Tanszéke kapott egy Zeiss-gyartmanyu, két-sugdrmenetes
UR-10 késziiléket, amelyet a Tanszéken és a GYKI-ban
folyé kutatasok kiszolgalasara Ruff Ferenc kollegammal
mikodtettiink. 1962-ben a KFKI, 1964-ben a KLTE Szerves
Kémiai Tanszéke jutott UR-10 késziilékhez. A KFKI-ban
Mink Janos és Szoke Jozsef végezték az IR vizsgalatokat,
a KLTE Szab6 Sandorra és Dinya Zoltanra bizta a miiszer
mikodtetését, akik az ELTE laborban ismerkedtek meg a
miuszerrel és az IR szerkezetkutatasbeli alkalmazasanak
tudnivaloival.

Arra nincs lehet6ség, hogy tovabb kovessik az IR-
spektroszkopia hazai térnyerését, de, mint emlitettem,
néhany évvel késébb mar szinte minden jelentésebb hazai
kutatohelyen miik6dott IR-berendezés.

Az IR-moédszert targyalva, feltétlentil meg kell emliteni az
MTA kiilsé tagjanak, Sandorffy Kamillnak (1920-2006)
Norman Jones-szal kozos konyvfejezetét, amely 1956-ban, a
Weissberger-sorozatban (Technique of Organic Chemistry),
a IX. kotetben jelent meg (The application of infrared
and Raman spectrometry to the elucidation of molecular
structure), mint az elsd, a moddszer szerkezetkutatasbeli
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alkalmazasait targyald terjedelmesebb publikaciot, és az
elsé és maig egyetlen magyar nyelvii IR-targyt monografiat
(Holly Sandor és Sohar Pdl: Infravords spektroszkopia,
Miiszaki  Kiado, 1968), amelybdl a kezdé hazai IR-
szakemberek sok éven at els6 ismereteiket szerezték e
tudomanyteriiletrol.

Sandorffy Kamill

A napjainkban vitathatatlanul legfontosabb, a kémia
minden tertiletén ¢és valamennyi természettudomanyban
legelterjedtebben alkalmazott nagymiiszeres mddszer a
magneses magrezonancia (NMR-) spektroszkdpia. Amig
a tobbi ilyen méréstechnika szokdsos karrierje soran a
kezdeti sikereket és lelkesedést kovetden, amidon a modszer
alkalmazasa a publikaciok cimében kapott helyet, hosszabb-
rovidebb id6 utan, rutinszerii részévé valt a kutatasoknak és
a mérési eredmények kozlése a kisérleti részben kotelezd
feltétele lett a kéziratok befogadasanak a nivdsabb
szaklapokban, addig az NMR-spektroszkdpia idordl-idore
Lujjasziiletett”, mert az elméletben és a méréstechnikaban
olyan forradalmi fejlédés ment végbe, ami az alkalmazasok
és a megoldhatd problémak szempontjabol addig
elképzelhetetlen uj lehetdségek sokasagat nyitotta meg a
kutatas szamara.

Valoszintlileg kevesen tudnak arrol, hogy még az elsd
sikeres  rezonancia-kisérleteket —megelézéen Simonyi
Karoly munkatarsaival a BME Bay Zoltan vezette Fizikai
Intézetében atomsugarakkal atommagok giromagneses
faktoranak mérésével foglalkozott, egy idében a hasonld
amerikai kisérletekkel. Ezek a kisérletek elokészitoi, uttoroi
voltak az NMR-spektroszkdpidnak, s méltan lehetiink
biiszkék arra, hogy kozottik voltak a hazankban folyd
kutatasok is. A haboru megtorte a kezdeti lendiiletet, s
évekre megszakadtak a sikeresnek indulé munkak.

Elobb az ELTE Fizikai Intézetében, késobb, oda attelepiilve,
a Kozponti Fizikai Kutatéintézetében munkatarsaival,
Farago Péterrel, E. Gécs Mariaval és Mertz Janossal Bay
Zoltan kezdeményezte, illetve folytatta az NMR-kutatasokat.
Hazilag barkacsolt szélessavii miiszerekkel, szilardtest-
fizikai problémakkal foglalkoztak. A miszerépitésben is
résztvevd Tompa Kalman vezetésével kiilonb6zo fémekben
¢s otvozetekben a toltésstlirliség-oszcillacidt tanulmanyoztak.
Kommersz késziilékhez csak évtizedek multan (1973-ban)
jutottak. Kutatomunkajuk relaxaciés idok meghatarozasara,
illetve szovetmintak in vitro mérésére dsszpontosult.

A KFKI-s csoport, bar kémiai problémak vizsgalataval nem
foglalkoztak (ezt nem is tették lehetévé méroberendezéseik),
konferencia- és ismeretterjesztd eladasokkal és oktatasi
tevékenységilikkel szallds-csinaloi voltak, a hazai NMR-
spektroszkopianak. A hazai kémikusok ¢élészoban eldszor
1963-ban, a szegedi vegyészkonferencian hallhattak az
NMR-moédszer kémiai szerkezetkutatasbeli alkalmazasarol.
A kanadai tanulmanyutjardl akkor hazatért Fodor Gabor
szamolt be 1) vegyitletek szerkezet-felderitésérol NMR
vizsgalatokkal.

Hazankban, tobb, mint egy évtizedes késéssel, 1964-
ben nyilt lehetéség NMR-mérésekre a kémikus kutatok
munkajanak segitésére. Ekkor helyeztek tizembe egy 60
MHz-es AEI-gyartmanyu késziiléket a KKKI-ban, amelyen
Neszmélyi Andrés és Radics Lajos dolgoztak. Elsésorban az
intézettiikben felmeriilt problémak tisztazdsdban mukodtek
kozre, de az egy ideig egyetlen hazai nagyfelbontasu
késziilék miikddtetéiként monopol-helyzetiikbél adédoan
sok hazai kutatdhellyel alakitottak ki egyiittmiikodést.
Ezért a legktilonb6zobb kémiai problémak vizsgalataban, és
igen sokféle vegyiiletfajta tanulmanyozasaban vettek részt.
Kulcsszerepiik volt a modszer hazai megismertetésében ¢&s
elterjedésében. Kezdeti tudomanyos eredményeik koziil
kiemelendd a gatolt rotacid és a nitrogén-heterociklusok
kvaternerezési reakcidinak sztereokémiai tanulmanyozasa.
Radics mas kutatohelyeken szakértdként, a Varian-cégnél
szoftver-fejlesztoként is tevékenykedett, Neszmélyi a 70-es
évektdl a természetes anyagok ¢s szénhidratok vizsgalatara
és a "C NMR spektoszkopiara, illetve a pulzustechnikak
hazai bevezetésére 9sszpontositott.

A gybgyszeriparban, kozelebbrél a Gyogyszerkutatod
Intézetben Sohar Pal vezetésével 1966-ban indultak NMR-
kutatasok. Egy korszerlitlen, gyenge teljesitményi 60
MHz-es muszert (JEOL C-60) 1972-ben sikertilt felcserélni
egy lényegesen jobb teljesitményli (JEOL 60-HL), majd
pedig egy ugyancsak 60 MHz-es, de korszerii ¢s specialis
kiegészitd vizsgalatokra (multinukledris-, DR- és VT-mérés,
szamitogépes spektrumakkumulacié) is alkalmas Varian
berendezésre. Az NMR-munkacsoport széleskorii hazai
¢s nemzetkozi egyiittmiikodéseket alakitott ki és mintegy
iskolaként is miikodott. Szamos kivaldé NMR-s szakember
(igy pl. Téth Gabor, Manyai Gyorgy, Méhesfalviné Vajna
Zsuzsa, Pelczer Istvan, Sotiné Tolvaj Marta, Kovesdi Istvan,
Polos Katalin, Dvortschak Péter) palyafutasa indult innen
és tobb tucat hazai és kiilfoldi vendégkutato, kozottik
tobb kivald szaktekintély, ismerkedet meg az NMR-
spektroszkdpiaval a munkacsoportban. Sohar Pal a szerzoje
az els6 magyar NMR-monografianak (Akadémiai Kiado,
1976 és CRC Press, 1983-84) és ugyancsak nevéhez flizodik
az elsd magyarorszagi egyetemi NMR-kurzus, amelyet az
ELTE kémiai Intézetében, illetve kezdetben az 1969/1970-es
tanévtol a Szerves Kémiai Tanszéken, négy évtizeden at, két
féléves specialis kollégiumként adott, illetve ad eld.

Az 1964-1970-es évek a 60 MHz-es miiszerek korszakat
jelentik Magyarorszagon. A KKKI-t és a GYKI-t kovetden,
1968-ban a BME Szerves Kémiai Tanszékén helyeznek
iizembe egy Perkin-Elmer R-12 berendezést, amelyen
Kolonits Pal dolgozik. Az ELTE Szerves Kémiai Tanszékén
1970-t61 ZEISS gyartméanya 60 MHz-es késziilékkel végez
méréseket Mezey Pal, Osapayné Balogh Klara ¢és Kovesdi
Istvan. 1971-t61 a POTE és a MAFKI csatlakozik a 60
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MHz-es késziilék-tulajdonosokhoz. Pécsett Aradi Ferenc
és Foldesi Andras az els6 NMR-szakemberek, a MAFKI-
nal Szalontay Gébor, aki a Veszprémi Egyetem szamara
is végez méréseket. Az egyetemek koziil utolsoként a
SZOTE helyez tizembe egy JEOL 60 MH-es spektrométert
1973-ban, s itt Dombi Gyo6rgy az NMR-specialista. A nagy
gyogyszergyarak is felismerik az NMR jelent6ségét és sorra
sajat mérdeszkozrol gondoskodnak. A Chinoin mar 1970-
ben tizembe allit egy 60 MHz-es Perkin-Elmer késztléket, s
ezen Dvortschak Péter, kés6bb Podanyi Benjamin dolgozik.
A Richter 1964-ben csatlakozik a 60 MHz-esek taborahoz, s
a Varian berendezésnek itt ifj. Szantay Csaba a gazdaja. Az
EGYT 1976-ban helyez tizembe egy Perkin-Elmer Hitachi
muszert, amellyel els6ként Kis-Tamasné Kovacs Agnes
végzi a méréseket.

Az 1970-es évtized a 100 MHz-es, elektromagnessel
mikodé Fourier-transzformacios berendezések korszaka.
Az els6, JEOL-gyartmanyu ilyen késziiléket a Debreceni
Egyetem (akkor KLTE) Szerves Kémiai Tanszéke kapta
és Szilagyi Laszl6 miikodtette. Hozza a 80-as évek
elején csatlakozott E. Kovér Katalin és Batta Gyula.
Az NMR-labor regionalis igényeket is ellatott és igen
hamar behozta a kezdeti lemaradast: rovid id6 alatt a
legjelentdsebb hazai NMR-kutatohelyek kozé emelkedett.
A rezonancia-mddszerek oktatasa a 70-es évek kozepétol
folyik Debrecenben és fontos szerepet jatszik a gradualis
és posztgradualis képzésben. Kutatasaik kozéppontjaban
a szénhidratok, antibiotikumok ¢&s peptidek szerkezet-
felderitése, illetve molekuladinamikai tanulméanyozasa
all, de metodikai munkaik, igy a heteronukledris NOE-, a
szelektiv és nem szelektiv, egy- és két-dimenzios pulzus-
szekvencidkat alkalmazd mérési technikak fejlesztése is
nemzetk6zi elismerést vivott ki.

A KKKI 1973-ban, a GyKI 1976-ban jutott Varian
gyartmanyu FT-berendezéshez. Ez mindkét intézményben a
rutin-szer( hozzaférést tett lehetévé a *C NMR mérésekhez,
jelentésen bovitve ezzel a megoldhatd szerkezetkutatasi
problémak korét. Lehetévé valt nukleotidok, bonyolultabb
antibiotikumok és peptidek vizsgalata is, amelyeket a KKKI-
ban az id6kozben Peredyné Kajtar Mariaval és Baitzné Gacs
Eszterrel, késébb Sandor Péterrel kiboviilt NMR-csoport,
szamos ¢értékes publikacidt eredményezve végzett. A BME
Analitikai Tanszékén 1978-ban helyeztek tizembe egy JEOL
100 MHz-es késziiléket, amely a labort vezeté Toth Gabor
szamara kutatasainak sikeres kiterjesztését tette lehetdvé,
tobbek kozott "N NMR- vizsgalatokra.

Az 1980-as évek elején megjelentek Hazankban is a nagy-
terd, szupravezetd magnessel mikodo szamitogép-vezérelt
csucsmiiszerek. Elsdkként, 1981-ben, minddssze néhany
oras eltéréssel Debrecenben, a KLTE-n kezdett mukodni
egy 200 MHz-es, s az EGIS-ben egy 250 MHz-es Bruker
spektrométer. Néhany évet varni kellet a kovetkezd nagyterii
berendezés lizembeallitasara. Egészen 1985-ig, amikor
a KKKI szerzett be egy Varian 400 MHz-es késziiléket.
Ezutén ismét nagyobb sziinet kovetkezett, amig 1991-ben a
veszprémi, 1992-ben pedig a szegedi egyetemen installaltak
egy-egy 300, illetve 400 MHz-es berendezést, majd 1995-ben
a FEFA-III palyazattal elnyert tamogatassal az elsé hazai 500
MHz-es spektrométert az ELTE Kémiai Tanszékcsoportjanal.
Ettdl kezdve siirtisodtek a hazai csticsmiiszer-beszerzések és
mara minden jelentdsebb kémiai kutatohely fel van szerelve
nagyteri NMR-késziilékkel. Ezek puszta felsorolasa is
ésszertitleniil megnovelné e rovid 6sszefoglalast a miiszeres
modszerek elterjedésérol és térhoditasarol Magyarorszagon.

Itt kell minden kollegamtdl elnézést kérnem, akik kutatéasi
eredményei, esetleg maga az altaluk miivelt mérési modszer
is, kimaradt ebbdl a rovid attekintésbol, de valamiképpen
keretek koz¢é kellett szoritani a roppant szerteagazo témat és
jozan hatarok k6zé a terjedelmet.

Azért remélem, hogy a legfontosabb idevagoé tudnivaldkbol
nem maradt ki semmi.

Az NMR spektroszkopia mara nélkiilozhetetlenné ¢s
mindennapos rutin-miiszerré valt nemcsak a kémiaban, de
a biologidban (gondoljunk csak a biopolimerek, peptidek,
enzimek szerkezet-felderitésére) és az orvostudomanyban,
sOt az orvosi diagnosztikaban is (MRI) , s ha nem is tartunk
ott, mint pl. Japan, ahol az ipari minéségbiztositast tobb-tucat
NMR miiszernek otthont add, varosrésznyi Orias-laborok
szolgaljak ki, az a tragikus miszerezettségbeli lemaradas,
ami a hazai kémiai szerkezetkutatast sok évtizeden at
sujtotta, jelentdsen mérséklodott.

A miuszeres modszerek elterjedése és mindennapossa
valasa a mérési eredmények félreértelmezésének, s
igy a molekulaszerkezeteket illetd tévedések veszélyét
jelentdsen csokkentette. A spektroszkopus, az egyes mérés-
technikdkra specializalédott szakemberek munkéja egyre
biztonsagosabba (s amit, némi nosztalgiaval kell hozzaftizni
chhez: ezzel kevesebb elméleti tudast és tapasztalatot
igénylové) valt, s egyre valdsziniitlenebb, hogy tévedése
nyoman — Dogovics Tituszként — magaval rantsa szintetikus
partnerét a hibas szerkezetek szakadékaba.
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A 100 éves rontgendiffrakcio a gyogyszerkutatasban

BOMBICZ Petra’ és KALMAN Alajos
MTA Természettudomdnyi Kutatokozpont, Szerves Kémiai Intézet: Pusztaszeri vt 59-67., 1025 Budapest, Magyarorszdg

1. Bevezetés

A Kklasszikus kristalytan utdn a modern krisztallografia
sziiletését az 1912-ben Laue, Friedrich és Knipping altal
elvégzett elsé rontgendiffrakcios kisérlethez kotik. Az
anyag szerkezetének atomi felbontdsu megismerése a
tudomanytorténet egyik legfontosabb felfedezése, mely
forradalmasitotta a természettudomanyok minden agat:
fizikat, kémiat, bioldgiat, fold- és anyagtudomanyokat'.
Az anyag fizikai-kémiai, makroszkopikus tulajdonsaganak
megértéséhez ismerniink kell a szerkezeti felépitését. 100
év elteltével a krisztallografia még mindig a tudomany
élvonalaban van®>. Az ENSZ dontése értelmében 2014 a
krisztallografia éve lesz.

A cikkben a centendriumi megemlékezés utan példakat
lathatunk a rontgendiffrakcid gyogyszerkutatasban valo
alkalmazasara elsésorban a kiralitds szerepérél ¢és a
polimorfia jelenségér6l. Ez magaban foglalja a szerkezet
¢s tulajdonsdg Osszefliggéseit, a teljes ¢&s parcidlis
izostrukturalitas témakorét, a masodlagos kolcsonhatasok
szerepét, kokristalyok vizsgalatat €s a kristalyhabitus
befolyasolasat a szerkezet ismeretében.

2. A rontgendiffrakcié szaz éve

100 éve, 1912. marcius végén hajtotta végre Max von Laue,
Walter Friedrich és Paul Knipping az elsd rontgendiffrakcids
kisérletet. Az, hogy atomi szinten lathatova valt az
anyagok szerkezete, forradalmi valtozast hozott a
természettudomanyban, valamint Gj tudomanyagak sziilettek.
A rontgendiffrakcié modszerével vizsgalhatunk asvanyokat,
ionos szerkezeteket, szervetlen és szerves vegylileteket,
fehérjéket és virusokat. Miért éppen a rontgensugarzas
tette ezt lehetdvé? A rOntgensugarzas egy viszonylag
konnyen eldallithatd rovid hullamhossza elektromagneses
sugarzas, melynek hullamhossza Osszemérheté az atomi
tavolsdgokkal. Laboratoriumi méretekben hagyomanyos
rontgencsovet, forgéanddos rontgencsovet, vagy az elmult
években kifejlesztett mikroforrasokat hasznalhatunk. Ezek
alkalmazasaval mara a rontgendiffrakcid egyre inkabb rutin
moddszerré valik. Nagyobb intenzitasu és hullimhosszban
hangolhato réntgensugarzast kapunk szinkrotron forrasnal,
melyben a relativisztikus sebességre gyoritott toltott
részecskék altal kibocsatott rontgensugarzast alkalmazzuk.
A diffrakcios moddszerek kozott kell megemlitentink a
neutrondiffrakcié mddszerét is. Mig a rontgensugarak
az elektronfelhdn, addig a neutronok az atommagokon
szorodnak, igy pontos atomi hely meghatarozast tesznek
lehetévé még a hidrogén atom esetében is. Hatrany, hogy
a kisebb intenzitasi sugarzas miatt nagyobb kristalyra van
szilikség, és a mérési idO is hosszabb, heteket vesz igénybe
az atomreaktornal. A nagymiiszer igény miatt a két utdbbi
madszer még nem tekintheto rutin eljarasnak.

* Tel.: 1-438-4141/ 201; e-mail: bombicz.petra@ttk.mta.hu.

Rontgendiffrakcioval vizsgalhatunk porokat és
egykristalyokat. Pordiffrakcio esetén elveszik az az
informacid, hogy a kristaly melyik sikjarol szarmazik az
adott reflexid. Ezért szerkezetmeghatarozas céljara az
egykristalydiffrakcid terjedt el. Azonban az egykristaly
rontgendiffrakcids szerkezetmeghatdrozas szik
keresztmetszete éppen az egykristaly eloallitaisa. Ha ez
nem sikeriil, a pordiffrakcié6 moddszeréhez fordulunk. A
pordiffrakciot elterjedten alkalmazzdk analitikai célokra,
fazis és cella meghatarozasra. Azonban kisebb vegyiiletek
vagy nagyobb szimmetridval biré molekuldk szerkezete
nagyfelbontast  mérésb6l mar meghatarozhatd. A
rontgendiffrakcios modszer elénye a kis anyagigény, 1-2 mg
anyagbol 1-2 ml olddszerrel mar lehet kristalyt noveszteni.

Az egykristaly rontgendiffrakcid alkalmas a molekula- €s
kristalyszerkezet megismerésére. Megtudjuk, milyen a
molekula kompozicidja, konstitucidja, konformacidja
¢s konfiguracidja. A kristalyszerkezetb6l megismerjiik,
hogyan épiil fel a kristaly molekulakbol vagy ionokbol,
hogyan illeszkednek a szimmetridk altal egymashoz rendelt
egységek ¢és milyen intermolekularis kdlcsonhatasok vannak
a molekuldk kozott. Mindezek célja, hogy kapcsolatot
taldljunk a szerkezet ¢és a kristaly fizikai és kémiai
tulajdonsagai kozott. Ennek megismerésével lehetové valik
megkivant fizikai-kémiai tulajdonsagu anyagok eldallitasa.

A krisztallografia jelentdségét mutatja a krisztallografiai
munkakért odaitélt Nobel-dijak (1. tablazat). Néhanyat
kiemelve:

Az elsé Nobel-dijat Wilhelm Conrad Roéntgen kapta 1901-
ben a rdla elnevezett sugarzas felfedezéséért. 1914-ben
kapta Max von Laue a kitlintetést az els6 diffrakcios kisérlet
elvégzéséért. Ra egy évre, 1915-ben William Henry és
William Lawrence Bragg, apa ¢és fia, kapta a Nobel-dijat az
elsé szerkezetek megoldasaért. 1962-ben Max F. Perutz és
John C. Kendrew munkdjat a globularis fehérjék kutatasaért
kémiai Nobel-dijjal jutalmaztak, mig Francis C. Crick,
James D. Watson €s Maurice Wilkins fiziologiai Nobel-dijat
kapott a DNS helikalis szerkezetének felismeréséért. 1964-
ben Dorothy C. Hodgkint bioldgiailag fontos molekulak
szerkezetmeghatdzozasaért jutalmaztak, mint pl. a B,
vitamin ¢s a penicillinek. 1985-ben Herbert Hauptman ¢és
Jerome Karle kapta a krisztallografiai fazisprobléma un.
direkt modszerrel torténd megoldasaért a kitiintetést. Itt
kell megemliteniink, hogy Oszlanyi Gabor és Siitd Andras
charge flipping moddszere, melyet 2005-ben publikaltak,
egyre szélesebb korben keriil felhasznalasra, nem utolso
sorban problémas szerkezetek meghatarozasara. 2009-ben
Venkatraman Ramakrishnan, Thomas A. Steitz és Ada E.
Yonath riboszéma kutatasait jutalmaztak. A tavalyi kémiai
Nobel-dijat Daniel Shechtman kapta a kvazikristalyok
felfedezéséért.
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1. Tablazat. A kriszallografidhoz k6tdd6 Nobel-dijak.

2012 Kémiai
2011 Kémiai
2010 Fizikai
2009 Kémiai
2006 Kémiai
2003 Kémiai
1997 Kémiai
1996 Kémiai
1994 Fizikai
1992 Fizikai

1991 Fizikai

1988 Kémiai
1985 Kémiai

1982 Kémiai

1976 Kémiai
1972 Kémiai
1964 Kémiai
1962 Orvosi

1962 Kémiai

1954 Kémiai

1946 Kémiai
1937 Fizikai
1936 Kémiai

1929 Fizikai
1917 Fizikai
1915 Fizikai
1914 Fizikai
1901 Fizikai

R. J. Lefkowitz és B. K. Kobilka
D. Shechtman

A. Geim és K. Novoselov

V. Ramakrishnan, T. A. Steitz és A. E. Yonath

R. D. Kornberg

R. MacKinnon

P. D. Boyer, J. E. Walker és J. C. Skou

R.Curl, H. Kroto és R. Smalley
C. Shull és N. Brockhouse
G. Charpak

P.-G. de Gennes

J. Deisenhofer, R. Huber és H. Michel

H. Hauptman és J. Karle

A. Klug

W. N. Lipscomb

C. B. Anfinsen

D. Hodgkin

F. Crick, J. Watson és M. Wilkins

J. C. Kendrew és M. Perutz
L. C. Pauling

J. B. Sumner
C. J. Davisson ¢s G. Thompson

P. J. W. Debye

L.-V. de Broglie

C. G. Barkla

W. H. Bragg ¢s W. L. Bragg
M. Von Laue

W. C. Rontgen

G-protein-kapcsolt receptorok felfedezéséért és miikodésiik leirasaért
Kvazikristalyok felfedezéséeért

A grafént felfedezd kisérletekért

Riboszomdk szerkezetének és szerepének tanulmdnyozasdért

Az eukariota sejtekben zajlo DNS-transzkripcio molekuldris alapjainak kutatdasaért
Kalium csatorndk felépitésének és miikodésének tanulmdnyozasaért

Az ATP-szintetdz enzimmel katalizalt ATP-szintézis vizsgdlataért

Fullerének felfedezéséért

A neutron diffrakcio felfedezéséért

A sokszdlas proporciondlis kamra kifejlesztéséért

A rendezettségi jelenségek tanulmdnyozdsaért, melyet dltaldanositva folyadékkristalyok és
polimerek tanulmanyozasdra is haszndlni lehet

A fotoszintetikus reakcio kozpont 3 dimenzios felépitésének meghatdrozasdért
A kristalyszerkezet meghatdrozashoz hasznadlt direkt modszerek kifejlesztéséért

A krisztallogrdfiai elektronmikroszkopia kifejlesztéséért és a biologiailag fontos
nukleinsavfehérje-komplexek szerkezetének kutatdasaért

A boranok szerkezetének kutatdsaért

A ribonukledzok terén végzett kutatdsaiért

Biokémiai anyagok szerkezetének krisztallogrdfiaval tortém vizsgalataért, pl. B, vitamin
DNS helikdlis szerkezetének felismeréséért

Globularis fehérjék kutatasaban elért eredményeikért

A kémiai kotés természetének kutatasaért, és a komplex vegyiiletek
szerkezetmeghatarozasban torténd felhasznaldsaért

A felfedezésért, hogy az enzimek kristdlyosithatok
Az elektronok kristdalyokon torténd diffrakcidjanak felfedezéséért

A molekulaszerkezet vizsgdlatdért a dipélusmomentum és gdazokban lejatszédo
rontgendiffrakcio és elektrondiffrakcio segitségével

Az elektron hullamtermészetének felfedezéséért

Az elemek karakterisztikus rontgensugarzdasdanak felfedezéséért

A kristalyszerkezet rontgensugarzassal torténd vizsgalataval kapcesolatos szolgdlataiért
A rontgensugadrzas kristalyokon torténd diffrakciojanak felfedezéséért

A rontgensugarzas felfedezéséért

A krisztallografia azonban sokkal

multra meg Braggék az elsd egyszeriibb kristalyszerkezeteket.

tekint vissza. 1669-ben ismerte fel Steno a lapszogek
allanddsaganak torvényét, mely szerint a kristalylapok ill.
a siknormalisok altal bezart sz6gek a kristaly habitusatol
fuggetleniil azonos hdfokon és nyomason allanddok. 1781-ben
publikalta Haiiy abbé morfoldgiai vizsgalatait, a kristalyok
mechanikai, hdétani, optikai, elektromos tulajdonsagairol.
Felismerte, hogy a kristalyok anizotrop hasadasa soran
keletkez6 parallelepipedonok meg6rzik a  kiindulasi
kristaly tulajdonsagait. 1895-ben fedezte fel Rontgen az
»X-sugarzast”. A rontgensugar abszopcion alapuld orvosi
felhasznalasa gyorsan, széles korben elterjedt. Az elsé
diffrakcios kisérlet 1912-ben egyidejlileg igazolta a sugarzas
elektromagneses hullamtermészetét, és az anyag atomi
racsszerkezetét (1. abra). Egy évre rd 1913-ban oldottak

Ok dolgoztak ki az un. Bragg egyenletet (nk = 2dsin),
mely a diffrakcid jelenségének zsenialis, de bizonyos
szempontbol  tulegyszerlsitett  leirdsa. A masodik
vilaghabori utan robbanasszerti fejlodés kovetkezett
be az egykristalydiffrakcid teriiletén az egyre gyorsabb
szamitdgépek ¢s az automatizalt diffraktométereknek
koszonhetden. A szerves kémiai krisztallografia sziiletését
1961-re, Kitajgorodszkij a témabdl kiadott konyvének?
megjelenésére dataljak. Az 1970-es években a szerkezetek
meghatarozasa - mérés és szamitasok - még honapokat,
éveket vett igénybe. Az 1980-as és az 1990-es években
még hetekig tartott a szerkezetmeghatarozas. Az 1990-
es évek végén a térdetektorok megjelenésével és a gyors
szamitogépek alkalmazasaval nehdny Orara, egy napra
csokkent ez az ido.
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1. Abra. Laue, Friedrich és Knipping éltal készitett elsé diffrakcios
felvétel rézgalic kristalyrol. A késziilék fényképe.

3. Rontgendiffrakcids szerkezet meghatirozas és
kiralitas

A nagy érzékenységli - szcintillacids, ccd és image plate -
detektorok megjelenésével bebizonyosodott, hogy a Friedel
torvény nem érvényes ¢s lehetdvé valt az oxigén vagy annal
nagyobb rendszamu elemek anomalis diszperziojanak
mérése, és ezaltal az abszolut konfiguracié meghatarozasa.

elvalasztasanak

Enantiomerek egyik modszere a

diasztereomer soképzéssel végzett reszolvalas, melyben
a racém vegyllettel rokon szerkezetli reszolvaloszert
alkalmaznak. Az N-formilfenilalanin (S)-1-feniletilaminnal
torténd reszolvalasa soran* a kiralis megkiilonboztetés a
diasztereomer asszociatumok kozotti stabilitas kiilonbségen
alapul (2. 4bra). Ez a masodlagos koélcsonhatasok eltérd
térbeli elrendezddésére vezethetd vissza.

gyorsabban kristalyosodik, és szép egykristaly novekszik.

Az elvalasztasi eljarasban kinetikus kontroll érvényesiil.
A diasztereomer agglomeratum az erds masodlagos
kolesonhatasoknak koszonhetéen gyorsan novekszik a
kétfogasu csavartengely irdnyaban (3. abra).
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3. Abra. Az (S)-(-)-1-feniletilammonium-(S)-(+)-N-formilfenil-alaninat
s6 kristalya (P2 2 2 ): a kétfogdst csavartengely iranya a.) a lap sikjaban
és b.) arra merdlegesen helyezkedik el.

Az oszlopon belil talalhatdé az er6és masodlagos
kotésrendszer, mig kifelé allnak a molekula apoldros
részei. Az (S,S) konfiguracid esetén az N-formilfenilalanin
kettskotésii oxigénje kifelé fordul az oszlop iranyabol, igy
lehet6ség nyilik az oszlopok kozott egy gyenge, de jelenléte
miatt Iényeges C-H...O tipust hidrogénkotés kialakitasara,
mely el6segiti a kristalynovekedést radialis iranyban. Az

(S,R) konfiguraciéo esetén az N-formilfenilalanin eltérd
térbeli elrendezddése miatt a kettdskotésii oxigén nem
fordul kifelé az oszlop irdnyabdl, masodlagos kolcsonhatas
kialakuldsanak nincs meg a feltétele, a hidroféb oszlopok
elrendezédése nehézkes, a kristalynovekedés radidlis
iranyban gatolt.

Az ibuprofén (2-(4-izobutilfenil)-propionsav) egy nem-
szteroid gyulladascsokkentd, fajdalom- ¢&s lazcesillapitd
hatasu szer. Kiralis és akiralis additivok hatasat vizsgaltak®
racém ibuprofén szétvalasztasara szuperkritikus extrakcioval.
A (+)-(R)-feniletilaminnal torténd reszolvalas soran mind a
(+)-(R)-feniletilamin-(-)-(R)-(2-(4-izobutilfenil)-propionat
és a  (+)-(R)-feniletilamin-(+)-(S)-(2-(4-izobutilfenil)-
propionat hasonld felépitésti kristalyt ad (P222). A
kation és az anion aranya 1:1, a kétfogasi csavartengely
mentén elhelyezkedd molekuldk oszlopokba rendezddnek,
melyekben a masodlagos kotderdk rendszere azonos, akar
az R, akar az S ibuprofén alkotja. Amennyiben a kiralis (+)-
(R)-feniletilamin helyett a szerkezetileg rokon, de akiralis
benzilamint alkalmazzuk, a keletkez6 racém termékben
(P-1) az ibuprofén ¢és a benzilamin sztochiometriai ardnya
2:1, egyarant a szuperkritikus extrakcidval torténd elvalasztas
eredményeként és az olddszerbdl ndvesztett egykristalyban
is. Az egykristaly rontgendiffrakcio moddszerével sikertilt
bizonyitani, hogy a nem vart sztochiometriai arany ugy
alakul ki, hogy a keletkezd sé oszlopahoz két oldalrdl még
egy-egy semleges ibuprofén kapcsolddik a kristalyracsban
(4. abra). Azaz egy ko-kristalyon beliil az ibuprofén
semleges és ionos formaja is megtalalhato.

4. Abra. A benzilamin-(2-(4-izobutilfenil)-propionat) és (2-(4-
izobutilfenil)-propionsavbdl allé kokristaly szerkezete. A semleges
ibuprofént vonalas rajz mutatja, az anionos format vilagossziirke
térkitoltés modell dbrazolja .

4. Rontgendiffrakcidés szerkezet meghatarozas és
polimorfia

A polimorfia jelensége ¢és a molekula konformaci6 szorosan
Osszefiiggnek. A kristalyban hato erék gyakran elegendden
nagyok, hogy flexibilis molekuldk intramolekularis torzios
szogeit befolyasoljak, amely kiemeli a masodlagos gyenge
kolesonhatasok szerepének fontossagat.

A cimetidint felvalto, annal 30-szor hatékonyabb famotidin
polimorfia vizsgalatai a szer kifejlesztésétdl napjainkig
tartanak. A famotidin egy hisztamin H,-receptor antagonista,
a gyomorsav termelést gatolja. 1981-ben hozta forgalomba
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a japan Yamanouchi gydgyszergyar. Generikumat 2001-
tol gyartja a Richter Gedeon NyRT. A japan kutatok csak
irtak le. Magyar kutatok par évvel késobb eldallitottak és
meghataroztak a cisz forma szerkezetét® (5. bra) Az, hogy
melyik forma kristalyosodik, fiigg tobbek kozott a kiindulasi
koncentraciotdl, az oldoszertl, a hiitési sebességtol, a
nukleacios hdmérséklettol és a beoltastol”. A ‘B’ formaban
taldlhato, alacsonyabb olvaddspontd, hajti alaka cisz

e

e

stabilabb®. Az A’ formaban 1évé molekula nagyobb belsd
energiaju osszehasonlitva az izolalt monomer alacsonyabb
belsd energidjaval, bar konformacidjuk hasonld. A nagyobb
belsé energiat kompenzaljak a kedvezobb elektrosztatikus
és polarizacios kolcsonhatasi energidk, a nagyobb
intermolekularis kélcsonhatasi energia.

5. Abra. A famotidin monotrop polimorfidja. A famotidin két konformere:
*A’ transz és °B’ cisz forma.

Szerkezeti szempontbol érdekes esetek az eltlind polimorfok,
amikor a stabilabb forma megjelenése utan a kevésbé stabil
modosulat tobbet nem allithatd eld. Ez azért zavard, mert
elveszitjiik a kontrollt a megfeleld forma eléallitasanak
folyamata felett, sokkal kifinomultabb technikakat kell
alkalmazni a megkivant polimorf eldallitasara.

Az 1,2,3,5-tetra-O-acetil-f-D-ribofuranéz molekula
esete klasszikus példaja az eltind polimorfoknak. 1947-
ben allitottak eld eldszor. A rakovetkezd években harom
kontinensen, Eurdpaban, Amerikaban ¢s Ausztralidban
szamoltak be arrdl, hogy ahol feltiint a stabilabb mdodosulat,
ott atalakult az instabil modosulat a stabilabba, és tobbet
nem tudtdk az instabilis format eldallitani (6. abra).
Magyarorszagon sikeriilt 1981-ben az instabilis modosulatot
ujra eléallitani®. A szobahdmérsékletii rontgendiftrakcios
mérés soran tiint fel, hogy révid, taszitdé intermolekularis
kolcsonhatas valdszintisithetd a szerkezetben. Ezért elébb
alacsony hémérsékletii (110K) rontgendiffrakcidos mérést,
majd 25 K-en neutrondiffrakcios mérést végeztiink a pontos
hidrogén atomi poziciok meghatarozasara'®. A hiités soran
fazisatalakulds nem kovetkezett be. Az instabilis forméaban
r6vid, 1,949(7) A-6s hidrogén-hidrogén intermolekuléris
tavolsagot talaltunk a gytlirti hidrogének kozott (6. abra), mely
a stabilis formaban nincs jelen. Ez a szerves kristalyokban
valaha talalt legrovidebb intermolekularis tavolsag mind a
mai napig. A szamolt intramolekuléris potencialis energia
alapjan az instabilis kristalymddosulatban megtalalhato
stabilabb geometridjii molekula a kisebb molekula térfogati,
mely egy nagyobb siirliségli kristalyracsban szorosabban
illeszkedve kristalyosodik. Ennek ellenére mégis ez lesz
az instabilis moddosulat, a kristalyban jelenlévd taszitd
intermolekularis hidrogén-hidrogén kélcsonhatas miatt.

A B-laktam gyliri szamos antibiotikum csalad kodzponti
magjanak része (pl. penicillin), a baktériumok sejtfal

6. Abra. Konformacio, intermolekularis tavolsagok és kolesonhatasok,
polimorfia: az 1,2,3,5-tetra-O-acetil-f-D-ribofuranéz mdodosulatai. A
két modosulat konformacioja. a.) A: instabil (vilagos sziirke) monoklin,
P2 ; B: stabil (sotét sziirke) rombos, P22 2,.b.) A taszité H...H
intermolekularis kélcsonhatas az instabil formaban.

bioszintézisének gatlasaval hatnak. A fransz-13-azabiciklo
[10.2.0]tetradekan-14-on két polimorfja ismert'' (7. abra).
Mindkét forma ugyanabban a tércsoportban kristalyosodik,
és cella paramétereik nagyon hasonléak. Ennek ellenére
nem izostrukturalisak, a két formaban a hidrogénkotések
iranya a homokiralis lancokban eltér6. Ennck oka, hogy
a molekula egy nem-krisztallografiai kétfogast tengely
kortl elfordul: a makrociklus konformacidja kdzel azonos
marad, azonban a nitrogén ¢s az oxigén kvazi helyet cserél
a B-laktam gytrt atfordulasaval, a masodlagos kotések
elrendezddése a kétfogasu csavartengelyhez képest atalakul.
A metanolbdl kristalyositott I-es formaban az N-C=0...N’
intermolekularis torziés szog antiperiplanaris, mig az
acetonbol kristalyosodott II formaban sziinperiplanaris.
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7. Abra. A transz-13-azabiciklo[10.2.0]tetradekan-14-on két polimorfja:
az | forma, a II forma és a kétfajta kristalybeli elrendezddés sematikus
abrazolasa. A hidrogénkétések iranyat nyil mutatja.

Dipolus indukalta polimorfidra példa a transz-2-
hidroxicikloheptankarboxilsav esete!>. A két formaban
(8. abra) a kristalyszimmetriak egyformak, azzal a
kiilonbséggel az elrendezddésiikben, hogy a b és ¢ tengely
megceserélodik  (Pra2, és Pn2a). A cellaparaméterek

8. Abra. A rransz-2-hidroxicikloheptankarboxilsav két polimorfja: az
I forma, a II forma ¢és a heterokiralis rétegek lehetséges illeszkedési
mintazatainak sematikus abrazolasa.

a mérési hiban beliil azonosak. A kiilonbség a szerkezetek
kozott a molekularis rétegek elrendezddésében van.
Mindkét forméaban az abran feliil bemutatott rétegben az
O-H...O kotés iranya jobbrdl balra halad. Ehhez képest
a kovetkezd réteg paralell elrendezédésii a dibutil-éter
és n-hexan keverékbdl kristalyositott I forma gyengébb
mindségli  egykristalya esetén, melynek szerkezetét
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nehezebb volt megoldani, és kevésbé finomodott. A butan-
2-on ¢s n-hexdn keverékbol kristalyosodott I formaban az
elsot kovetd kovetkezd réteg antiparallel elrendezédést. A
dipolusok kozvetlentll kioltédnak, a kristaly jo mindségl,
jol finomodik. Az I forma kristalyara is teljesiil a dipolus
momentumok egyenstlya a teljes racs szintjén. Parallel
elrendez6désti domének valtogatjadk egymast, a domének
hataran a II formanak megfeleld antiparallel elrendezddés
alakul ki.

Minden szerkezet meghatarozas célja, hogy kapcsolatot
talaljunk a szerkezet és a fizikai-kémiai tulajdonsagok
kozott. Erre jo példa a 4-(1-hidroxi-1,2-difeniletil)piridin
sosavas sdjanak szublimacioja!’. A fiithet6 targyasztala
mikroszkdpon a sé szublimal, a szublimatum egykristaly
formajaban az anyakristaly bizonyos lapjain valik ki (9.
abra). A kiindulasi és a szublimacioval nyert egykristalyokat
megvizsgalva megallapithato volt, hogy a hidroklorid s6 a hd
hatasara elbomlik, tiszta 4-(1-hidroxi-1,2-difeniletil)piridin
keletkezik. A s6 ¢és a szerves molekula egykristalya
parcialisan izostrukturalis. A szublimatum az anyakristaly
azon lapjaira valik ki, ahol ez a részleges izostrukturalitas
megvaldsul, a kristalyokban a piridinszarmazék szerkezete
a leginkabb hasonlo.

9. Abra. A 4-(1-hidroxi-1,2-difeniletil)piridin HCI s6janak szublimacioja.
A szublimatum, mely csak a szerves vegyiiletet tartalmazza, az
anyakristaly azon lapjaira valik ki, melyekkel parcialis izostrukturalitast
mutat.

5. Rontgendiffrakcids szerkezet meghatarozas és
kristaly morfolégia

A megkivant  gydégyszerhatébanyag  birtokdban a
rontgendiffrakcid a formulalashoz is nyujthat segitséget
a megfeleld morfoldgiaju kristaly eloallitdsara. A
krisztallografia I. alaptorvénye a lapszogek allandosaganak
torvénye (1669 Steno). Prof Alessia Bacchi és
kutatocsoportja'* egy Ru komplex peldajan mutatja be
(10. ébra), hogy miként valtozik egy kristaly habitusa

CH.NO, CH,Cl, CH.CN  CH,Cl,/H,0

s . - .

10. Abra. Egy Ru komplex vegyiilet kristalyai'¥, melyek szerkezete
azonos, megjelenésiik kiilonb6zo a kristalyosito oldoszer fiiggvényében.

annak  fiiggvényében, hogy milyen olddszerbol
kristalyositottak. A sematikus abra vilagos sziirke kristalya
azt a kristalyformat abrazolja, amely akkor keletkezne, ha
a kristaly egyes lapjainak novekedési sebessége azonos
lenne. A benniik feltiintetett sotétszirke kristaly az
egyes oldoszerekbol novekvo kristaly alakjat jelzi, mely
megfelel a felettiik lefényképezett kristalyok formajanak. A
kiilonb6z6 olddszerek kiilonb6zd mértékben befolyasoltak
az egyes lapok novekedési sebességét. A fényképeken
lathaté kristalyok mind kémiai, mind kristalyszerkezet
szempontjabol azonosak, bar megjelenésiik kiillonb6z6.

6. Rontgendiffrakcios szerkezet meghatarozas és az
adatbankok

A rontgendiffrakcid szaz éve alatt meghatarozott
szerkezeteket adatbankokban gytijtotték Ossze, az anyagi
mindség szerint csoportositva. A fémek és otvozetek a
CRYSTMET®  adatbankban  (www.tothcanada.com),
a szervetlen szerkezeteket a Kkarlsruhei Szervetlen
Szerkezeti Adatbankban (www.fiz-informationsdienste.de/
en/DB/icsd/), a szerves ¢és fémorganikus vegyiiletek,
komplexek a Cambridge-i Krisztallografiai Adatbazisban
(CSD) (www.ccde.cam.ac.uk), a 24 egységnél nagyobb
polipeptideket és poliszacharinok tartalmazo vegyiiletek
a Protein Adatbankban (PDB) (www.rcsb.org/pdb/) az
oligonukleotidok a Nukleinsav Adatbankban (NADB)
(ndbserver.rutgers.edu/)  talalhatok. = A Cambridge-i
Krisztallografiai Adatbazis's tartalmaz minden legalabb egy
szénatomot tartalmazo szerves és fémorganikus vegytiletet,
melynek szerkezetét rontgen vagy neutron diffrakcidval,
egykristaly vagy pordiffrakcioval hataroztdk meg. Az
adatbank ma mar tobb mint félmilli6 szerkezetet tartalmaz.
A Cambridge-i Szerkezeti Adatbazis leggyakoribb
felhasznalasi tertiletei:

¢ FObb molekularis dimenzidok, fém koordinacids szféra
geometridjanak meghatarozasa.

* Modell koordinatak szolgaltatasa szerkezet validalashoz,
szerkezet finomitasban hasznalt megkotésekhez nyujt
adatokat.

¢ Konformacids analizis és haromdimenzids farmakofor
elrendez6dések meghatarozasa.

e Hidrogén kotések és mas nem-kotd kolesonhatasok
elé6fordulasanak, geometridjanak vizsgalata.

» Szerkezeti korrelacid és reakciout analizis.

o Kiristaly épitészet (crystal engineering) és kristalyszerkezet
joslas.

* Molekula modellezés és racionalis gydgyszerhatéanyag

tervezés, protein-ligandum kolecsonhatasok tanulma-
nyozasa.
7. Osszefoglalas

A kutatasi iranyok sulypontjai a rontgendiffrakcié 100
éve alatt valtoztak. Az els6 hosi idokben az egyszerii
sok és asvanyok szerkezetének felderitése zajlott. A XX.
szdzad hatvanas évei a kovalens molekuldk szerkezeti
megismerésének iddszaka. A kismolekulas szerkezetkutatas
egyik legfontosabb teriilete manapsag az intermolekularis
kolcsonhatasok megismerése. Jean-Marie Lehn mondta ki,
aki szupramolekularis kémiai kutatasaiért 1988-ban kapott
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Nobel-dijat, hogy az anyag tulajdonsaga egyrészt fiigg
az alkotdelemek természetétdl, masrészt a kozottik 1évo
kolcsonhatasoktol. fgy a masodlagos kolesonhatasoknak
szereplik van a gyodgyszerkémia teriiletén a molekularis
felismerési folyamatokban és a biologiai makromolekulak
aktivitasaban. Lathattuk, hogy minden bemutatott példa
szerkezetben mennyire meghatdrozé szerepe volt az
intermolekularis kdlcsonhatasoknak.

Osszefoglalva a  rontgendiffrakcid szerepét a
gyogyszerkutatasban a bemutatott eseteken lathato,
hogy a molekula- és kristalyszerkezet ismerete milyen
sokrétli informdacidval jarul hozzd az uj gyodgyszerek
kifejlesztéséhez,  gyartasahoz. A rontgendiffrakcid
madszerével informaciot kaphatunk az anyag Gsszetételérol,
konformaciojardl, kiralitasardl, izostrukturalitasarol vagy
polimorfidjarol, a masodlagos kolesonhatasok rendszerérol,
az anyag szerkezete ¢és fizikai-kémiai tulajdonsdgainak
kapcsolatardl, a kristaly morfolégidjarol, s mindezek az
ismeretek Osszegylijtve teszik lehetové a tudatos kristaly
tervezést (crystal engineering), s az egyre megbizhatobba
vald kristalyszerkezet ,,joslast”. A rontgendiffrakcié széles
korben alkalmazhatd, mint a gyogyszerkutatas miiszeres
moddszere, de meghataroz6 moddszer a mineraldgiaban,

metallografiaban,  kémiaban, szilardtest  fizikaban,
molekularis  biolégidban, anyagtudomanyokban  stb.
egyarant.

»Egy eredeti kreativ vivmany szinte sohasem hirtelen
megvilagosodas eredménye, nincs fejinkben kigyulladd
villanykorte, hanem hosszu évek kemény munkajanak
gyiimélcse.”® Laue, Friedrich és Knipping el6tt sokan
sokféle anyagot kitettek rontgen sugarzasnak, de mindenki
figyelme a direkt sugarzas abszorpcidjara korlatozodott.
A kristaly racsszerkezete elméletének ismerete hozta az
elképzelést, hogy megvizsgaljak a direkt sugar kornyezetét,
a gyenge diffraktalt sugarzast. Ez a kiilonbség a tudas
vezérelt kutatas és a véletlen felfedezés kozott'”.

A szerzdk a cikket a legiddsebb €16 magyar krisztallografus-
nak dedikaljak. Sasvari Kalman (1912- ) sziiletése alig két

The 100 years old X-ray diffraction in the pharmaceutical
sciences

Experiencing classical crystallography for hundreds of years, the
birth of modern crystallography took place 100 years ago, when
Max von Laue, Walter Friedrich and Paul Knipping carried out the
experiment that showed that X-rays were diffracted by crystals.
Knowledge of the structure of matter at atomic resolution has
revolutionary consequences for all branches of natural sciences:
physics, chemistry, biology, earth sciences and material science'.
In order to understand the physical-chemical properties, the
macroscopic characteristics of matter we must know its structure.
100 years after the Laue experience crystallography is still at

honappal elozte meg az elsd rontgendiffrakcids kisérlet
elvégzését. Egyuttal tisztelettel emlékeziink Simon Kalmanra
(1946-2012), aki a Chinoin Zrt gyarban megteremtette a
rontgendiffrakcids szerkezetkutatast.

Koszonetnyilvanitas

A szerzOk koszonetiiket fejezik ki az OTKA (100801)
tdmogatasaért.
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the cutting edge of science’. Declared by the United Nations
2014 will officially be the International Year of Crystallography
,1YCr2014”.

After a reminiscence of the centenary of the discovery of X-ray
diffraction the paper presents applications of X-ray diffraction in
the pharmaceutical sciences primarily on the role of chirality and
the appearance of polymorphy. It includes structure - property
relationship, whole and partial isostructurality, intermolecular
interactions, cocrystal formation, crystal engineering and the affect
of crystal habit in the knowledge of the structure.
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Az NMR spektroszkopia szerepe és alkalmazasi lehetdségei a
modern gyogyszeriparban

Ifj. SZANTAY Csaba,* SZAKACS Zoltan, BENI Zoltan és DUBROVAY Zséfia
Richter Gedeon Nyrt, Szerkezetkutatdsi osztdly, Gyomréi ut 19-21,1103 Budapest, Magyarorszdg

1. Bevezetés

Tapasztalatunk szerint a kémiai tarsadalom tilnyomo része az
oldatfazisa NMR spektroszkopia gyogyszeripari szerepét ma
is leginkabb a kismolekulas szintézistdmogatd analitikaval
azonositja. Kétségtelen tény, hogy az NMR spektroszkopia
eme klasszikusnak mondhaté kémiai alkalmazasa,
azaz a szintetikus gyogyszerkémikusok altal eldallitott
intermedierek ¢s végtermékek szerkezetvizsgalata jelenleg
is a gyogyszeripari NMR spektroszkopiai szolgaltatas
legjelentdsebb részét képezi vilagszerte. Ugyanakkor az
ilyen tipust szerkezetvizsgalatok modszertanaban olyan
0j lehet6ségek nyiltak meg az utdbbi idékben, amik
altalaban kevéssé koztudottak. Ezen tGlmenden pedig
szamos egyéb olyan, a gydgyszeripari kutatas-fejlesztést
¢s mindségbiztositast hatékonyan é&s innovativ. modon
tamogatdé NMR alkalmazas is elotérbe keriilt, amelynek
gyakorlati jelentosége, felhasznalhatosaganak lehetdségei
és korlatai szintén kevéssé ismertek, illetve sokszor téves,
vagy tulzottan optimista elképzelések alakultak ki veliik
kapcsolatban. Valojaban ez utobbi alkalmazasok kore,
valamint a mogottik rejlé modszertani arzendl annyira tag,
hogy ezen rovid keretek kozott még felsorolasszertien sincs
mdd teljességiikben attekinteni Oket. A jelen dolgozatban
ezért els6sorban arra vallalkozunk, hogy réviden vézoljuk,
illetve néhany gyakorlati példa megemlitésével illusztraljuk
a kismolekulds NMR-es szerkezetvizsgalatok modern
miszerezettség mellett megnyild lehetéségeit azoknak a
szervezési elveknek &s tapasztalatoknak az alapjan, amelyek
a Richter Gedeon Nyrt. Szerkezetkutatasi osztalyanak
munkajahoz kotheték. Masodsorban, az NMR innovativ
gyogyszeripari  alkalmazasai koziil nagyon roviden
kitériink a ligandum-receptor kotddésvizsgalatok legujabb
lehetdségeire ¢és korlataira, valamint a kapcsolt technikak
(elsésorban ~ LC-NMR)  alkalmazhatésaganak  jelen
helyzetére.

Targyalasunk a kovetkezd két vezérfonalra éptil. 1) Abban
a privilegizalt, de egyuttal fokozott feleldsséggel is jard
helyzetben vagyunk, hogy a Richter Szerkezetkutatasi
osztalya a régid legmagasabb szintli kiépitettséggel
rendelkezd NMR miiszerparkjaval rendelkezik, tovabba
az osztaly munkaja sajatos modon illeszkedik a vallalati
szervezeti strukturdba, ami a tipikustél sokban eltérd
jellegli szerkezetvizsgalati szolgaltatasban testesiil meg.
Ugy véljiik, hogy mindez olyan tapasztalatokat nyujtott
¢s olyan szemléletet érlelt ki, amit ha teljességében nem
is, de néhany vonatkozdsaban érdemes kozkincesé tenni.
2) Altalanos tapasztalatunk, hogy miutan a tudomanyos-
miiszaki irodalom elsddlegesen valamely NMR alkalmazasi
tertilet sikeres eseteit publikalja, ezzel akarva-akaratlanul
pozitiv mddon szliri a ,,valésdgot”. Ebbdl adéddan az a

* Foszerzo. Tel.: 4314952; fax: 4326003; e-mail: cs.szantay(@richter.hu

kép, amit egy (foleg még kiforratlan) alkalmazasi teriilet
lehetdségeirdl pusztan az irodalom olvasasaval, vagy
anekdotikus informdaciéra alapozva alkothatunk, gyakran
nem megfeleléen életszeri, ami irredlis elvarasokat, sot
helytelen beruhazasi, illetve munkamddszertani dontéseket
is eredményezhet.

A kovetkezokben a fenti vezérldé gondolatok mentén, a
gyakorlati életszeriség optikajan keresztiil igyeksziink
egy kozel sem teljes képet nyujtani a modern NMR
spektroszkopia gydgyszeripari alkalmazasi lehetdségeir6l
a kismolekulas szerkezetvizsgalatok tekintetében. Ennek
megfelelden tehat nem targyaljuk példaul a gydgyszeripari
célu  biomolekularis  alkalmazasok  (biomolekuldk
szimilaritasanak, kismolekulas szennyezgéseinek,
térszerkezetének vizsgalata, metabonomika, stb.) igen
jelentds lehetdségeit, annak ellenére, hogy ezen vizsgalatok
egy része az utobbi néhany évben osztalyunkon napi
gyakorlatta valtak. Ez a teriilet onmagaban is olyan tag és
izgalmas, hogy egyrészt méltd targyalasa a jelen dolgozat
kereteibe nem férne bele, masrészt a mi gydgyszeripari
kornyezetiinkben a biomolekuldk szerkezetvizsgalatanak
problémakore legfoképpen az Gn. bioszimilaritasok (azaz
egy originator altal gyartott fehérjéhez minél hasonlobb
szerkezetli sajat gyartasi termék) szerkezet-analitikajanak
vonatkozasdban meriil fel, az ezzel kapcsolatos know-
how elemek t6bbsége pedig jelenleg vallalati titkot képez.
Ugyanakkor a hazai biomolekulds NMR vizsgalatok
miivelésének néhany érdekes vondsaba nyujt betekintést
a Debreceni Egyetem!? és az ELTE kutatoinak® a jelen
folydiratban nemrég megjelent kozleményei.

2. A Richter Gedeon Nyrt. Szerkezetkutatasi
osztalyanak bemutatasa

A gydgyszeripari analitikdra nehezedd kihivasok (ebbe
beleértve a szerkezetvizsgalatokat is) folyamatosan
novekednek mind technikai, mind pedig adminisztrativ
értelemben. Ez tobbek kozott abban jelentkezik, hogy
egyre rovidebb ido alatt egyre kisebb anyagmennyiségekbdl
egyre biztosabban kell GLP (good laboratory practice)
koriilmények kozott szerkezeteket meghatarozni és ezt
magas szinten dokumentalni. Mindez egyre ndvekvo
igényeket tamaszt a probléma megoldasdban érintett
kutatok egyiittmiikodésének és személyes feleldsségének
tekintetében is. Kiilonb6z6 gydgyszeripari cégek kiilonb6zo
szintli tudatossaggal, illetve mas-mas filozofiaval, ebbdl
adoddan pedig mas-mas technikai és szervezeti apparatus
kiépitésével kozelitik meg ezt a problémat.
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A Szerkezetkutatasi osztaly tevékenysége hangsulyosan
a ,high-end” tomeg- és NMR spektroszkopiara, kisebb
részben az IR spektroszkopidra, valamint az ezeket
funkcionalisan kiegészitd kapcsolt elvalasztasi technikdkra
és egyeéb szoftveres és hardveres tamogatasra épil. Az
osztaly kis szerves molekuldk, illetve biomolekulak
szerkezetvizsgalatat célzd  stratégiai nagymiiszereket
foglal egyetlen szakmai és szervezeti egységbe. Az a
szerkezetkutatdsi szolgaltatds, amit az osztdly nyudjt a
Richter szamara 6t olyan, egymassal szoros dsszefiiggésben
levo jellemzore épiil, amelyek egyikének sem magatol
értet6do a megléte, ugyanakkor egyedileg is, de legfoképpen
Osszességiikben, ezek a jellemzdk (szerintiink) egyediilalld
mindségli és hatékonysagl szerkezetanalitikai tdmogatast
biztositanak. Az alabbiakban ezeket a jellemzoket vesszik
réviden sorra.

2.1. Centralizalt szerkezetkutatasi szolgaltatas

A Richter a kiemelt képességii NMR és MS spektrométereit
a cég egészét kiszolgald kdzpontositott formaban tizemelteti,
ilymodon a cég egésze szamara eclérhetd egy ,,state-of-
the-art” spektrométerekre, ezek egymast komplementer
moddon kiegésziteni tudo jellegére, valamint cég-specifikus
human know-how-ra éptild szerkezetfelderitési potencial.
Mint azt a bevezetdben emlitettiik, a gyogyszeriparon kiviil
altalaban kevéssé ismert, hogy az oldatfazist kismolekulas
NMR szerkezetfelderités valojaban mennyi mindenre
terjed ki a tradicionalis szintézistamogatd szerepén tul.
Hogy a legfontosabb ilyen egyéb alkalmazasokat emlitsiik:
a) egy gyogyszerjelolt molekula fobb metabolitjainak
szerkezetmeghatarozasa azzal a céllal, hogy ezek biologiai
hatasa tesztelhetd legyen, és/vagy hogy ismeretiikben a
gyogyszerjelolt metabolikus stabilitdsa novelhetd legyen;
b) a méretnovelések soran eléalldo nyomszennyezok
meghatarozasa azzal a céllal, hogy a technoldgiai
koriilményeket a lehetd legnagyobb tisztasagi hatoanyag
eloallitasa érdekében lehessen optimalni (quality by
design); c) a hatéanyag stabilitasi tesztek soran keletkezd
bomlastermékek szerkezetének meghatarozdsa részint
hatosagi elvarasként, részint pedig azért, hogy ezek
ismeretében megfelelden hossza lejarati iddt biztosito
kiszerelési format lehessen fejleszteni; d) hatdanyag gyartasi
nyomszennyezok szerkezetmeghatdrozasa szintén hatosagi
kovetelményként, valamint azért, mert a nyomszennyezoi
profil egy adott gyartasi technologiat egyedi modon,
ujjlenyomatszertien jellemez, ezért ennek ismerete pl. a
gyogyszeripariversenyhelyzetbdl adddd szabadalombitorlasi
perekben kulcskérdés lehet; ¢) a nagyon szigort analitikai
ellenérzések soran a specifikacidkon esetleg kiviil esd
gyartdsi hatéanyagsarzsokkal oOsszefiiggésben gyakran
felmertiil, hogy a probléma lehetséges okat szerkezetkutatasi
oldalrdl is vizsgdlni kell, f) hasonl6 szerkezetvizsgélati
kérdések meriilnek fel készitményanalitikai szinten, amikor
is a gyogyszerformula fejlesztése soran megjelend 1)
nyomszennyezoket és degradansokat kell azonositani, ami
a hordozoanyagok jelenléte miatt kiilondsen nagy kihivast
jelenthet; g) mindségellenérzési céllal a hatdsagok vagy
mas tzleti partnerek felé dokumentalt szerkezetvizsgalati
eredmények, amelyeknek egyik legfobb célja, hogy szakmai
tartalmukban és megjelenitési formajukban is kétséget
kizar6 mddon tiukrézzék az adott termék mindségét;
h) vasarolt hatdanyagok, intermedierek, segédanyagok

analitikdja  kapcsan  felmeriild  szerkezetvizsgalatok,
amelyek célja, hogy ellendrizziik a beszallitonak a
szerkezetre vonatkozd analitikai allitasait (nem ritka,
hogy a mienkénél kevésbé fejlett NMR miiszerezettséget
és tudast birtoklo cégek helytelen szerkezettel, illetve
szerkezeti interpretacioval adnak el ilyen termékeket,
amikor is a reklamaciot csak egyértelmien meggy6zo,
sajat szerkezeti analitikdval tudjuk érvényre juttatni); i)
szabadalmi beadvanyok és iparjogvédelmi perek kapcsan
felmeriil6 szerkezetvizsgalatok — utobbi esetekben tobbnyire
az eljarasra jellemz6 intermedierek és/vagy szennyezok
szerkezetét kell igazolni, olyan miiszerezettség és szakmai
érvek felvonultatdsdval, ami a birésag szamara nem hagy
kétséget (egy ilyen per elvesztése a cég szamara nemcsak
kozvetlen anyagi veszteségként jelentkezhet, hanem miutan
a gyogyszerek bizalmi termékek, az ezzel jard erkolcesi
veszteség is rendkiviil karos lehet, nem is beszélve az
érintett szakemberek feleldsségérdl; j) 1j, természetes
eredetli vegyiiletek szerkezetének azonositasa, k) végiil,
de nem utolsésorban, meg kell emliteni a bioanalitikai
szerkezetvizsgalatokat (amelyekre a fentebb emlitett
okokbol itt bévebben nem tériink ki).

Annak, hogy a fentebb vazolt feladatokat egy centralizalt
nagymiiszeres szolgaltatds formajaban valositjuk meg,
szamos elonye van. Egy molekula vagy molekulacsalad,
annak teljes gyogyszergyari életciklusa sordn szdmos
szervezeti egységet ,,megjar’ és — amint azt a fentiek
is érzékeltették — ekozben szamos kiillonb6zd tipusu
szerkezetvizsgalati problémat vethet fel. A kozpontositott
szerkezetkutatds azt biztositja, hogy ilymddon egy helyen
csapadik le és tarolodik mindaz az NMR spektroszkopiai
ismeretanyag, ami az adott molekulacsaladhoz kapcsolodik.
Ez lehetdséget ad példaul arra, hogy alapos ismereteket
(célszertien gyakran a szerkezet meghatarozasdhoz
minimalisan sziikségesnél mélyebb ismereteket) szerezztink
egy molekulardl még korai, szintetikus fazisaban, amikor az
viszonylag nagy mennyiségben ¢s tisztan all rendelkezésre.
Késébb ugyanezen az osztalyon és tobbnyire ugyanannal
az NMR szakembernél jelennek meg az adott molekulaval
kapcsolatosan felmeriilé6 metabolit- vagy nyomszennyezo-
azonositasi problémak. Ebben a fazisban, 1évén hogy
tobbnyire mar joval kisebb, sokszor az NMR érzékenység
hatarait surolé anyagmennyiségekkel kell elboldogulni
és altalaban tobbkomponensti mintdkkal kell dolgozni,
Iényegesen nehezebb, vagy éppenséggel lehetetlen azokat
a spektralis informacidkat megmérni, amik a szerkezet
egyértelmii megfejtéséhez idedlis esetben sziikségesek
lennének. Ilyenkor a sikeres szerkezetmegfejtés érdekében
gyakran kulcskérdés, hogy a korabban megszerzett
ismeretek referenciaadatként rendelkezésre alljanak. A
praxisunk soran rengeteg olyan esettel talalkoztunk, ahol egy
ismeretlen nyomszennyezo sikeres szerkezetmeghatarozasa
dontden azon mult, hogy a sziikséges NMR spektroszkopiai
hattéradatok osztalyunkon rendelkezésre alltak.

2.2. , Foallasu” spektroszképusok

Erdekes dolog belegondolni az NMR (és a mellette
komplementer informacidt nyujté MS) spektroszkopia
szerkezeti kémiai célu ,mivelésének” évtizedekre
visszany(lo  torténetébe.* Az  oldatfazisi = NMR
spektroszkopia kismolekulds szerves kémiai alkalmazasa
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vilagszerte az 1970-es évektdl kezdett robbandsszeriien
terjedni. A ,,spektrumfejtés” tudomanya ekkoriban még
fejlodésének kezdeti stadiumaban volt, tehat azok az
ismeretek, szabalyszertiségek, amik a szerkezetmeghatarozas
mesterségbeli know-how elemeit képezik, ekkortajt kertiltek
felfedezésre. Ezidében tobbnyire a vallalkozd szellemi
vegyészek még maguk probaltdk megtanulni a spektrum-
interpretacié fogasait, hiszen ez eleinte nem tiint nagyobb
kihivasnak, mint pl. az ugyancsak altaluk muvelt és mar
megszokott IR spektrumértékelés. Az NMR spektroszkopia
rohamos modszertani  fejlédése, a  spektrométerek
komplexitasanak novekedése és a méréstechnikai know-
how egyre sokrétlibbé valasa azonban hamarosan ,.egész
embereket” kovetelt meg erre a célra. Igy Iéptek szinre azok a
vegyészi munkat timogato kismolekulas szerkezetanalizisre
szakosodott NMR spektroszkopusok, akik hatalmas NMR
spektroszkdpiai ismeretanyag és tapasztalat hordozoiva
valtak.

Korilbelul az 1990-es évektdl jelent meg a spektrométerek
felhasznalobarat tizemmodban vald miikodtethetéségének
tendencidja, azaz a késziilékek (bizonyos alkalmazasi
korlatok ko6zott) nem NMR szakemberek altal is konnyen
hasznalhatokka valtak. Emellett a legalapvetobb két-
dimenzios (2D) NMR modszerek is rutin jelleggel
megvaldsithatova valtak a legtobb spektrométeren.’ Ezek
a tendencidk inditottak el az ,,6nkiszolgdld” (open-access)
NMR spektrométerek korszakat, abbdl a meggondolasbol
kiindulva, hogy a ,fool-proof” mérési beallitasokkal
elkészithetd modern 2D technikdk birtokdban a vegyészek
kevesebb |, klasszikus” NMR ismeret Dbirtokaban is
hatékonyan tudjak monitorozni szintéziseiket. Ezzel
parhuzamosan az NMR spektroszkdpusok egyre inkabb a
biomolekularis szerkezeti problémakra kezdtek koncentralni,
igy a kismolekulés vizsgalatok sok intézményben szamottevo
mértékben visszakertiltek a szintetikus vegyészek sajat
hataskorébe. Bar ez a tendencia az egyik oldalon hasznosnak
bizonyult, elsésorban bizonyos vegyiiletcsaladok rutin
jellegli vizsgalatanal, a masik oldalon komoly veszélyei is
vannak. Egyrészt szamos esetben a ,,rutin” 2D spektrumok
nem elégségesek a szerkezetek helyes megfejtéséhez, illetve
az NMR spektroszkopiailag nem igazan ,,vajtszemii”, s a
vart szerkezet irant gyakran elfogult vegyész konnyen téves
szerkezetre jut (amire sok példa talalhaté az irodalomban
is). Masrészt félové valt, hogy a kismolekuldas NMR
szakteriilet sziikiilésével kikopnak a szakmabol azok az ¢16
szakismeretek, amelyek a 70-es 80-as években kiépiiltek, és
amelyekre gyakran oridsi sziikség van (és mindig is lesz)
az igazan megbizhatd ¢és gyors szerkezatazonositashoz.
Felismervén ezt a problémat és ellenstilyozandd az elébb
emlitett trendeket, a nemzetkdozi NMR szakma 1999-ben
elinditott egy a mai napig évente nagy sikerrel megrendezett
konferencia sorozatot SMASH, azaz: ,,small molecules are
still hot” néven, ami a kismolekuldas NMR spektroszkopiai
vilag aktivitasat és presztizsét hivatott fenntartani.

Mindezt azért volt fontos hangsulyozni, hogy értsiik, a
fenti tendencidk fényében nem magatdl értetddd, hogy
egy gyogyszeripari intézmény szervezeti, stratégiai,
munkakori, valamint funkcionalis értelemben hogyan
viszonyuljon a féallasu kismolekulas NMR (vagy MS)
spektroszkopusi  szakma  statuszahoz. Tapasztalataink
alapjan azonban teljes egyértelmiiséggel kijelenthetjiik,

hogy egy a mindség, a hatékonysag és a versenyképesség
novelése irant elkotelezett cég, mint amilyen a Richter is,
akkor jar el helyesen, ha ez a specializalt miiszeres, mérés-
modszertani €s spektruminterpretacios szaktudas mindenkor
megfeleld er6vel a rendelkezésére all. Erdemes ennek
okaira néhany olyan tényezon keresztiil felhivni a figyelmet,
amelyek a gyogyszeriparon kiviil nemigen ismertek, de
jelentdségiik még a gydgyszeriparon belill sem altalanosan
ismert vagy felismert. Egyrészt fontos hangstlyozni, hogy
egy olyan kozegben, ahol minden tévesen megallapitott
molekulaszerkezetnek nagyon komoly tizleti vonzata lehet,
fokozottan indokolt lehet, hogy a szerkezetmeghatarozas
fiiggetlen analitikai szemmel torténjen, hiszen a vegyészek
oOhatatlanul inkabb hajlamosak a sajat szintetikus munkajuk
soran vart szerkezetet ,,belelatni” a spektrumokba. Masrészt
a gyogyszeriparban nem csak az analitikai eredmény a
fontos, hanem az adatok GLP szempontok szerinti mérése ¢s
dokumentalasa, illetve az eredmények hatdsagi szempontbodl
megfelelden meggy6z6 ¢és szakmailag helytalld irasos
kozlését is. Ez pedig a szakteriilet csinjait-binjait jol
ismerd, azért felelosséget vallald ¢és abban feleldsségre is
vonhaté szakembereken keresztiil biztosithat6 a leginkabb.
Harmadrészt a fentebb emlitett centralizaltsag nyilvanvaléan
csak egy ,.dedikalt” spektroszkdpusi csapattal valdsithatd
meg idealis médon. Mint ahogy a2.1. pontban mar targyaltuk,
ennek nagy elénye, hogy ugyanaz az NMR szakember végig
kovetheti egy molekula vagy molekulacsalad gyodgyszeripari
életciklusat a kezdeti szintézistél a metabolitokon at a
gyartasi nyomszennyezokig és bomlastermékekig, ezzel
sokszor nagymértékben felgyorsitva és biztosabba téve
utobbiak szerkezetmeghatdrozasat. Negyedrészt az is
nyilvanvalo, hogy csak professzionalis spektroszkopusoktol
varhato el realisan, hogy a versenyképesség fenntartasahoz
sziikséges uj metodikak fejlodését nyomon kovessék és
a sziikséges modszereket adaptaljak, illetve uj miiszeres
beruhdzasokat inicialjanak.

2.3. Holisztikus munkafilozoéfia

Osztalyunk alapvetd céljanak tekinti a lehetd legkisebb
atfutasi 1d6 mellett a lehetd legtobb esetben az egzakt
szerkezeti megoldasra és ennek megfeleld részletességl
spektralis karakterizalasra vald torekvést. Bar ez a szandék
bandlisan magatol értetédddének tlinhet, gyakorlati
megvaldsitasa szamos nehézségbe tkozik, és szamos
dontési helyzetet vet fel. Osztalyunkra évente atlagosan
mintegy 3000 minta érkezik szerkezetvizsgalatra, ezeknek
kb. 10%-a eltér a vegyész vagy a kémiai intuicid alapjan vart
szerkezettdl, és kb. ugyanilyen mértékben fordulnak el6 olyan
esetek, amikor a ,,rutin” spektrumok felvételével csak NMR
alapon, vagy csak MS alapon torténé szerkezetmeghatarozas
helytelen eredményre vezetett volna! Ugyancsak gyakori
helyzet példaul az, hogy egy vegyiilet szerkezetében nagy
valoszinliséggel biztosak lehetink pusztan az 'H NMR
spektrum egy részlete alapjan — ez tehat 6nmagaban még nem
indokolna a lényegesen tobb miiszer- és human idot igényld
teljes 'H és 1°C asszignacid elkészitését és MS spektrumok
felvételét — de a téma egy késobbi fazisaban, amikor
ezeknek az adatoknak a megszerzésére nem vagy csak
nehezen van lehetdség, kulcsfontossaguiva valhatnak. Ilyen
eset allhat eld példaul egy rokon molekula vizsgalatanal,
vagy mert hatdsdgi/szabadalmi céllal utdlag a molekula
teljes spektralis jellemzésre van sziikség. Munkafilozofiank
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szerint ezért a leheté legnagyobb szerkezeti biztonsag
illetve a ,proaktiv’ adatgyiijtés érdekében minden
mintarol készitiink MS spektrumokat és toreksziink arra,
hogy az atfutdsi id6 minimalizdldsdnak kényszere altal
nyujtott lehetdségeken belill a leheté legtobb mintardl
késziiljenek a teljes 'H és *C asszignaciot lehetdvé tevo
NMR spektrumok, tovabba toreksziink a kisérleti adatokkal
konzisztens Gsszes szerkezeti alternativa tudatos keresésére
és kizarasara.5%° Ennek megfeleléen az osztaly csakis az
NMR, IR és MS spektroszkopus szakemberek konszenzusa
alapjan ad ki szerkezetet, tehat az egymasnak ellentmondo
vagy ellentmondani latsz6 NMR, IR és MS kisérleti
adatok és/vagy kovetkeztetések esetében az ellentmondas
okait minden esetben fel kell tarni. Hangsulyozzuk, hogy
az a munkamodszer, amely szerint a szerkezetvizsgalati
eredmények foallasi NMR és MS spektroszkopusok napi
szintli szoros munkahelyi konzultacioban térténd egyeztetése,
¢és a fenti filozofiara alapozott feleldsségvallalasa alapjan
sziiletnek, igen ritka. Ugyanakkor ennek a munkastilusnak
a haszna igen gyakran tetten érhetd, legfoképpen amikor
csak a két madszer egylittmikodése vilagit ra egy varatlan
szerkezeti problémara.

2.4. Csucsmiiszerezettség

Amint a fenti targyaldsunk érzékeltette, a szerkezetkutatas
atszovi egy gyogyszergyar tevékenységének szinte egész
vertikumat. Az, hogy egy gyogyszercég erre a célra mekkora
¢és milyen szinvonali miiszerparkot tartson fenn, illetve azt
milyen szervezeti struktirdban tiizemeltesse, korantsem
egyszeri kérdés. Az egyik oldalon a gydgyszeripari
versenyhelyzet és a folyamatosan szigorodd hatosagi
kovetelmények, a néha mar abszurd mértékii mindségi
elvarasok, a lehet6 legnagyobb tudast spektrométerek
alkalmazésat latszanak kikényszeriteni, a masik oldalon
azonban szamolni kell ezeknek a késziilékeknek a
megvasarlasi, fenntartdsi, infrastrukturalis és amortizacids
koltségeivel. Mindez Oriasi Osszeg, ami raadasul szinte
exponencialisan novekszik a megvasarolni kivant késztilékek
teljesitoképességével. Erre a dilemmara valo tekintettel egy
gyogyszeripari cég szamara a szerkezetkutatas szintjének
¢és funkcionalitdsanak a meghatarozasa, valamint ennek a
szolgaltatasnak a cégen beliili ,,pozicionalasa” stratégiai
kérdés kell (vagy kellene), hogy legyen. Véleménytink
szerint egy cég stratégiai nagymiszereinck (NMR, MS)
szinvonala jol tiikrozi a cég elkotelezettségét a kutatas és a
termelés mindsége, valamint az innovacio irant.

A Szerkezetkutatasi osztaly oldatfazist NMR miszerparkja
jelenleg egy 400 MHz-es, részben ,,open-access” céllal is
hasznalt ,,workhorse” késziilékbdl, egy 500 MHz-es, hitott
mérofejjel ellatott késziilékbol, és a régidban egyediilalld
kiépitettségli, hiitott mérdfejjel, valamint LC ¢és SPE
kiegészitékkel ellatott ultranagy érzékenységii 800 MHz-
es spektrométerbdl all (1. Abra). Az alabbiakban ennek a

szolunk néhany szot.

ARichterben tizemel6 800 MHz-es késziilék kiilonlegessége,
hogy vilagviszonylatban is ritka mddon, kettds felhasznalasi
céllal keriilt megvasarlasra. A jelenlegi altaldnos
gyakorlatban ugyanis a 300-600 MHz-es NMR késziilékeket
tekintik ,kémiai frekvencias”, azaz ,kismolekulas”

késziilékeknek, a 700-950 MHz-es spektrométereket pedig
,»bioldgiai frekvencids”, azaz elsésorban vagy kizarélagosan
»hagymolekulds” kutatasi céllal hasznalt késziilékeknek.
A Richter 800 MHz-es késziilékét egyszerre hasznaljuk
kis- és nagymolekulas vizsgalatokra, ami féleg abban a
tekintetben, hogy ilyen nagy térerén rutinszerlien mériink
kismolekulakat, viszonylag szokatlan. Ugyanakkor ennek
a megkozelitésnek Oridsi gyakorlati elényei vannak a
gyogyszeripartban. Ennek okait érzékeltetendd, fontos
ravilagitanunk az NMR mérési érzékenység kérdésének
néhany elvi és gyakorlati vonatkozasara.'®!!

1. Abra. A Szerkezetkutatasi osztalyon iizemelé 800 MHz-es NMR
spektrométer magnese.

Amint az jol ismert, az NMR spektroszkdpia paratlanul
részletgazdag, atomi szintli informaciot tud nyujtani egy
molekula szerkezetérdl. Hasonlo részletességii €s egzaktsagu
strukturdlis adatokat csak az egykristaly-rontgendiffrakcid
tud szolgaltatni, ami azonban nem ad molekuladinamikai
informaciét és szamos gyogyszergyari szempontbodl
relevans probléma esetén — mint példaul a nyomszennyezok
azonositasaban — a felhasznalhatosaga rendkiviil korlatozott.
Ugyanakkor az NMR meglehetdsen érzéketlen moddszer,
ezért az NMR mérési érzékenység javitasara vilagszerte
nagy er6feszitések iranyulnak. A szamos lehetséges
érzékenységnoveld technologia mellett kétségtelentil a
leginké&bb robosztus (&s igy a kiilonbozo jellegti ipari K+F és
mindségbiztositasi igényeket leginkabb kielégitd) megoldast
a kiilonosen er6s magnesekkel (>700 MHz) kombinalt
hiitott méréfej nydjtja. Amint az jol ismert, a térerd ndvelése
noveli a minta makroszkdpikus magnesezettségi vektoranak
abszolut értékét, ezaltal noveli a detektalt jel nagysagat,
tehat a mérési érzékenységet; ugyanakkor a rezonancia-
frekvencia skalat is szélesiti, ezaltal novelve a spektralis
diszperziot. A (meglehetésen draga) hiitott méréfej esetében
a tekercset, a hangolokoroket és az elderdsitét héliumgaz
keringetésével 25 K-re hitjik, ami az elektronikus zaj
termikus részének (Johnson-zaj) csokkentésével redukalja a
zajszintet, ezaltal 3-4-szeresére novelve a jel/zaj viszonyt és
kb. tizedére csokkentve a mérési id6t.'? A Brukernél ujabban
joval olcsobb beruhazasi és fenntartasi koltségli, nitrogénnel
hiitott kriofej is elérhetd (Prodigy®), ahol a jel/zaj arany
novekedése kb. feleekkora.
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A 800 MHz-es NMR spektrométer kiemelkedd
érzékenységét €s felbontdsat, Osszehasonlitva osztalyunk
masik két késziilékével, a 2. Abra illusztralja.
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2. Abra. Ugyanabbol a 3 mg-nyi szteroid mintabdl készitett 2D "H-3C
korrelacios spektrum (HSQC) részlete. A fels6é spektrum 400 MHz-en
késziilt normal mérdfejen 3 ora alatt, a kozépsd spektrum 500 MHz-
en hiit6tt mérdfejjel 22 perc alatt, az als6 spektrum 800 MHz-en hiitétt
méréfejjel 5 perc alatt.

Mindennek a gyakorlati jelentésége a kismolekulas
szerkezetvizsgalatokban oriasi. Ezzel kapcsolatban érdemes
az ¢érzékenység jelentdségének két aspektusara felhivni a
figyelmet, méghozza a milligrammok és a mikrogrammok
,,vilaganak” tekintetében.

A mikrogrammok vilagan beliil, tehat az extrém kis
mennyiségli mintak vizsgalatanal konnyen érthetének
tlnik, hogy miért Iényeges a minél nagyobb NMR
érzékenység, hiszen atlagos miiszerezettség mellett az
ismeretlen komponensek szerkezetét vagy csak alacsony
biztonsagi fokkal, vagy igen hosszl idd alatt, koltséges €s
hosszadalmas mintagytijtéssel, vagy egyaltalan nem lehet
meghatarozni. Ugyanakkor a nagy érzékenység és felbontas
jelentdségének szamos gyakorlati vonatkozasat csak kevesen
realizaljak. Ezzel kapcsolatosan fontos hangsulyozni, hogy
az NMR spektroszkopia nagysagrendekkel érzéketlenebb,
mint a tomegspektrometria, ami azt jelenti, hogy a
gyogyszeripari szerkezetfelderités egyik legfontosabb ¢&s
leginkabb problémas teriiletén, azaz a mikroszennyezok
és metabolitok vildgaban nehéz az NMR-t és MS-t a
holisztikus megkozelités jelentoségét szem eldtt tartd
mddon “Osszedolgoztatni”. Az ultranagy NMR érzékenység
éppen arra ad lehetdséget, hogy a lehetd leggyorsabb és
legbiztosabb szerkezetazonositas érdekében a holisztikus
megkozelitést részben az NMR  spektroszkopian belil,
részben pedig a tomegspektrometriaval kardltve jo
mindségli és bdséges adatok gyors begylijtésével valoban
meg tudjuk valdsitani (ezt alabb a 3.3. fejezet példajan
keresztiil illusztraljuk).

A nagy ¢rzékenység ugyanakkor a milligrammok
vilagaban, tehat elsdsorban a szintetikus vegyészek altal
szolgaltatott mintak vizsgalatanal is hallatlan elénydket
nyujt a gyakorlatban. Miutan egyetlen minta teljes NMR
asszignacidja, azaz nagybiztonsagu ¢s a fentiekben emlitett
“proaktiv’ NMR-es szerkezetmeghatarozasa tipikusan
'H, BC és legalabb négyféle tovabbi kétdimenzios NMR
spektrum felvételét igényli (heterociklusok konstiticidjanak
igazolasahoz gyakran még tobbkotéses 'H-"N korrelacios
spektrumra is sziikség van), egy atlagos kismolekula 3 mg-
nyi mennyiségének teljeskorii NMR vizsgalata a 400 MHz-es
késziilékenkb. 15 orat, az 500 MHz-es késziiléken kb. 4 érat, a
800 MHz-es késziiléken pedig kevesebb, mint 1 orat igényel.
Nagyobb molekulatomegi vegytiletek (pl. biszindolok - 1asd
alabb) esetében ezek a kiilonbségek még dramaibb modon
novekednek tovabb. Ezen adatokbdl lathatoan a 800 MHz-es
késziilék érzékenysége és felbontasa azt a lehetdséget adja,
hogy rutinszeriien minden mintardl elkészitsiik a teljes 'H
és 1’C asszignaciohoz sziikséges méréseket anélkiil, hogy ez
az atfutasi idoben veszteséget okozna. Ez nagyban noveli a
szerkezetmeghatarozas biztonsagat, nagy valdszinlséggel
sziikségtelenné  teszi, hogy ugyanarrol a mintarol
ismételt mérésekkel tovabbi adatokat kelljen begytijteni,
amennyiben a spektruminterpretaciéo soran kideriil, hogy
az addigi adatok nem elégségesek. Lehetoséget ad arra is,
hogy a vegyészek a korabban megszokottnal joval kisebb
mintamennyiségeket adjanak le vizsgalatra, és biztonsagot
nyujt abbol a szempontbodl, hogy a teljes asszignacié utédlag
barmikor elkészithetd egy molekulardl (pl. szabadalmi
beadvanyoknal). Akar tébbkomponensii mintakban a minor
komponensek szerkezetét is meghatarozhatjuk (elvalasztas
nélkiil), ami rendkiviil nagy segitséget jelent a vegyésznek.
Ezaltal a 800 MHz-es NMR késziiléken a napi gyakorlatban
szamos olyan szerkezetkutatasi feladat valik gyorsan és
egyértelmiien megoldhatéva, ami 500, illetve 400 MHz-en
nem, vagy csak lényegesen lassabban, vagy csak jelentosen
nagyobb anyagmennyiségekkel, vagy csak joval tisztabban
eléallitott mintakbol lehetséges.
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2.5. Tudomanyossag

Mivel a gydgyszeripari kutatdsok elsddlegesen {izleti
érdekeltségiick ¢s tobbnyire vallalati titkot képeznek, az
ilyen kutatasokbol szarmazo eredmények tudomanyos
folydiratokban  vald  publikalasa altalaban  komoly
nehézségekbe {itkozik. Ugyanakkor a mindségi kutatdi
létnek, a kutatdi szakmaisag fejlesztésének elengedhetetlen
része a publikalas. A gyogyszeriparbol szarmazo6 tudomanyos
publikacidk tovabba erdsitik egy cég piaci megitélését is,
hiszen tiikrézik a cég kutatdsanak mindségét (,,quality of
science”). Eppen ezért osztalyunk is elkotelezett azirant,
hogy ne csak ipari kutatohelyként, hanem a lehet6ségekhez
képest tudomanyos miithelyként is miikodjék. Nemcsak
meggy6z0désiink, de a napi tapasztalatunk is az, hogy ez
az — iparban korantsem mindenhol felvallalt — attitid a
mindennapi munkaban is olyan igényességet és innovativ
hozzaallast teremt, amely nélkil nem lehet igazan
versenyképes és mindségi szerkezetkutatdsi szolgaltatast
nyujtani.

3. Példak

Az alabbiakban harom kézelmultbeli és valos gydgyszeripari
példaval szeretnénk nagyon vazlatosan, inkabb csak
utalasszerlien, vagyis minden szakmai részletet melldzve
illusztralni a fentieket.

3.1. Metanszulfonsav mennyiségi kimutatasa

A kozelmultban egyik generikus hatéanyagunk esetében a
gyartas kémiai hatterére hivatkozva a kiilfoldi hatdsag kérte
annak bizonyitasat, hogy a hatéanyagunk nem tartalmaz
20 ppm-nél nagyobb mennyiségben metanszulfonsavat,
ami potencialisan genotoxikus szennyezének tekinthetd.
Miutan a hatosagi kérésre a cégnek néhany napon beliil
reagalnia kellett, megfeleld GC-MS modszer kidolgozasara
nem volt id6, ezért a problémat nagyérzékenységii '"H NMR
mérésekkel kellett megoldanunk. A feladat teljesitése 'H
NMR-rel a MeSO,H jelének megfelelden sz€les tartomanyt
integralhatdsdgat, azaz a hatdanyag kozeli jeleitdl vald
teljes elvalasat, valamint a hatdsag altal elvart rendkiviil kis
kimutathatdsagi hatar miatt ultra nagy mérési érzékenységet
és felbontast kovetelt meg. Maga a hatéanyag csak
DMSO-d, olddészerben volt megfeleléen oldhato, ezért
tovabbi nehézségként meriilt fel, hogy a MeSO,H metil
jelének megfelelden el kellett valnia a DMSO-d; proton
rezonancia jelét6l, valamint annak "C szatellit jelétol is.
Mindez csak 800 MHz-en volt megoldhato. A vizsgalt
hatéanyag 800 MHz-es 'H NMR spektrumat a 3. Abra
mutatja.

Ezt a spektrumot Osszehasonlitva ugyanezen minta 10
ppm (150 ng) metanszulfonsavval (4. Abra, kozépen),
valamint 2 ppm (30 ng) metanszulfonsavval addicionalt
spektrumaval (4. Abra, feliil) megallapithatd volt, hogy a
hatéanyagban a metanszulfonsav NMR-rel kimutathatatlan
(4. Abra, alul) és biztosan nem haladta meg a 10 ppm,
st még a 2 ppm-es mennyiséget sem. Fdékomponens
mellett ilyen kis mennyiségii potencialis szennyezés NMR
spektroszkdpiaval torténd kimutatasara korabban sem mad,
sem példa nem volt. A hatésag a bizonyitast elfogadta.
Ez a példa nem szerkezetfejtési szempontbdl érdekes,

3. Abra. A Richter altal gyartott generikus hatéanyag 800 MHz-es 'H
NMR spektruma DMSO-d, oldoszerben. A bekeretezett rész mutatja a
DMSO-d-t61 szarmazo 'H jelet, amelynek tovében kellett a MeSO,H
jelének hianyat bizonyitani.

hanem azt demonstralja, hogy bizonyos esetekben a
csticsmiiszerezettség hazon beliili elérhetdségének milyen
kritikus tizleti vonzata lehet.

+MeSO,H

" DMSO-d5

4. Abra. A 3. Abra hatéanyag spektrumanak kinagyitott részlete (alul),
valamint a 10 ppm (k6zépen), illetve 2 ppm (feliil) metanszulfonsavval
addicionalt ugyanezen minta megfeleld spektrumrészletei.

3.1. Vasarolt diketopiperazin szerkezetének kritikaja

Tarsasagunk régota gyartja a lizinopril hatbanyagot (5. Abra),
aminek ismert potencidlis szennyezdi a diketopiperazinok
(6. Abra).

HoN
HO\(O
N
NH
0
0~ TOH

5. Abra. A lizinopril hatbanyag képlete.
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0 N NH,
OH

6. Abra. Lizinopril-diketopiperazin szennyezok altalanos képlete.

A diketopiperazinok 3 sztereogén centrumot tartalmaznak,
azaz 8 konfiguracios izomerként fordulhatnak eld (4
enantiomer par), raadasul bonyolult konformacios dinamikat
mutatnak, ezért relativ konfiguraciojuk azonositasa tipikus
NMR feladat, de kozel sem egyszeri. A téma tudomanyos
igényességli (,,holisztikus”) vizsgalatanak eredményeképpen
egyik korabbi munkatarsunk igen részletes tanulmanyt
publikalt a vegyiiletcsalad NMR  spektroszkdpiai
jellemzésérol.!

Nemrégiben a Richter szennyezési standardként egy neves

kilfoldi cégtél 1°S3S6S konfiguracidju diketopiperazint
vasarolt (7. Abra).

S 10 12 NH,

K\ ?./ 0

7. Abra. Kiilfoldi gyartotol vasarolt, névlegesen 1’S3S6S konfiguracioju
lizinopril diketopiperazin standard képlete.

A mintdhoz az elvarasoknak megfeleléen analitikai
bizonylat érkezett, tobbek kozott egy alacsony térerejli
NMR karakterizalas. A beérkezett minta Richteren
beliili HPLC analizise sordn azonban gyanus volt annak
retencids ideje, ezért a mintdt szerkezetazonositas céljabol
a kromatografus kollégadk NMR vizsgalatra kiildték. A
800 MHz-en elkészitett NOESY spektrum alapjan (8.
Abra), valamint a molekulacsalidra vonatkozé korabbi
igen részletes NMR hattérismereteink’ birtokaban teljes
egyértelmiiséggel bizonyitani tudtuk, hogy a véasérolt anyag
valdjaban 1’S3S6R konfiguracidju (9. Abra).

A példa azért érdekes, mert mutatja, hogy milyen fontos
lehet a megfelelé tudomanyos hattér birtoklasa egy tzleti
probléma megoldasaban. Ezekre az adatokra hivatkozva
a Richter meggy6z6, ¢s minden vitat elkeriildé modon
is tanulsagos, mert mutatja, hogy az igen magasszintii
analitikai apparatus meglétének milyen kulcsszerepe van
mindségellendrzési szempontbol.

o S g | HFE S

STl Py ~ S S SR R SRS S

Pl
(ppmi|

1.0-H

.51

3.0

4.3 4.2 41 4.0 3.9 3.2 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 2.9 2.8

¥2 (ppm)

8. Abra. Vasarolt diketopiperazin standard 800 MHz-es NOESY
spektrumanak részlete.

9. Abra. A vasarolt diketopiperazin altalunk megallapitott helyes
konfiguracidja 1’S3S6R.

3.3. Vinblasztin és
szerkezetmeghatarozasa

vinkrisztin szennyezdk

A vinblasztin (VLB) és vinkrisztin (VCR) a Catharanthus
roseus nevli ndvény természetes, Un. ,,biszindol” alkaloidjai
(10. Abra), melyeket tobb mint 50 éve forgalmaznak
rakellenes gyogyszerként.

10. Abra. A vinblasztin (R = CH,) és a vinkrisztin (R = CHO) képlete.
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A Richter mindkét hatdanyagot nagy tisztasagban
gyartja. A VLB extrakciéval és ezt kovetd kromatografias
tisztitassal, mig a VCR (miutan a névényben joval kisebb
mennyiségben van jelen) a VLB-bdl kémiai uton késziil.
A cég eljarasfejlesztést kezdeményezett a VLB kinyerés
hatékonysaganak fokozasara. Az 1j eljaras tlizemesitése
soran a VLB frakciokban HPLC-UV alapjan eddig
ismeretlen rokon szerkezetli nyomszennyezések jelentek
meg, igy azonositasuk kritikusan fontos volt.

Az ilyen tipust biszindolok szerkezetének meghatarozasa
elképzelhetetlen mélyrehaté NMR és MS vizsgalatok nélkiil,
rdadasul NMR szempontbdl is rendkiviili kihivasokat jelent
a kovetkez6 okokbol.'* 1) Molekulaméreténél fogva igen
zsufolt spektrumokat ad, ami igényli a minél nagyobb térerd
(és felbontas) alkalmazasat. 2) Ugyancsak méreténél fogva
specialis relaxacios tulajdonsagokkal rendelkezik, ezért a
szerkezeti szempontbol nagyon lényeges informaciot nyujtd
nuklearis Overhauser effektusok csak nehezen mérhetdk.
3) A szerkezet biztos feltérképezése szinte minden esetben
megkoveteli a teljes 'H és *C hozzarendelés elkészitését,
ami hosszadalmas 2D méréseket és spektruminterpretaciot
igényel. 4) Az eldbbi igény teljesitése a nyomszennyezok
esetében LC-NMR-rel kivitelezhetetlen (lasd 5. fejezet),
ami mindenképpen sziikségessé teszi a preparativ HPLC-s
legytjtést. 5) Miutan maguk a hatéanyagok igen dragak, és
a kérdéses szennyez6k mennyisége a hatéanyagra nézve a
0,1% kornyékén van, rendkiviili jelentésége van annak, hogy
mennyi az NMR vizsgalatokra minimalisan legyijtendd
anyagmennyiség, mert ennek megfelelé mennyiségti idot és
hatéanyagot kell ,,bedldozni” a probléma megoldasara. Ezt
a problémat jol érzékeltetik a kovetkezo adatok: az 1980-
as években az akkor rendelkezésiinkre allo 300 MHz-es
késziiléken 80 mg tiszta biszindol mintabol 4-5 nap kellett a
sziikséges 1D és 2D mérések elkészitéséhez. Az ismeretlen
szennyezok ilyen mennyiségli legytjtése természetesen
rendkiviil id6-, anyag- és koltségigényes volt. Késobb,
az 1990-es években a konvencionalis mérofejjel ellatott
500 MHz-es késziiléken 2 teljes nap kellett a spektrumok
elkészitéséhez 50 mg mintdbdl. 2005 utan, a hitott
mérofejjel folszerelt 500 MHz-es spektrométeren mar 20-30
mg mintabol 1 éjszaka alatt elkészithetok voltak a mérések.
Jelenleg, a hiitott mérdfejes 800 MHz-es késziiléken akar 10
mg alatti, szennyezésre nézve dusitott (nemcsak legytijtott)
mintabdl is 1 napon beliil kivitelezhetd az dsszes sziikséges
mérés, ami igen jelentds 1d6- és koltségmegtakaritast jelent.
Mindez ismételten mutatja a nagy mérési érzékenység
gyakorlati jelent6ségét. 6) A biszindolok konfiguracios
szempontbol bonyolult térszerkezettel rendelkeznek. 7)
Az ismeretlen szennyezOk szerkezetének meghatarozasa
a gyakorlatban azt is igényli, hogy megfelel6 NMR
referenciaadatokkal rendelkezziink a hatéanyagokra nézve.
A VLB és VCR hatoanyag szulfat so formajaban kertilnek
forgalomba. Bar a VLB bazis NMR irodalma jelentds, VCR
bazisra, valamint VLB- és VCR-szulfatranézve gyakorlatilag
nincs érdemi NMR irodalom. 8) A biszindolok jellemzd
moddon hajlamosak olyan konformacios dinamikat, illetve
Onasszociacios tulajdonsagokat mutatni, amelyek rendkiviili
moddon szélesitik a rezonancia jeleket, ezzel nehezitve vagy
megakadalyozva a sziikséges NMR jellemzok kimérését. A
VCR esetében az N-formil csoport szobahdmérsékleten két,
egymasba lassan atalakulé rotamerként van jelen, ami a jelek
megkettdzddését okozza, ezzel is novelve a mérések idejét,

és nehezitve az asszignaciot. 9) A jelszélesedési problémak
altalaban az oldoszer megfeleld megvalasztasaval kezelhetok
(11. Abra), azonban a biszindolok 'H kémiai eltolodasai is
nagymértékii oldoszer-érzékenységet mutatnak (12. Abra).

1 .,_.Jlll. !.l _i.l ﬁ]k ll

11. Abra. A VCR szulfat '"H NMR spektruma 800 MHz-en CD,CN+D,O
1:1 ardnyt elegyében (feliil), DMSO-d -ban (kdzépen) és CDCl -ban
(alul).

CD,CN:D,Q 1:1

DMSO-db

36 34 3z 30 28 26 24 22 20 ppm

12. Abra. Az egyik VLB szennyez6 (14’-OH VLB) 'H NMR
spektrumanak részlete 800 MHz-en CDCl,-ban (alul), DMSO-ban
(kozépen) és CD,CN+D,O 1:1 keverékében (feliil)

A fentiekre vald tekintettel az ismeretlen biszindol
szennyezok szerkezetének meghatdrozasa el6szor preparativ
HPLC legytjtést igényelt, amibdl tipikusan 10 mg-nal
kisebb tomegli, tovabbi szennyezoket is tartalmazd mintakat
kaptunk szerkezetvizsgélatra [lusztracidként az egyik
ilyen szennyez6 (14’-OH VLB) kiilonb6z6 oldoszerekben
folvett NMR spektrumait mutatja a 12. és 13. Abra. Ebben
az esetben a szerkezet megfejtéséhez sziikséges spektrumok
mérési idoigénye a kovetkezd volt: ROESY 2 6ra, HMBC 5
ora, TOCSY 2 6ra, HSQC 3 6ra, '*C spektrum 10 ora.

13. Abra. A 14’-OH VLB nyomszennyezére nézve disitott 5 mg mintabol
DMSO-d-ban késziilt 800 MHz-es NMR spektrum, valamint az altalunk
azonositott szerkezet.
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Anyomszennyezok szerkezetének vizsgalatahoz sziikség volt
arra is, hogy referenciaadatként a VLB és VCR teljes NMR
hozzarendelését elkészitsiik kiilonb6z6 oldoszerekben mind
a bazis, mind a szulfat formakra, valamint hogy feltarjuk a
kellemetlen jelszélesedések okait. Ezen vizsgalatok soran
tettiilk meg a felismerést, hogy a VLB/VCR sok a mono-
¢s dikationos forma olyan egyensulyaként vannak jelen,
amely egyensuly helyzete érzékenyen valtozik az oldoszer
polaritasanak és protikussaganak fliggvényében. Nemrég
publikalt eziranyu eredményeink!” szilard alapot nyujtottak
ahhoz, hogy a kérdéses nyomszennyezok szerkezetét
meghatarozhassuk. Kiilon hangsulyozandd, hogy az
Uuj vegyliletek azonositdsa szoros és kiegyensulyozott
egylittmikodést igényelt az NMR ¢és nagyfelbontasu
MS-MS vizsgalatokat végzd spektroszkopusok kozott.
Ennek jelentésége kiilondsen a 4°-21°-VCR  iminiumsd
nyomszennyezd (14. Abra) azonositasanak sok izgalmas
fordulattal teli torténetében jelentkezett, amelynek soran
az NMR és MS adatok kozotti ellentmondasok kisérletes
iterativ jellegii feloldasa vezetett a helyes szerkezethez.'®

| "1y CH3
N ; o/ﬂ\CH3
HO % o
i /) 7
4'-21"-vinkrisztin iminiumsé o 0 CH;

14. Abra. A 4°-21’-vinkrisztin iminiums6 altalunk meghatarozott
szerkezete.

Mindez jol illusztralja, hogy egy-egy gyartasi szennyezd
szerkezetének a meghatarozasa milyen sok gyakorlati
nehézséget vet fel, és milyen kihivasokat jelenthet mind
miiszerezettségi, mind pedig intellektudlis szempontbdl.

4. Ligandum-receptor kotédésvizsgalatok NMR
spektroszképiaval

A kismolekuldak fehérjekotddésének tanulmanyozasa
biokémiai, raciondlis hatéanyagfelfedezési és fejlesztési,
valamint  farmakokinetikai szempontbol  egyarant
fontos feladat. Az interakciét mind a kismolekula,
mind a makromolekula oldalarol vizsgalhatiuk NMR
spektroszkopiaval.'*2*

A fehérjén detektalt modszerek koziil a 2D 'H-"N HSQC
spektrum alkalmazasa a leggyakoribb. Az amidprotonok
korrelacios csucsai a fehérjegerinc allapotat tiikrozik ¢és
kismolekula hozzaadasara torténd valtozasaikbol nemcsak
a kolesonhatas tényére, hanem annak erésségére ¢s a fehérje
kotéhelyére is kovetkeztethetiink.'”?* Hatranya, hogy "N
izotopjelolt fehérje nagyobb mennyiségére (>100 uM)
van sziikség és kb. 30 kDa-nal nagyobb fehérjék esetén
(jelszélesedés miatt) a ma elérhetd legnagyobb térerd
esetén is csak a flexibilis doménekre korlatozva, specialis
modszerekkel (pl. TROSY: transverse relaxation optimized
spectroscopy, metil *C-izotopjel6lés?) vagy egyaltalan nem
alkalmazhato.

A ligandum megfigyelésén alapulé mdodszerek fehérjeigénye
2-3 nagysagrenddel kisebb, és nincs sziikség annak
izotopjelzésére sem. Kotott allapotban a kismolekula a
fehérjével alkotott komplexére jellemzo relaxacios, diffuzios
és NOE (nuclear Overhauser effect) tulajdonsagokat
vesz fel, jelei erdsen kiszélesednek az oldatbeli szabad
allapothoz képest. Ha két populacio kozott gyors a csere,
kiatlagolt kémiai eltolodasokat, relaxacio-sebességeket
(jelszélességeket) vagy diffuzids allandét mérhetiink.?*2
A gyors csere feltétele miatt a legtobb ligandumalapt
mddszer csak a gyenge-kozepes affinitasu (K;: 100 nM-
10 mM) rendszerekre miikédik (kompeticidval erdsebb
kotddés is detektalhatd?’®), ezeknek az tn. fragmensalapt
gyogyszerfejlesztésben'3?32*  van  jelentdsége. Kotdédo
kismolekulak elegyekbdl torténd azonositasara (sziirésére,
NMR  screening) érzékeny moddszerek  alapulnak
YF  detektaldson,®3' koziilik az un. FAXS (fluorine
chemical shift anisotropy and exchange for screening)
kompeticids kotddésvizsgalati mddszer, amely fluorozott
kémligandumot” igényel, a nM-os enzimigényl 3-FABS
(3 fluorine atoms for biochemical screening) funkcionalis
biokémiai esszé soran pedig a fluorozott szubsztrat és a beldle
adott id0 alatt keletkezett termék molaranyat mérjilk NMR-
el. A ligandum 'H NMR jeleit detektaljuk a relaxacios (T 107
T,) modszerek™>! vagy a telitésatvitel-differencia (saturation
transfer difference, STD) esetén.’> Az STD soran a
fehérje egyes protonjait besugarozva a telitési informacid
spindiffazidval szétterjed a makromolekula egészére és a
kotoédo ligandum fehérjekozeli protonjaira is. Utobbiak a
ideig ezt a telitési informaciot, ami a k6tdddé molekularészlet
rezonanciajeleinek intenzitasvaltozasaban jelentkezik egy
lires tartomanyon besugarzott kontrollspektrumhoz képest.??
Vegytilettarak NMR alapu sziirése oldhaté fehérjével ma
mar a gyoégyszeriparban is egyre gyakrabban alkalmazott
modszer (a Richter NMR laboratériuma is rendelkezik
validalt modszerrel), bar ateresztoképessége az Ujabb
fejlesztések (érzékenységnovelés hitstt mérofejekkel, 10-20
vegytiletet tartalmazd elegyek szilirése) ellenére sem kozeliti
meg a HTS (high throughput screening) esszékét, kivéve a
szilard hordozohoz immobilizalt fehérjét, automata atfolyo
rendszert, specialis mérécellapart ¢és ezen térfogatszelektiv
NMR 'H detektalast megvalosito, szabadalommal védett un.
TINS (target immobilized NMR screening) modszert.?>3¢
Az aspecifikus kotddés miatti fals pozitiv talalatok
komoly gyakorlati problémat jelenthetnek a ligandum
alapi. mddszereknél, eliminalasuk referencialigandum
leszoritasaval (kompeticid)**** vagy inaktivalt fehérjét
alkalmaz6 kontroll** mérésével lehetséges.

Membranfehérjékhez torténd kotddés vizsgalata Iényegesen
problematikusabb, ¢és jelenleg is alapkutatasi szinten,
elsésorban akadémiai kutatohelyeken miivelt teriilet.’”
Anyagtakarékossaguk miatt elsdsorban ligandum oldali
(STD, relaxacids) modszerek jonnek szoba. Kulcskérdés a
fehérje stabilitasanak, funkcionalis forméjanak megdrzése a
szolubilizalas*® vagy immobilizalas (TINS)*® soran, jelenleg
ez csak empirikusan kisérletezhetd ki. Célravezetd lehet a
tulexpresszalt célfehérjét tartalmazé membranpreparatumok
alkalmazasa,® ilyen inhomogén membranszuszpenzidkkal
mi is végeztiink explorativ STD méréseket a Richterben.
Mivel a ligandum aspecifikus kotodése, kitapadasa sokkal
valdsziniibb egy lipideket is tartalmazé rendszerben (ezért
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is alkalmazzak az STD tovabbfejlesztett, kettds differencia
valtozatat: STDD*), mint oldhat¢ fehérjék esetén, kontroll
membranpreparatumok ¢€s specialisan optimalt kompeticids
titralasok nélkiil konnyt tulinterpretalni egy esetleges
pozitiv kotédési eredményt.

Mig az NMR kotodésvizsgalatoknak nagyobb vegyiilettarak
szlirésében egyelére alarendelt szerep jut, az NMR
paratlanul értékes informaciot szolgaltathat egy-egy talalat
kotodési geometridjarol a raciondlis hatéanyagfejlesztés
szamara. A mar emlitett STD,* valamint az Gjabb AFP-
NOESY (adiabatic fast passage nuclear Overhauser effect
spectroscopy)** és DIRECTION (difference of inversion
recovery rate with and without target irradiation)*
modszerekkel a ligandum fehérjéhez legkozelebbi protonjai
azonosithatok (epitop feltérképezés). Transzferalt NOESY
alapjan a k6tddé ligandum geometrigjat,** interligandum
NOE-k (ILOE) alapjan pedig egy fehérje szomszédos
helyein  kotédd  vegylileteket — azonosithatunk,?* a
dokkoléssal kombinalt INPHARMA (interligand NOEs for
pharmacophore mapping) modszer*® pedig két, ugyanarra
a helyre kompetitiven ko6tédé ligandum relativ (esetleg
kaphat6 ligandumoldali szerkezeti informdcié kiilonosen
értékesnek  bizonyulhat ~ membranfehérjére  torténd
hatdanyagfejlesztés soran, ahol altalaban a rontgenszerkezet
nem ismert.

5. Kromatografiaval kapcsolt NMR

Az LC-NMR gyogyszeripari  felhasznalhatosaganak
kérdése (elsdsorban metabolitok és nyomszennyezdk
szerkezetvizsgalataban) folyamatos ¢s €16 probléma, hiszen
gyakran olyan operativ dilemmat vet fel, mint hogy a
kérdéses minor komponenst célszerii-e inkabb preparativ
HPLC-vel legytlijteni ¢és ebben a forméaban kiildeni
szerkezetmeghatarozasra, vagy ez a 1épés kikeriilhetd a
megfeleld LC-NMR vizsgalatokkal. Bar sokszor nem
lehet pontosan eldre tudni, hogy ilyen esetekben mi a
legbolcsebb dontés, a helyzet elemzéséhez rendkiviil
fontos annak megértése, hogy mire képes (€s mire nem) az
LC-NMR, legfoképpen pedig igen fontos azt latni, hogy a
kozhiedelemmel szemben az LC-NMR nem ,,spérolja meg”
ab ovo a preparativ legyU;jtést.

Ugyan a folyadékkromatograf direkt kapcsolasat az NMR
spektrométerhez (online LC-NMR) mar a hetvenes évek
végén megvalositottak,’# elsdsorban az NMR méréfejek
érzékenysége, valamint a megvaldsitashoz sziikséges
specialis hardver- és szoftverigény miatt a technika
alkalmazhatdsaga a kilencvenes évek végéig csak nagyon
sziik teriiletekre korlatozddott. Az utdbbi két évtized
technologiai fejlesztésel, igy a drasztikus NMR érzékenység-
novekedés (hatott mérofejek, ,,micro-(cryo)-probe-ok™
megjelenése), az atfolyd kiivettak kifejlesztése, valamint
a hatékony olddszerelnyomasi szekvencidk kidolgozasa
utan kertilt az LC-NMR technika arra a szintre, hogy a
késziilékek kereskedelmi forgalomban elérhetd eszkozokké
valtak. Ennek kovetkezményeként az utobbi évtizedben
ugrasszeriien megnétt az LC-NMR technika kiilonb6zo
tudomanyteriileteken valé alkalmazasi lehetdségeivel
foglakozd szakcikkek és osszefoglalok szdma.** Ezen
teriiletek kozott a gyogyszeripar szempontjabol elsdsorban

az Uj természetes vegyiiletek novényi extraktumokbdl
valé azonositasa, adott gyogyszervegyiiletek/jeloltek
metabolizmusanak a kutatas egyre koraibb fazisaiban vald
feltérképezése, valamint a hatdanyagok, készitmények
fejlesztése soran felbukkano szennyezések, bomlastermékek
azonositasa bir kiemelt jelentéséggel. A kromatografiaval
(és egyéb elvalasztastechnikakkal) kapcsolt NMR
spektroszkopiai vizsgalatok megjelenése elott ilyen tipusu
problémakat a keresett komponens komplex mintabol vald
dusitasat, illetve (preparativ kromatografias) izolalasat az
NMR spektroszkopia klasszikus ,,off-line” alkalmazasaval
valositottdk meg. Az LC-NMR megjelenésével lehetdség
nyilt arra, hogy az ilyen problémak a sok esetben
hosszadalmas ¢és koltségigényes dusitasi, izolalasi 1épés
kihagyasaval is megoldhatdak legyenek.

Mindamellett, hogy a kozlemények (elsdsorban akadémiai
intézetekbdl) szama az elérhetdé miszerezettséggel
parhuzamosan ezeken a teriileteken is folyamatosan
novekedett és ndvekszik, az on-line LC-NMR vart, széles
kori elterjedése mégsem kovetkezett be a gyogyszeripar
teriiletén. Ennek legfobb szakmai oka az, hogy a gyakorlati
megvalositast tekintve az NMR  spektroszkopia off-line
hasznalataval Osszehasonlitva korantsem egyértelmtek az
on-line LC-NMR nytjtotta elényok. Az ,,on-line versus
off-line NMR” kérdés problematikaja szinte a kezdetektdl
jelen van az LC-NMR, illetve a fent felsorolt problémakat
gyakorlati szempontbol targyald szakirodalomban.”-"3%53
Ennek az Osszehasonlitidsnak sarkalatos kérdése tovabbra
is az NMR érzékenység, hiszen ez még a ma elérhetd
nagy érzékenységli spektrométerek esetében is limitald
tényez6. Ha egy tipikus metabolitazonositasi feladatot
tekintiink, ahol példaul egy 10-50 puM oldhatésagu, 400
koriili relativ molekulatémegili gyogyszerjeloltbl mintegy
10-30%-ban képzoddik metabolit, utdbbi koncentracioja
a rendelkezésre allo bioldgiai mintaban kb. 400 ng — 6
pg/ml. Ez a koncentracid a biztos szerkezetazonositishoz
sziikségesnek a legalsé hatara, és még akkor is csak
korlatozott informacidtartalmi  spektrumokat (1D és
homonuklearis 2D '"H) remélhetiink realis idobefektetéssel,
ha a metabolit tisztan izolalva, deuterdlt olddszerben
lenne ilyen koncentracidoban feloldva. Ezzel szemben
a metabolitvizsgalatra kapott bioldgiai minta altaldban
(sétartalmu), és az utobbi komponensek tovabbi zavaro
protonjeleket hozhatnak a spektrumba. Az on-line LC-NMR
alkalmazas ekkor azt a feladatot réja az analitikusra, hogy
olyan kromatografids mddszert dolgozzon ki, ahol a fenti
bioldgiai minta nagy részének egyetlen injektalasaval a
keresett komponens minél nagyobb mennyiségét az atfolyd
cellaba tudja juttatni. Ezen tilmenden, koltséghatékonysagi
szempontokat is tekintve, a kromatografids modszert ugy
kell optimalnia (protonalt eluensek deuteralt oldoszerekre
valo cseréje, tipikusan D,0O és CH,CN eluensek hasznalata,
a termosztalas sziikebb tartomanya), hogy a mért NMR
spektrumokban a kérdéses komponens jeleibdl minél
kevesebb essen az olddszerelnyomas miatt hasznalhatatlan
tartomanyokba. Hasonld kihivasokkal kell szembesiilniink
szennyezések szerkezetfelderitése, illetve természetes
vegytiletek extraktumokbol torténd azonositasa soran, ahol
az elérhetd mintatérfogat és dsszetétel ugyan altalaban eltér
a fenti szcenariotol, am az NMR szempontokat tovabbra is
szem el6tt kell tartani a sikeres megoldas érdekében.
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A gyakorlatunk azt mutatja, hogy problémas szerkezet
¢s igen kis anyagmennyiségben rendelkezésre alld6 mintak
esetében a legbiztosabb modon a multinuklearis NMR és MS
vizsgalatok kombindcidja vezet egyértelmii eredményre. A
holisztikus megkozelités a gyakorlatban akkor kivitelezhetd
a legmegfelelobb mddon, ha modunk van off-line NMR
vizsgalatokra, hiszen ekkor lehetéségiink van az Gsszes
sziikséges idoigényes specidlis NMR felvétel elkészitésére
anélkiil, hogy a mintanak az LC kiivettaban valo diffuzidja
idébeli limitet szabna a méréseknek. Ezen talmenden off-
line izemmadban lehetdségiink adodik arra is, hogy a mintat
barmikor visszategyiik a spektrométerbe, ha Gjabb NMR
kisérletek valnak sziikségessé a szerkezet megfejtéséhez (ez
tipikusan az elsé méréseket kovetd spektruminterpretacid
soran szokott felmeriilni). Mindezen tul az off-line
tizemmdd tudja a legbiztosabban garantalni, hogy a
tomegspektrometrids kollégdk ugyanarrél a molekulardl
készitették el a nagyfelbontasa MS-MS spektrumokat.

Mindent egybevetve, olyan életszerti helyzetekben, amikor a
lehetd leggyorsabban kell pl. egy ismeretlen nyomszennyezo
szerkezetét meghatarozni, koézel sem egyértelmiick az LC-
NMR elényei, és az idealis munkamenet kidolgozésa a fenti
kérdések gondos mérlegelését igényli.

Az LC-NMR hatranyait kikiiszobolend6, az utdbbi
évtizedben az on-line LC-NMR alkalmazasokrél a fokusz
(a fenti tertiileteket figyelembe véve) egyre inkabb az ,.at-
line” LC-SPE-NMR felhasznalas felé latszik eltoldédni. A
két mddszer kozott az alapvetd kiilonbség az, hogy az LC-
SPE-NMR esetében a keresett komponens kromatografias
elvalasztasat kovetden azt egy szilard fazisu extrakcios
tolteten dusitjuk, majd a megfeleld deuteralt (!) olddszerben
oldva wvégezziik el a szikséges NMR spektroszkopiai
méréseket. Ez az elrendezés sokkal kozelebb all a klasszikus
off-line NMR alkalmazashoz. Az on-line LC-NMR-rel
Osszevetve eldny, hogy a legtobb esetben nincs sziikség a
kromatografias rendszer NMR szempontokat is figyelembe
vevd optimalasara, és a tisztasagvizsgalati vagy pedig
a keresett metabolit detektalasara és kvantifikalasara
a farmakologian egyébként hasznalt hasznalt LC(-
MS) modszerek a legtobb esetben moddositas nélkiil
hasznalhatok. Ezen feltil az SPE toltetrdl valé leoldashoz
NMR-barat” deuteralt olddszereket hasznalhatunk, igy a
spektrum joval kisebb része esik ki az olddszerelnyomas
miatt (bar a minta koncentraciojatol fuggden itt is szikség
lehet az olddszer maradék jelének elnyomasara). Emellett
az LC-SPE alkalmazas lehetdséget kindl az oldoszer
alkalmas megvalasztasara, ami az olddszerspecifikus
referenciaadatokat figyelembe véve megkonnyitheti a
szerkezetfelderitést. Ezen tilmenden az LC-SPE-NMR
elrendezés alkalmazasakor nem feltétleniil van sziikség
atfolyd kiivetta alkalmazasara a méréfejben, a hagyomanyos
3-5 mm atmér6ji NMR csovekben is dolgozhatunk.

Ugyanakkor az extrakcids 1épés beépitésével (ismeretlen
komponens esetén nincs lehetdség a  mindenre
kiterjedd optimalasra) a keresett komponensbdl értékes
anyagmennyiséget veszithetiink (kiilonosen erdsen polaris
metabolitok esetében), ami megnehezitheti a szerkezet
felderitését. Emellett, amig az on-line LC-NMR egyetlen
injektalasa soran a ,kromatografids szennyezésektol”
(oszloptoltetrol, eluensbdl dusuldé komponensek) szarmazd
jelek nem zavarjdk a keresett komponens jeleinek

azonositasat, addig a t6bbszori injektalas és extrakcid miatt
az LC-SPE minatelokészités soran ezek a komponensek
akar a keresett ismeretlenck mennyiségével Gsszevethetd
mértékben dusulhatnak fel, megnehezitve az NMR
spektrumok kiértékelését.

6. Osszefoglalas

A fentiekben igyekeztiink vazlatos képet nyujtani arrdl,
hogy milyen sokrétli és komoly kihivasokkal teli elvarast
tamaszt a modern gydgyszeripar a kismolekulas oldatfazisa
NMR spektroszkopidval szemben. Bemutattuk, hogy a
Richter Gedeon Nyrt-ben miik6dé NMR laboratorium
hogyan probal ezeknek a kihivasoknak megfelelni mind
miszerezettség, mind munkafilozéfia tekintetében. Bar
az akadémiai szférdban az igen nagy térereji NMR
késziilékeket leginkabb biomolekulds kutatdsok céljara
hasznaljak, igyekeztiink ramutatni arra, hogy gyogyszeripari
kornyezetben az ilyen spektrométerek érzékenysége ¢s
felbontasa egyrészt rendkiviil hasznos a mindennapi rutin
kismolekulas feladatok megoldasaban, masrészt pedig
gyakran elengedhetetlen ahhoz, hogy a cég a termék-
mindségre vonatkozd modern hatdsagi kovetelményeknek
eleget tegyen, vagy hogy vitds szabadalmi kérdésekben
piaci érdekeit érvényre tudja juttatni. Ezzel kapcsolatosan
targyaltuk a ,holisztikus” szerkezetkutatas, legfoképpen
az NMR ¢és a tomegspektrometria egyiittmikodésének
sziikségességét is. Mindezt harom valos példan keresztiil
illusztraltuk. Roviden targyaltuk tovabba az NMR alapu
kotédésvizsgalatok jelenlegi lehetdségeit valamint az
LC-NMR hasznalatanak elonyeit ¢és korlatait valds
gyogyszeripari koriilmények kozott.
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most powerful NMR instrumentation in the region, and in that
our department works within a unique organizational framework
along the lines of a special working philosophy. Based on the
experiences and conceptual insights that we have gained within this
working environment over the years, in this article we discuss the
manifold industrial uses of NMR in liquid-phase small-molecule
structure elucidation, and we explain the reasons why, in that
capacity, high-end NMR instruments are playing an increasingly
important role in the industry, particularly with regard to medicinal
chemistry and the impurity profiling of drug substances. We also
give a brief outline of the reasons why we advocate a ,,holistic”
approach to NMR and MS-based structure elucidation, meaning
that acquiring all the necessary NMR data needed for a full '"H
and "*C ("*N) assignment together with high-quality MS data for
each investigated sample has both short- and long-term benefits in
both a scientific and business context. We provide three real-life
examples that illuminate the above concepts. Additionally, we
briefly discuss the use of NMR in ligand-receptor investigations
and the feasibility of using LC-NMR for the identification of drug
impurities, degradants and metabolites.
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A gyors folyadékkromatografia jelenlegi lehetoségei
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1. Bevezetés

A folyadékkromatografia hosszii ideig csipkerdzsika
almat aludta. Az 1970-es évek kozepére alakult ki a
miiszerezettsége. Ez a miiszerezettség visszatiikrozte az arra
az idére elért eredményeket a kolonnatechnoldgia teriiletén.
Ekkora mar megjelentek a 10 pm szemcseatmérdjii toltetek,
a szabalytalan alaku szilikagél helyét fokozatosan atvették
a szabalyos, gombszimmetrikus toltetek. A kolonna
méreteket tekintve uralkodova a 15 és 25 cm hosszu €s
4,6 mm belsdatmérojiiek valtak. A folyadékkromatografia
miszerezettségét is ezekhez igazitottak. Ennek megfelelden
az adagolasi térfogat 10-100 pl k6zé esett, az UV, UV-VIS
detektorok cellatérfogata 10 ul, az Osszekotd vezetékek
belsd atmérdje 0,25 mm. Az igy kialakitott késziilék
alapjaiban teljes mértékben megfelelt a kovetelményeknek.
Hosszt ideig csak a szamitogépes vezérlés és adatgyijtés
jelentette a fejlesztést. Ez a rendszer a gydgyszeripar o
analitikai mddszerévé valt. A technikat nagyhatékonysagu
folyadékkromatografianak nevezték el (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography). A kolonna toltetek,
amelyek dontd tobbségét a szilikagél alaptak jelentették,
viszontnagy fémion tartalmuak voltak, a nagy szilanolcsoport
aktivitds ¢és a kis boritottsiguk miatt szamos feladat
megoldasnal nehezen reprodukalhatova tették a modszereket.
Sokszor sarzsrol-sarzsra valtozott a kolonnék feliileti fizikai-
kémidja és ez visszakoszont az elvalasztasokban is. Ekkor a
fo feladatot a kolonnatechnoldgia fejlesztése jelentette.

Kisebb fémion tartalmu, kisebb szilanolcsoport aktivitasu,
jol boritott alléfazisok és sarzsrdl-sarzsra vald azonossag
jelentették a fo célokat. A 90-es évek végére a 2000-es évek
elejére, a kolonnatechnologia teriiletén sikeriilt a f6 célokat
elérni, s6t megjelentek az 5 um alatti szemcseatmérdji
toltetek, eldszor a 3 pm-esek majd napjainkra, a 2 pm-esek
¢s az alatti szemcseatmérdjliek is. A kis csucsszélesség,
amelyet a kis szemcseatmér6ji toltetekkel lehet elérni,
jelentésen megnovelte a technika hatékonysagat. Ertve
ez alatt, hogy kis szerkezeti kiilonbségli anyagokat
lehetett rovid idd alatt elvalasztani, egységnyi ido alatt
viszonylag nagyszamu mintat lehetett elemezni, megndtt
a kolonna cstcsfelbontd kapacitasa. Hagyomanyos HPLC
technikanal a fels6 nyomas hatar, a késziilék maximalis
teljesitménye 400 bar. Ma amikor HPLC-rél beszéliink
ezzel a miiszerezettséggel mikodd folyadékkrometografias
rendszert értjiik alatta. Ezt a miiszerezettséget alkalmazva
az eclemzési id6 altaldban 5-60 perc kozé esett, az
elvalasztasokban tapasztalt csicsszélességek nagyok voltak.
Adva volt ezzel a {6 feladat, csokkenteni a kromatografias
csucsok szélességét, azaz ndvelni a kinetikai hatékonysagot.
A megoldasra t6bb ut kinalkozott, az egyik csékkenteni a
kolonna szemcseméretet, a masik novelni a hdmérsékletet,
a harmadik pedig uj, nagyobb permeabilitasu kolonnakat

* Fekete Jend Tel.: +36/1/4631596 ; fax: ; e-mail: fekete@mail.bme.hu

késziteni. Ez a harmadik megoldds vezetett el egyrészt
a monolit kolonnahoz, masrészt a héjszerii toltetek
bevezetéséhez. Ennek az osszeallitasnak is kozéppontjaba
ezek az 10j kolonnatechnoldgidk allnak: nevezetesen a
2 um szemcseatmérd alatti teljesen pordzus, a 3 pm
szemceseatméro alatti héjszert toltetek, kiegészitve a gyors-
folyadékkromatografia nagyhomérsékletli agaval. A 2 pm
teljesen pordzus, a 3 pm szemcseatmérd alatti héjszerti
toltetek, a monolit kolonndk ¢és a nagy hdomérséklet
alkalmazéasa megkdoveteli, hogy Uj késztiléket hasznaljunk. Az
uj kolonnatechnologiaval és muszerezettséggel végrehajtott
elvalasztasokat, megkiilonboztetve a hagyomanyos HPLC
technologiatol, tovabbiakban ultra nagyhatékonysagu
vagy ultra nagynyomasu folyadékkromatografianak (Ultra
High Performance/Pressure Liquid Chromatography,
UHPLC) nevezziik 6sszefoglaldé néven. A cikk targyalja
a gyors folyadékkromatografiaval kapcsolatos elméleti
megkozelitéseket, azok gyakorlatba vald atiiltetését.

2. Folyadékkromatografias elvalasztasok gyorsitasa

A gyors folyadékkromatografias modszereknél a kovetkezd
problémakkal allunk szemben: vajon a kisméretii kolonnak
alkalmazdsa megengedi-e az eddig hagyomanyosnak
tekintett nagyhatékonysagi  folyadékkromatografias
rendszerek hasznalatat (HPLC). Ertve ez alatt, hogy az
adagolt minta mennyisége €s térfogata ugyanolyan hatarok
kozott valtozhat-e, a megszokott miiszer konfiguracio
alkalmas-e, hogy mindazokat az eldnyoket kihasznaljuk,
amelyeket ezek a kis térfogata kolonnak nytjtanak. El8szor
is nézziik meg, hogy milyen elonydket adnak ezek a nagy
hatékonysagu ¢€s kis térfogati kolonnak. A szakirodalom
els6dlegesen a kis szemcseatmér6t hangsulyozza, holott a
kis térfogat szorosan Osszefiigg a gyorsasaggal és a zona
maximumban mért koncentracioval is. A kisebb holttérfogat
kisebb komponenshigulast jelent, amely eredménye a jobb
kimutatasi hatar, vagy masképpen a nagyobb érzékenység.
A gyorsasag megitéléséhez a kovetkezd alaposszefliggésbol
kell kiindulnunk:

t =1,(1+k) (1)
A kifejezésben ¢ a brutto6 retencios id6t jelenti, a ¢, a holtidd

vagy hold-up id9, a k a visszatartasi tényez0, vagy retencios
faktor.

ly=— @

ahol az L a kolonna hossz és az « a linearis aramlasi sebesség.
Az 1-t, a 2-be helyettesitve kapjuk:
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Az 6sszefiiggésbol egyértelmien kidertil, hogy az elemzési
id6 csokkentésének két utja van: vagy a kolonna hossz
nagymértéki csokkentése, vagy a linedris aramlasi sebesség
novelése. A k érték csokkentése nem lehetséges, mert akkor
az interferencia veszély, azaz, hogy két romatografias csucs
egytitt elualodjon jelentdsen megnd. A hagyomanyos kolonna
hosszak 10-25 cm kozott valtoznak. Ezeket a kolonnékat a
hagyomanyos HPLC késziilékekben a megengedett kolonnan
kiviili zonaszélesedéssel hasznalhatjuk. Amennyiben a
kolonnahosszakat 2-5 cm-re csékkentjiik, akkor kb. 6todére
csokken az elemzési id6. Ezzel ugyan a gyorsasagi kritérium
teljesiil, mert az elemzési idot 6todére csokkentettiik, de
ez egyiitt jar a felbontas csékkenésével, hiszen a kinetikai
hatékonysag az elérhetd tanyérszamok a kolonna hosszatol
fiiggnek. Ahhoz, hogy ne véltozzon az elvéalasztas mindsége,
a kisméreti kolonnak kinetikai hatékonysagat meg kellett
novelni. Az elvalasztas ugy is gyorsithato, ha megnoveljiik
a mozgofazis sebességét. A linedris aramlasi sebesség
novelése forditott aranyban all az elemzési idovel.

2.1. Teljesen porozus, kis szemcseatmérojii toltetek

Szemecsés toltetek esetén a kinetikai hatékonysagot
elsésorban a szemcsedtmérd csokkentésével novelhetjiik.
Ez konnyen belathatd, ha az altalanos tanyér-egyenletet
hivjuk segitségiil. E18sz6r van Deemter €s kollégai mutattak
meg, hogy az elméleti tanyérmagassag a linearis sebesség
fiiggvényében egy minimumos gorbével irhato le.! Az
altaluk bevezetett fliggvény altalanos alakja a kovetkezd
volt:

H:a+é+cu 4)
u

Az egyenletben H az elméleti tanyérmagassag, a az
orvénydiffuziora, b a hossziranyu diffaziora és ¢ az
anyagatadasi ellenallasra jellemz6 egyiitthatok. Ezt az
alapegyenletet azota sokan tovabb fejlesztettck (Giddings,
Knox, Golay, Hubert, Horvath, Myabe, Guiochon...), az
eredeti van Deemter altal leirt forma csak egy kozelités.
Ha szemléltetni akarjuk a szemcseatméré és diffuzids
tulajdonsagok hatasat az elvalasztas hatékonysagara, akkor
U.D. Neue szerint a kdvetkez6 egyszerisitett format irhatjuk
fel:?

B
H=A4-d + 5
£ u D )

Ahol dp a toltet szemcseatmérdt jelenti, D pedig az adott
komponens diffuziés allanddjat. Hangsulyozzuk, hogy az 5-
egyenlet sok elhanyagolast tartalmaz (pl. a diffuziés allandd
nem azonos a szemcsék kozotti folyadék fazisban és a
szemesén beliili stagnald folyadékban, vagy az 6rvénydiftuzid
a valdsagban nem fiiggetlen a linedris sebességtdl, illetve
az egyenlet nem kiilonbozteti meg az anyagatadas allo-
illetve mozgofazis jarulékat) de elsé kozelitésben ol
szemlélteti, hogy az orvénydiffuzid egyenesen aranyos a
szemcseatmérdvel, mig az anyagatadasi tag a szemcseatmérd
négyzetétol figg. Az egyenletbdl egyértelmiien kovetkezik,

hogy a szemcseatmérd csokkentése jelentds tanyérmagassag
csokkenést (tanyérszam novekedést) eredményez. Masik
kovetkezmény, hogy az egyenlet altal leirt gérbe minimum
helye a nagyobb linearis sebességi tartomanyba tolddik,
ha a szemcseatmérét csokkentjik. A fliggvény optimum
(minimum) helye ott van ahol a dH/du=0 teljesiil. Ekkor az
optimalis linearis sebesség (uop ) a kovetkezok szerint irhato

le:
D, [B_1

uo: -~
" d, \NC d,

(6)

2

Tehat a linearis sebesség optimuma forditva aranyos
a szemcseatmérovel. A 6 egyenletet 5-be helyettesitve
megkapjuk a tanyérmagassag minimum értékét (A ):

H, =d,(A4+2/CB)~d, %)

Azaz az elérhetd legkisebb tanyérmagassag (legnagyobb
tanyérszam) egyenesen aranyos a toltet szemcseatmérojével.
Lathatjuk, hogy a szemcseatmérd csokkentés elényds az
elvalasztas gyorsitasa és a kinetikai hatékonysag fokozasa
szempontjabdl is. Az 1 dbra mutatja a szemcseatmérd hatasat
a H-u gorbe lefutasara.

25

4

o

35um

alméleti tdnyérmagassag (micrometer)
L5, ]

L7 pm

0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6
linedris sebesség (cmisec)

1. Abra. Az elméleti tanyérmagassag minimumanak és a linearis sebesség
optimumanak valtozasa a kiilonb6z6 szemcseatméréjii toltetekkel.

Folyadékkromatografias koriilmények kozott, ahol a linearis
aramlasi sebességek kicsik, az aramlas laminaris jellegt.
Ekkor a nyomasesést a kolonnan a Darcy torvény irja le.

dnlu
Ap=—p5— ®)
P
ahol a @ a kolonna aramlasi ellenallasa, egyes szerzok szerint
értéke 500 és 1000 kozott van és 7 a mozgdtazis viszkozitasa.
Tehat a szemcseatmérd csokkenésével, a kolonnan 1étrejovo
nyomasesés négyzetesen novekszik. A kiilonbozd cégek altal
forgalmazott azonos atlagos szemcseatmérdjt kolonnakon a
nyomasesés eltérd lehet. Ennek két oka lehetséges, a nagyobb
nyomasesésii kolonnan a szemcseatméré eloszlas szélesebb,
és a kisebb szemcsedtmér6jiibol tobb van, vagy pedig a
t6ltés soran a szemesék sériilnek és a kis szemcseatmérdju
tormelék elzarja az aramlasi csatornakat. Itt kiegészitjik
azzal, hogy kiilonbséget kell tenni a hagyomanyos HPLC-
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re tervezett toltetek és az ultra nagynyomasra tervezett
toltetek kozott. A toltési nyomasnak, ugyanis nagyobbnak
kell lenni, mint a hasznalatkor mért vagy esetiinkben a
megengedett legnagyobb nyomasnak. A hagyomanyos
HPLC késziiléknél ez a fels6 nyomas 400 bar, az ultra
nagynyomasu késziilékeknél (UHPLC) ez ma 1000-1300
bar. Konnyi belatni, hogy annak az esélye, hogy a szemcsék
sériilnék annal nagyobb, minél nagyobb a toltési nyomas.
Onmagaban véve a 10 nm porus atméréjii szilikagélek
tobbsége birja a 400 barnal nagyobb nyomasokat is. A
hagyomanyos HPLC-re tervezett tolteteknél a kolonna
t5ltési nyomas kisebb, mint 1000 bar. gy lehetséges,
hogy a gyartok a 2 um szemcsatmérdjli tolteteket ajanljak
a hagyomanyos késziilékekhez gyors kromatografias
modszerek alkalamazasara. Ennek azonban vannak
feltételei. Nyomasesés oldalrél az, hogy a mozgdfazisnak
kis viszkozitasinak kell lennie. Ezért keriilnek eldtérbe
az acetonitril tartalmu mozgofazisok szemben a metanol
tartalmtiakéval.  Gradienselicié alkalmazasakor nagy
viz tartamu oldoszerb6l indulva a metanol tartalom
fiiggvényében maximumos gorbével irhato le a viszkozitas
valtozasa. A goérbe mximumat kb. 50 tf. % viz-metanol
elegynél éri el. Ekkor kb 1,5-sz6r nagyobb a viszkozitas,
mint a kiinduladsi mozgofazisnal volt. Acetonitril-viz
elegynél a hatds sokkal kisebb, szobahOmérsékleten a
maximalis viszkozitds alig haladja meg az 1 cP-t. Igy
a nyomdsesés még a legkedvezétlenebb koriilmények
kozott is kb. 50 %-kal kisebb, mint a metanol-viz elegynél
mért. A nagy viszkozitadsu mozgofazisok masik hatranya,
hogy az agyagatadasi ellenallast (lasd: 4 és 5 egyenlet)
kedvezotlentil befolyasoljak. Ennek eredményeként a
linearis sebesség novelésével lényegesen romolhat az
elvalasztas hatékonysaga (meredekebb felszallo ag a H-u
gorbék — pl. van Deemter tipusu - nagy linearis sebességii
tartomanyaban).

A sebesség novelésének hatart szab a késziilék maximalis
nyomas teljesitménye. Mara a hagyomanyosnak tekinthetd
nagyhatékonysagu folyadékkromatografidban (HPLC) ez
400 bar (6000 psi). Ma mar szinte minden késziilékgyartd
forgalmaz UHPLC késziiléket, amelyek 1000-1300 bar
tartomanyig is képesek a mozgofazist szallitani. Az
UHPLC-s elvalasztasok hatékonysagat két hatas kiilon-
ktlon vagy egylittesen is leronthatja. Az elsd hatas abbol
ered, hogy a nagy nyomassal bevitt energia hévé alakul,
amely eredményeképp hossz- és keresztirany hdmérséklet
gradiens alakul ki a kolonnan. Ezek kovetkezménye
elsésorban karos csucsszélesedés, illetve a retencids
tulajdonsagok megvaltozasa.> A héatadas a kornyezetnek
a kolonna atméroétdl figg, minél kisebb a kolonna atmérd
annal nagyobb az egységnyi kolonna-térfogatra juté héatado
feliillet. Ebbol kovetkezik, hogy ekkor inkabb a 2 mm
kortili vagy az alatti kolonnak alkalmazasa teszi lehetévé,
hogy ne alakuljanak ki olyan hémérséklet kiillonbségek,
amelyek jelentds csucsszélesedést okoznak (surlodasi
héeffektusok). Ekkor viszont elétérbe keriilnek a kolonnan
kiviili zénaszélesitd hatasok, és az abbol eredd késziilék
problémak. A kis kolonna hosszhoz, tehat kis belsdéatmérd
kell, hogy tartozzon.

Egybevetve az eddigicket megallapithatd, hogy gyors
folyadékkromatografiat  teljesen  porozus  toltetekkel
kis szemcseatmérdvel ¢s kis kolonna térfogattal lehet

megvalositani. Egyik lehetséges megoldas, hogy a 3
Osszefiiggés értelmében a kolonna hosszat csékkentjiik
¢s ekkor a hagyomanyosnak mondott HPLC (400 bar)
is alkalmazhatd, vagy a késziilék nyomads teljesitményét
noveljiik meg ahhoz, hogy a linearis aramlasi sebességet
ne kelljen csokkenteni, esetleg névelni lehessen. Az elsd
esetben jo kompromisszumnak tiinik, ha a szemcseatmérot 3
pum kortl tartjuk, a masodik esetben alkalmazhatjuk, az un.
szub-2 mikron szemcseatmérdjli tolteteket.

2004 mérfoldko volt a folyadékkromatografia torténetében.
Ekkor a Waters cég piacra dobta az els6 1000 bar-ig (15 000
PSI) miikodé — és kis kolonnan kiviili térfogati - gyors
folyadékkromatografjat. Ezt UPLC-nek nevezte el, amely
az ultra performance liquid chromatograph betliszava. Ezzel
egy idében 1,7 pm atlagos szemcseatmérdjii szervetlen ¢€s
szerves szilanbol (brigde ethylene hybrid, BEH) késziilt
teljesen porozus allofazissal toltott kolonnakat is forgalomba
bocsatottak.** A szemcse elektronmikroszkopds képét a
2 .abran adtuk meg.

2. Abra. Az 1,7 um-es Waters Acquity BEH szemese elektronmikroszkopos
képe.

A szemcse teljesen gombszimmetrikus, a feliiletén nincsenek
kiugrasok vagy mélyedések. Ez tobb szempontbol is fontos,
egyrészt a mechanikai stabilitas miatt, masrészt a szemcsét
koriil vevé alld folyadékfilm okozta zonaszélesedés
kisebb (film diffuzid). A toltet szemcseatmérd eloszlasa
is szlikebb a hagyomanyos HPLC-és toltetekhez képest.
A szakirodalomban jelenleg is vita van a szemcseatmérd
eloszlas szerepérdl, elsdsorban a kinetikai hatékonysagra
gyakorolt hatasardl (6rvény diffuzio, toltet strliség, toltési
tulajdonsagok), miveleti szempontbdl elényds a kis
szemcseatmérd eloszlas.” Wang és mtsai az els6k kozott
mutattak be, hogy a hagyomanyos HPLC-s modszerek (25
cm-es, 5 um-es kolonna, 400 bar nyomads) analizis ideje
akar a hetedére is csokkenthetd 5 cm-es 1,7 um-es BEH
kolonnat és 900-1000 bar nyomast alkalmazva.® A 3. abran
egy hagyomanyos médszer gyors modszerre transzferalasat
lathatjuk.®

KromasilC18, 250mmx4.6mm, Sum Waters Aoquity BEH SOmem<2. Lmm, 1.7um
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3. Abra. Egy izokratikus hagyoméanyos HPLC elvalasztis UHPLC-s
felgyorsitasa. (gyogyszerhatdanyagok elvalasztasa).

A Waters BEH 1,7 pm-es toltet sikere utdn hamarosan
mas gyartok is forgalomba hoztak 2 pm-es vagy az alatti
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toltetiiket. El6szor az Agilent Zorbax RHD 1,8 pme-es, a
Thermo Hypersil Gold 1,9 pm-es majd a Grace Vision HT
1,5 um-es toltetei jelentek meg. Mara mar minden kolonna
gyartd cég ajanlja a sajat teljesen porézus UHPLC-s toltetét.
Az 1. tablazat a 2011-ig kerskedelmi forgalomban megjelent
2 um és az alatti tolteteket foglalja 6ssze.’

1. Tablazat. Kereskedelmi forgalomban megjelent (2011-ig) 2 pm-es és
az alatti toltetek.

névleges
gyartd kolonna/termék neve szemcseatmérod
(m)

Alltech (Grace Davison) ~ VisionHT 1,5
Shant Laboratories Pathfinder 1,5
Fortis Technologies Fortis 1.7 1,7
Orachem Technologies Emerald, Epitomize 1,7
Phenomenex Luna, Kinetex 2,0, 1,7
Sepax GP-8 and GP-18 1,7
Waters Acquity BEH, CSH 1,7
Agilent Technologies Zorbax Rapid 1,8

Resolution HT/HD
Bischoff ProntoPEARL TPP 1,8

Ace-EPS
ES Industries Epic Sub-2 1,8
Knauer BlueOrchid 1,8
Macherey-Nagel Nucleodur 1,8
MicroSolv Technology Cogent Diamond & 1,8

Silica-C
Micro-Tech Scientific Microsil 1,8
Perkin Elmer BrownLee 1,9
Restek Pinnacle DB/ Ultra I1 1,9
Thermo Hypersil Gold 1,9
Varian Pursuit UPS 1,9
Agela Technologies Rapid aSB 2,0
Hitachi LaChromUltra 2,0
Imakt Presto 2,0
Shiseido Capcell Pack 2,0
Tosoh Haas TSKgel SuperODS 2,0
YMC Ultra-Fast 2,0
Zirchrom Zirchrom 2,0

Azt azért megjegyezzik, hogy ugyan a 2 pm alatti toltetek
abszolit értékben igen jo tanyérmagassagokat (/)
valositanak meg, de az un. redukdlt tanyérmagassag
(h:H/dp) minimuma, ezekkel a toltetekkel elmarad a 3-5
um-es toltetekhez képest. A redukalt tanyérmagassag egy
dimenziomentes mérdszam (Giddings vezette be), amivel a
kiilonboz6 szemeseméretli kolonnak hatékonysagat vethetjik
Ossze fuggetlentil a szemcsemérettdl. Elmélet szerint egy jol
toltott teljesen porozus toltetli kolonnanak #=2-2,5 kozotti

redukalt tanyérmagassag minimumot kellene adnia. Sok
esetben a szemcseatmérd és redukalt tanyérmagassag kozott
forditott arany figyelheté meg (4. abra).'” Ez azt jelenti, hogy
a 2 um alatti toltetek hatékonysaga a gyakorlatban elmarad
az elméletileg elvarhat6tol (h,, ~3). Ennek t6bb oka lehet,
1) a mar emlitett hdeffektusok 2) kolonna t6ltési problémak
illetve 3) a karos oszlopon kiviili térfogatok is nagyban
leronthatjak a kolonnak hatékonysagat.

3.5 4

3.0 A

25 4

redukalt tanyérmagassag

1.3 1.5 1.7 19 21 23 25 27 29 3.1
szemcse atméré (pm)

4. Abra. A redukalt tanyérmagassag minimum értékének véltozésa a
toltet szemceseatmérd fiiggvényében. Ez esetben a csucsszélesedéseket
korrigaltuk az oszlopon kiviili csticsszélesedésre illetve fontos
megjegyezni, hogy a toltetek/kolonnak kiilonbozo gyartoktdl szarmaznak.

2.2. Héjszerkezetii (mag-héj) toltetek

A zobnaszélesedés csokkentésének masik megoldasa, ha
a diffuziés uthosszat roviditjik. Ez hozta el a héjszerti
toltetek jelenlegi reneszanszat. Horvath és Kirkland kozel
negyven éve bevezette ezeket a tolteteket, amelyeket, akkor
pellikularisnak neveztek.''!* Horvathék el6szor a 60-as évek
legvégén, 50 pum tiveggyongyot hasznaltak, amelyet 1 pm
szerves polimer alapt ioncserélovel vettek koriil. Utana
Kirkland volt az, aki 30-40 um atmérdji toltetet készitett
1 pm-es aktiv réteggel. Az ilyen tipust tolteteknek az
anyagatadasi ellenallasa jobb, mint a hasonldé méretii teljesen
porozus tolteteknek. Ez a toltet azonban nem lett népszeriiv
a folyadékkromatografias tarsadalomban, mert a teljesen
pordézus szilikagél alapu toltetfejlesztés valt dontové s
megjelentek a 10, 5 késdbb a 3 pm szemcseatmérdji teljesen
porézus toltetek. A kezdeti sikertelenség oka a nagy inaktiv
mag (az aktiv réteghez képest), aminek a kovetkezménye a
kolonnak kis terhelhetdsége és a visszatartasa csokkenése
volt. 2007-ben 1jbdl megjelentek ezek a toltetek (harmadik
generacid), amikor a szemcseatmérd mar kisebb volt 3
um-nél. Ez oridsi attorést hozott a gyors folyadékkromato
grafidban. Az els6 2,7 um-es héjszerkezetii toltetek Halo és
Ascentis Express néven kertiltek kereskedelmi forgalomba,
s ismét Kirkland volt az, aki bevezette.'*

Kezdetben, az alap koncepcio az volt, hogy makromolekulak
elvalasztasanak hatékonysagat javitsak 1gy, hogy a
csokkentett diffuzios uthossz kovetkeztében felgyorsulnak a
szemcsénbeliilianyagatadasifolyamatok. Ezttigy lehetelérni,
hogy a toltet tartalmaz egy nem pordzus magot ¢s ezt veszi
koril az elvalasztasban szerepet jatszo aktiv pordzus réteg.
Az 5. abra a héjszerkezetii toltetek sematikus képét mutatja.

119 évfolyam, 1. szam, 2013.



32 Magyar Kémiai Folyéirat - El6addsok

b

porézus réteg

5. Abra. Héjszerkezetii toltetek sematikus képe (balra), illetve
elektronmikroszkdpos felvétele (jobbra).

Az1j generacios héjszerkezetli toltetek kis szemcseméretébol
adodik az elony6s oOrvény- és tengelyiranya diffuzids
tulajdonsag, a vékony pordzus réteg kovetkeztében pedig
gyorsabb részecskén beliili anyagatadas és kedvezobb
hossziranyt diffazié varhatd. Kaczmarski és Guiochon
levezetései alapjan, a részecskén beliili diffuzivitias a belsd
mag atméro és a teljes szemcse atmérd hanyadosanak (p)
fiiggvényében leirhat6.”> Ahogy ez az arany novekszik
(p=1 megfelel a nem-pordzus toltetnek, mig p=0 a teljesen
porézusnak) ugy valik egyre gyorsabbd az anyagatadasi
kinetika az aktiv héjban (van Deemter 6sszefiiggés C tagja,
nevezetesen az allofazis jaruléka). Ez az elény6s tulajdonsag
elsésorban a nagy linearis sebességeknél jelentkezik.
Masrészt a hossziranyu diffuzionak is csokkennie kell az
inert belsé mag miatt (van Deemter Osszefliggés B tagja).
Ennek elsésorban a kis linearis sebességi tartomanyban
van jelentosége. Az altalanos sebességi elméletbdl az is
levezethetd, hogy az anyagatadas mozgoéfazis jaruléka
is fugg kozvetve a héj-vastagsagtdl (mert a visszatartds
csokken a rétegvastagsag csokkentésével).'® Az elméleti
levezetések szerint koriilbeliill 2,3-szor illetve 1,7-
szer gyorsabb részecskén beliili anyagatadas varhato
a kereskedelmi forgalomban kaphaté 2,6 és 2,7 um-es
héjszerkezetii toltetekkel (Kinetex and Halo/Ascentis
Express/Poroshell-120, p = 0.73 és p = 0.63), mint az azonos
méretl teljesen pordzus toltetekkel. A 6. abra néhany elméleti
h-v gorbét mutat (v a redukalt linedris sebesség) azonos
szemcseatmérdjii, de kiilonboz6 szerkezetii toltetekre.’

35 4
30 A
25 4

20 4

redukalttanyérmagassag (h=H/dp)

redukalt linearis sebesség(v=udy/Dr)

6. Abra. Szamolt 4-v gdrbék teljesen porézus és héjszerkezetii téltetekre.
Feltételezett mozgdtazis dsszetétel: 50% acetonitril-50% viz, komponens
molekulatdmege 1000 g/mol.

A 6. abra mutatja, hogy teljesen pordzus toltetekkel kb.
h,.=2.0, mig a jelenlegi héjszerkezetli toltetekkel /2 =1,2-

1,5 korili redukalt tanyérmagassag minimum varhato.
Meg kell jegyezniink, hogy az irodalomban talalhatd
rendkiviil jo hatékonysagi adatok kromatografidsan kis
molekulakra, nem magyarazhatoak a jelenlegi elméletekkel.
Tobb szerz6 is 1ényegesen kedvezdbb orvény diffuzids
tulajdonsagot (van Deemter Osszefiiggés A tagja) figyelt
meg a héjszerkezeti toltetekre, mint a teljesen porézusokra.
Elvileg a szemcse szerkezetnek nem kellene hatassal lennie
az oOrvénydiffuziora, de most gy tiinik, hogy ez lehet
az oka a rendkiviili j6 hatékonysagnak a kismolekulas
elvalasztasokra. Van, aki a héjszerkezetii toltetek kitind
szemcseméret eloszlasaval, van aki pedig a viszonylag
g0bos feliilettel és az ennek koszonhetd jobb kolonna toltési
tulajdonsagokkal (homogénebb téltetagy) magyarazza
a jelenséget.'”'® Jelenleg a héjszerkezetli toltetek
reneszanszukat élik, remek hatékonysagot produkalnak
mind kis, illetve makromolekulak elvalasztasakor.

Az eddig targyalt elonyok mellet néhany hatranyos
tulajdonsagot is meg kell emliteni. A vékony aktiv porozus
réteg miatt konnyen belathatd, hogy azonos méretii teljesen
porézus toltethez képest kisebb terhelhetdség és kisebb
visszatartas varhatd a héjszerkezetli toltetekkel. Kisérleti
adatok alapjan, az 0j generacids héjszerkezetli toltetek
terhelhetdsége nagyjabol megegyezik a 2 um-nél kisebb
teljesen porozus toltetekével.'”?® Az is bebizonyosodott,
hogy a visszatartas csokkenése a jelenlegi p=0,6-0,8
szemcseszerkezet esetén még nem kritikus.?! Elsésorban
p>0,8 szemcseszerkezet esetén (pl. Aeris WP toltet) valik
jelentdsé.

Maéra mar szinte minden toltet-gyartd forgalmaz uj
generacios héjszerkezetii alléfazisokat. Eloszor a 2-3 um
szemcseatmérd kozotti toltetek jelentek meg, amelyeknél
a héj vastagsaga 0,35-0,50 um koz6tt volt (Halo, Ascentis
Express, Poroshell, Kinetex). Erdekes, hogy ezen toltetek
tlagos porus atméréje 90-100 A kozotti volt, holott a
héjszerkezetl toltetek, elmélet szerint makromolekulakra
teljesitenck a legjobban. Mara mar megjelentek a 160,
200 és 300 A koriili héjszerkezetti 4llofazisok is (Halo
Peptide ES, Aeris WP...), amelyek remek hatékonysaggal
alkalmazhatok fehérje elvalasztasokban.?*?! A 2. tablazatban
a jelenleg kereskedelmi forgalomban kaphato 0j generacios
héjszerkezetl tolteteket foglaltuk 6ssze. Nemrégiben a 2 um
alatti és a 3-5 um ko6zotti toltetek is megjelentek. Az elobbiek
hihetetlen, eddig sosem tapasztalt kinetikai hatékonyag
elérésére teszik képessé az alkalmazodt, az utobbiakat pedig
elsésorban a hagyomanyos HPLC-s toltetek (3-5 um teljesen
porozus) helyettesitésére javasoljak a gyartok.

2.3. Monolit kolonnak

A monolit eredeti jelentése nagy k6. Kromatografias
szempontbol ez annyit jelent, hogy egyetlen polimer adja
a kolonnat, amelyben két fajta porus talalhato (szilikagél
alapt monolitok estén). A nagyobbik porus atmérdje 1-3 um,
ezt nevezziik atfolyd pdrusnak, mig a szilard polimerben
talalhatok a mezopdrusok, amelyek a komponensek
megkotddését biztositjak. A kereskedelmi forgalomban,
mind szerves polimer, mind szilikagél alapi monolit
kolonnak kaphatdk. Mi tovabbiakban csak a szilikagél
alapuakkal foglalkozunk. Rovid torténeti attekintés kedvéért
néhany ezen a teriileten tevékenykedd szakembert sorolunk
fel. Uttoré munkat végzett ezen a teriileten Hjertén, Svec,
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2. Tablazat. Kereskedelmi forgalomban megjelent 0j generacios
héjszerkezetli toltetek.

L, kolonna/termék neVlegesr . reteg ,
gyartd szemcseatmérd  vastagsag
neve
(m) (um)
Poroshell 300 5,0 0,25
Agilent
Poroshell 120 2,7 0,50
Halo 2,7 0,50
Advanced .
Material ?géoAPep“de'Es 27 0.50
Technology
Halo-5 5,0 0,60
Ascentis Express 2,7 0,50
Ascentis Express
Sigma-Aldrich ~ Peptide-ES 160 A 27 0,50
Ascentis Express 5.0 0.60
F5
5,0
2,6 0,35
Kinetex
1,7 0,23
Phenomenex 1,3
3,6 0,50
Aeris Peptide
1,7 0,23
Aeris Widepore 3,6 0,20
Th.e rm.o Accucore 2,6 0,50
Scientific
Macherey- Nucleoshell 2,7 0,50
Nagel
Brownlee SPP 2,7 0,50
Perkin Elmer Brownlee SPP 27 0.50
Peptide-ES ’ ?
Sunniest SunShell 2,6 0,5
1,7 0,35
jelenlegnem g e 1,7 025
kaphatd
1,7 0,15

Horvath, Tanaka és az altaluk kialakitott muhelyek és
azok munkatarsai.’>?» Kereskedelmi forgalomban a
Merck és a Phenomenex cég altal forgalmazott termékek
vannak (Chromolith, illetve Onyx). Az utébbi a Merck
liszence alapjan gyartja a kolonnat. Az elsé generacids
szilikagél alapu monolit 2000-ben keriilt kereskedelmi
forgalomba. Tavaly jelent meg a tovabbfejlesztett valtozat,
ami a masodik generacios monolit nevet kapta. A toltetek
elektronmikroszkdpos felvételét a 7. abran mutatjuk be.?

A 7. dbran a sotét rész az atfolyo porus a vilagos a szilikagél
vaz (skeleton). A vilagos részek adjak a szilikagél alapvazat,
mig a sotét részek a nagy atmérdji porusokat. A szerkezet
olyan szivacshoz hasonlit, ahol a podrusok nyitottak ¢és
egymassal Osszekottetésben vannak. A mozgdfazis aramlasa
ezekben a um-es nagysagrendii porusokban torténik. Ahogy
a 7. abran is jol lathatd, a porusok atmérdje kozel allando.

7. Abra. Els6 (balra) és masodik generaciés (jobbra) szilikagél alapt
monolitok elektronmikroszkopos képei.

Ebbdl kovetkezik, hogy aramlasi ellenallds oldalardl nézve
nincs sziik keresztmetszet, amelyet a szemesés tolteteknél a
legkisebb atmérdjli csatorna ad meg. Toltetes kolonnaknal
az aramlasi csatorndk atmérdjét a szemcseatmérobol lehet
becsiilni. Szabalyos alakt, gombszimetrikus tolteteknél ez
a szemcseatmérd 1/3 része. Tehat egy 3 pm-es toltetnél ez
1 um-nek felel meg. Ez csak akkor igaz, ha a toltés soran a
részecskék nem sériilnek és a szemcseatmérd eloszlas sziik
¢és az atlagos szemcseatméronél sokkal kisebb szemcséket
toltés elott eltavolitottak. A mozgofazis aramldsa ezekben az
egymassal dsszekdottetésben 1évo porusokban torténik, mig a
visszatartast a vazban 1évé mezoporusok adjak. Az aramlast
lehetévé tevd porusok atmérdje 1-3 um, a visszatartast
eredményezd mezoporusok atlagos atmérdje 10-20 nm, a
kereskedelmi forgalomban 1évéé 13 nm. Ennek a toltetnek
a fajlagos feliilete nagyobb, mint 100 m?/g, ami megfelel
a szemcsés tolteteknél mért értékeknek. Az abrabol az is
lathato, hogy a porustérfogat (sotétebb rész) aranya nagy a
vaz (vilagosabb rész) aranydhoz képest (kis fazisarany). A
monolit kolonna porozitasa, Gsszevetve a szemcsés toltetli
kolonnakkal, sokkal nagyobb. Ez megszabja a kolonna
aramlasi ellenallasat (permeabilitasat), ebbdl kovetkezik,
hogy ugyanolyan térfogat-aramldsi sebességhez sokkal
kisebb nyomasesés tartozik. Ez igaz, mind a szilikagél
alapu, mint a szerves polimer alapi monolitokra. Az
els6 monolitok 10 cm hosszuak voltak, nagy aramlasi
sebesség mellett hasznaltdk az elemzési id6 csokkentés
érdekében. Ezek nem feleltek meg a folyadékkromatograf-
tomegspektrométer (LC-MS) csatolt technikanak. Ez
vezetett el az ultragyors monolit kialakitdsdhoz. El6szor
a kolonna hosszat csokkentették 5 majd 2,5 cm-re, majd a
kolonna belsdatmérdjét 4,6 mm-rél 3, majd 2 mm-re. Az
5 cm hosszu 2 mm atmérdjii monolit kolonna (Chromolith
FastGradient) jol alkalmazhaté LC-MS modszerekhez,
illetve UHPLC késziilékekben hasznalva gyors ¢és hatékony
elvalasztasok megvaldsitasara.

Az egybefiiggd, és kozel azonos atmérGji porusok a
kolonna permeabilitdsdit nagyban novelik. Elméletileg
levezetve ezt, visszajutunk a klasszikus Karmany-Kozeny
Osszefiiggéshez.

3
€ 2

“180(1-¢) ” ©

ahol a K jelenti a kolonna permeabilitasat, ¢ a porozitast
és a dp a szemcsés toltetli kolonnaknal a szemcseatmérot,
mint karakterisztikus paramétert (domain size), a monolit
kolonnakndl az éaramldst biztositd porusok atmérdjének
és a szilard fazis vastagsaganak az Osszege. A kolonna
porozitasait a hagyomanyos moddon tudjuk értékelni,
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nevezetesen a kolonnan beliil talalhatd tires térfogat és a
kolonna §ssz—térfogatanak hanyadosaként. A permeabilitas
¢s a kolonnan Iétrejové nyomasesés kozott a kovetkezd
Osszefiiggés teremt fiiggvény kapcsolatot:

Ap

ahol az 7 a mozgofazis viszkozitasat jelenti. Atrendezve az
egyenletet Ap-re a kovetkez6 osszefliggést kapjuk:

Ap = umn-L

K

Tehat a kolonna aramlasi ellenallasa (permeabilitasa)
kozvetleniil megszabja a kolonnan a nyomasesést. Ez
viszont a kolonna porozitasaval fligg 6ssze. Szilikagél alapu
monolit kolonnaknal a teljes porozitas e=81 %.%° Szemcsés
kolonnaknal, amelyeket a hagyomanyos HPLC ¢és UHPLC
technikanal hasznalunk ez az érték 50-70 % ugyan, de az
aramlasi csatornakat ado szemcsék kozotti porozitas kisebb,
mint 40 %, ehhez jarul a nem egyenletes csatorna-atméro,
aminek kovetkeztében a K értéke tovabb csokken. Az
UHPLC technikdban a mechanikai stabilitds novelése miatt
a porozitas értéke e~50 %. Bevezethetjik a ¢ paramétert,
amely az aramlasi ellenallassal aranyos tényezo:

(11)

2 2
0 =— =—d;” (12)

Az Osszefiiggés egyértelmii fliggvénykapcsolatot ad a
karakterisztikus méret (szemcseméret vagy domain méret
/d, /) és az dramlasi ellenallas valamint a karakterisztikus
méret és a ¢ kozott. A monolit kolonnaknal, ahol az atfolyd
porus és a vaz atmérd viszony kozel allando, a ¢ értéke is
allandd, Osszevetve egy 5 um atlagos szemcseatmérdju
kolonnaval, kozel egy nagysagrenddel kisebb. Az
aramlasi ellenallas tehat kevésbé szab hatart az elemzések
gyorsitasanak. Ha figyelmbe vessziik egy kolonna altal elért
tanyérszamot, retencids iddt €s a 1étrejovo nyomasesést (azaz
a permeabilitast) akkor a kolonna abszolut teljesitménye az
elvalasztasi ellenallassal (E) definialhato:

o 1yAp
Nn(+k)

A monolit kolonnak elméletileg nagy lehetdséget adnak
a gyors elvalasztasokra, az elvalasztasi ellendllasuk igen
kedvez6, sok esetben jobb, mint a szemcsés tolteteké.
Gyakorlatban azonban technikai problémak okozzak,
hogy az elméletinél kisebb hatékonysagot lehet veliik
elérni. Ezt, a nemrég megjelent masodik generacids
monolit toltetek részben kikiiszobolik, ahol az atfolyd
porusok egyenletességének novelésével nagyobb kinetikai
hatékonysagot tudtak elérni. A masodik generacids monolit
porozitdsa azonos az elsd generaciossal, viszont az atfolyo
porusok ¢€s a falvastagsdg valamivel kisebbek, mint az
elodjénél voltak. Ennek kovetkezménye természetesen az
aramlasi ellenallas novekedése. Azonos dimenzidji masodik
generacios kolonnan — azonos térfogat aram mellett — kb.
kétszer nagyobb nyomas esik, mint egy elsd generacids
monoliton. A szilikagél alapi monolit kolonnak mtianyag

(13)

hazban keriilnek forgalomba (poliéter-éter-keton), ez
behatarolja az alkalmazhaté fels6 nyomast, ami 200 bar.

Meg kell emliteniink néhany szdban a szerves polimer alapt
(polimetakrilat, poliakrilamid, poli-sztirén-divinilbenzol)
monolitokat is, amelyeket elsdsorban makromolekuldk
(fehérjék, peptidek, oligonukleotidok) elvalasztasara
sikeresen alkalmaznak.?*> Els6sorban jo pH és ho-
stabilitasuk, valamint a szilanol csoportok hianyabdl eredd
- kéros masodlagos kolcsonhatasok, ioncserés hajlam
hianya miatti — kedvez6 tulajdonsagok végett terjedtek el a
fehérje analitikaban. Kereskedelmi forgalomban a Thermo
Scientific cég ProSwift név alatt megjelent kolonnai (RP-18S,
RP-2H, RP-3U és RP-10R) kaphatok.

2.4. Szemcsés teljesen porozus, héjszerkezetii és
monolit kolonnak ésszehasonlitasa

A gyakorlatban altalaban arra vagyunk kivancsiak, hogy
melyik kolonna adja a leggyorsabb vagy a legnagyobb
hatékonysagu elvalasztast. Eddig szd esett a van Deemter
tipusu (H-u) gorbékrdl, amelyek megmutatjak, hogy adott
kolonnaval milyen elméleti tanyérmagassag érhetd el, egy
adott linedris sebesség (vagy mozgdfazis térfogataram)
tartomanyban. Ezekkel a gorbékkel osszehasonlithatjuk a
kiilonb6z6 kolonnakat aszerint, hogy melyik kolonna ad
jobb tanyérszamot egy adott linearis sebességnél. Viszont
ezek a H-u gorbék nem adnak tajékoztatast arrdl, hogy egy
adott elvalasztas mennyi id6t igényel, illetve hogy mi is
az a maximalis tanyérszam vagy leggyorsabb elvalasztas,
ami megvaldsithatd az adott kolonnaval. Hogy ilyen
kovetkeztetéseket vonjunk le, figyelembe kell venniink a
kolonnak permeabilitasat, illetve mechanikai stabilitasat
(nyomasallosagat) is. Masik nehézség a H-u gorbékkel a
kiilonb6z6 morfoldgiaju toltetek dsszehasonlitasa, hiszen a
karakterisztikus tulajdonsagok eltéréek egy monolitnal, egy
teljesen pordzus vagy egy héjszerkezetii szemcesés toltetnél.

A kinetikus gorbék moddszerével - a kisérletileg felvett
H-u adatokat felhasznalva - egyszerlien elvégezhetjik az
analizis id6 és tanyérszamok ,.extrapolalasat” egy adott (pl.
maximalis) nyomasértékre. Igy megtudhatjuk, hogy mi a
maximalis elérhetd tanyérszam adott analizis idon beliil,
illetve hogy mi a legrovidebb idé egy adott tanyérszam
megvaldsitasara. Ehhez kisérletileg meg kell hataroznunk a
kolonna permeabilitasat (1asd 10. egyenlet).

Ezutdn, - a mozgofazis viszkozitasanak ismeretében - egy
adott nyomasesésre (4P ) egyszerlien kiszamolhatjuk 7,
illetve N értékét (extrapolalt) az alabbi Osszefuggéseket
alkalmazva:

AP [ K
th=—""|—% (14)
n u
AP K
N=—== —& (15)
n (uH

A kapott adatokat tobbféle képen is abrazolhatjuk.
Leggyakrabban a #, t/N vagy t/N° értékeket szoktuk
megjeleniteni a tanyérszam fiiggvényében. Mindharom
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érték aranyos az analizis id6vel. Tovabba, az adott
tanyérszamhoz tartozd kolonna hossz is meghatarozhato,
hiszen kisérletileg megmértiik a H értékeket és kiszamoltuk
a maximalis nyomdashoz tartozd tanyérszdmot. A kettd
szorzata megadja azt a kolonna hosszat, amivel az adott
tanyérszam elérhetd. A kinetikus elmélet tovabbi részleteit
nem targyaljuk, szamos kozleményben olvashato.”* Ha a
kinetikus gorbék mddszerével 6sszehasonlitjuk a jelenlegi
leghatékonyabb kiilonb6zé morfologiaja tolteteket, érdekes
kovetkeztetéseket vonhatunk le.

A kovetkezd példaban 5 cm-es kolonnak kinetikai
tulajdonsagat hasonlitottuk &ssze, kis gyogyszer molekulak
elvalasztasara (monolit, teljesen pordzus 2 um alatti, illetve
héjszerkezetli 2,6 és 2,7 pm-es toltetek) (8. abra).>*

1E+00

+ Chromofith FastGradient ¥
& Kinetex 2 6 um /A
Acquity BEH 1.7 um 4 /’
1E-01 4| « Ascentis Express 2.7 um b i
Hypersil Gold 1.9 um ’/

1E-03 S

1E-04 T T
1000 10000 N 100000 1000000

8. Abra. Osszehasonlito kinetikus gérbék (monolit, 1,7 és 1,9 um-es
teljesen pordzus és 2,6-2,7 um-es héjszerkezetii toltetek).

Korabban részleteztiik, hogy az adott toltet tipusokkal
milyen tanyérszamok varhatdk, illetve beszéltink a
kolonndk permeabilitasarol  (aramlasi ellendllasardl).
Jelenleg a legjobb tanyérszamok, a legnagyobb kinetikai
hatékonysag, a 2 um alatti teljesen porozus, illetve a 2,6-
2,7 um-es héjszerkezetii toltetekkel érheto el. E két toltettel
nagyjabdl azonos tanyérszamokat tudunk megvaldsitani,
viszont a 2,6-2,7 um-es héjszerkezetli toltetekkel fele vagy
harmad akkora nyomason tudunk dolgozni, mint a 2 pm
alatti toltetekkel. A jelenleg kereskedelmi forgalomban
kaphaté monolitoknak rendkiviil kedvez6 a permeabilitasa,
viszont az elérhetd tanyérszamok joval elmaradnak az
elozd két szemcsés toltethez képest. Figyelembe kell
venniink a kolonnak mechanikai stabilitasat is. A szilikagél
alapu monolitoknak altaldban 200 bar, a 2,6-2,7 pm-es
héjszerkezetli tolteteknek 600-1000 bar és a 2 um alatti
teljesen porozus tolteteknek 800-1200 bar a nyomasalldsaga.
A 8. abra ezeket a tulajdonsagokat egyiittesen foglalja
Ossze. Az idbegységre jutd tanyérszamot (7,/N) dbrazoltuk
az elvalasztashoz sziikséges tanyérszam fiiggvényében.
Az abran a kis /N, illetve az alacsony N szakasz (N<20-
30000) felel meg a gyors elvalasztasoknak (viszonylag kis
tanyérszam és rovid analizis id6). Ebben a tartomanyban
(az abra bal alsé negyede) azt latjuk, hogy adott tanyérszam
(pl. N=20000) leggyorsabban a 2,6 um-es héjszerkezetii
(Kinetex) toltettel valosithatd meg. A gyakorlatban altalaban
ez a tartomany ahol dolgozni szoktunk. Kicsit elmarad ettol
a teljesen pordzus 1,7 pm-es Acquity BEH, majd a 2,7 um-
es héjszerkezetli Ascentis Express, és a teljesen pordzus

1,9 um-es Hypersil Gold szinte azonosan teljesit. Végiil a
monolit kolonnaval (Chromolith) kapjuk a leghosszabb idejt
elvalasztast. Kissé eltérd rangsort kapunk a nagyfelbontasu
elvalasztasok tartomanyaban (az abra jobb oldali fele).
Példaul, ha az elvalasztas tanyérszam igénye 300000, akkor
a két teljesen porozus 2 pum alatti és a két héjszerkezetii toltet
nagyjabol azonos analizis idot biztosit, viszont a monolit
kolonnat hasznalva 1ényegesen hosszabb idore van sziikség
a 300000-es tanyérszam elérésére.

A példabol jol latszik, hogy az -elvalasztas céljanak
megfelelden kell kolonnat valasztanunk. Nem mondhatjuk
ki, hogy melyik kolonna a legjobb. A héjszerkezett 2,6-2,7
um-es toltetek altalaban jol teljesitenek, alkalmazhatoak
gyors ¢s nagyfelbontasu elvalasztasokra egyarant.

A gyakorlatban a folyadékkromatografias elvalasztasok
tobbségét gradiens eluciés mddban végezziik. A gradiens
elvalasztas hatékonysagat altalaban a csucskapacitassal
jellemezziik. A csucskapacitds annak a mérészama, hogy
adott idd alatt (pl. a gradiens program ideje) hany darab
csucsot tudunk egymastdl elvalasztani egy meghatarozott
cstcsfelbontdssal (4ltaldban R=1). Szémos Osszefliggés
talalhatd az irodalomban a csucskapacitas (n) leirasara, a
gyakorlatban dltalaban a gradiens id6 (7)) és a cslicsszélesség
(w) hanyadosat vessziik alapul:

t
n=1+-% (16)
W

Természetesen a cstcskapacitdas sok valtozotdl fligg.
Nagymértékben fiigg a gradiens id6tdl, a térfogataramtol,
a gradiens meredekségétol vagy a  mozgofazis
hémérsékletétol. A kovetkezd példaban szintén 5 cm-es
kolonnak hatékonysagat hasonlitottuk 6ssze azonos gradiens
meredekség, gradiens idd, hémérséklet és térfogataram
mellett (9. abra).

200 4
150 -

100 -
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# Chromolith
OBEH 1.7um

O Hypersil Gold 1.9um

X Ascentis Express 2.7um
A Kinetex 2.6um

I

50

0 T T T T 1
5 10 15 20 25 30
gradiens idé (perc)

9. Abra. Osszehasonlito csticskapacitas gorbék (monolith, 1,7 és 1,9 um-
es teljesen pordzus és 2,6-2,7 um-es héjszerkezetii toltetek, 5 cm x 2,1 mm
kolonnak), tesztkomponensek: szteroidok.

A 9. abra szerint — az alkalmazott kisérleti koriilmények
kozott — a 2,6 pm-es héjszerkezetli Kinetex toltet
adja a legnagyobb csucskapacitast. Fél ords gradiens
programmal, az 5 cm-es kolonnaval akar 170-180 csucsot
is elvalaszthatunk egymastdl. Kicsit elmarad a két teljesen
porézus 2 um alatti és 2,7 pm-es teljesen pordzus toltet,
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bar még ezekkel is igen nagy csucskapacitas érhetd el. Az
5 cm-es monolit kolonnaval maximum 110-120 kozotti
csucskapacitas érhetd el, ami koriilbeliil azonos, mint egy
3-4 um-es teljesen porozus toltet hatékonysaga.

Hasonléan az izokratikus eluciéos modhoz, gradiens
modban is szamolhatunk elvalasztasi ellenallast vagy
kinetikus gorbéket és hasonld eredményt kapunk, mint
izokratikus modban. Jelenleg a legigéretesebbnek a
2-3 um kozotti héjszerkezetli toltetek tlinnek, hiszen
kivalo kinetikai hatékonysaguk viszonylag nagy kolonna
permeabilitassal tarsul. Nemrégiben keriiltek forgalomba
2 pm alatti héjszerkezetli toltetek, amelyek rendkivil nagy
kinetikai hatékonysagot mutatnak. Egy 5 cm-es, 1,7 um-es
héjszerkezetl toltettel akar N=17000 tanyérszam is elérhetd,
ami korabban elképzelhetetlen volt.

A kovetkezd abran (10. abra) gyors gradiens elvalasztasokra
mutatunk be példat. Korszeri 5 cm-es kolonnakkal
14 szteroidot valasztottunk el, minddssze 2,5 perc
alatt.’> A gyogyszeriparban kiilonésen nagy jelentdsége
van az elvélasztasok gyorsitdsdnak, hiszen mind a
madszerfejlesztési- mind pedig a rutin vizsgalatok ideje
drasztikusan csokkenthet6. Hagyomanyos késziilékeken,
15-25 cm-es kolonaval (3-5 pum-es toltet) egy hasonlo
mindségli elvalasztas koriilbeliill 8-15 percet igényelne.
Korszeri 5 cm x 2,1 mm-es kolonnak alkalmazasaval a
modszerfejlesztési id6 koriilbeliil harmadara-negyedére
csokkenthet6 a hagyomanyos kolonnakhoz képest.

00904
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10. Abra. Szteroidok elvalasztdsa 5 cm x 2,1 mm kolonnékon (3 perc
gradiens program, 0,8 mL/perc térfogataram).’® Kolonnak: Héjszerkezetii
Kinetex 2,6 um, Poroshell 2,7 pm, Ascentis Express 2,7 pum és teljesen
porézus Waters BEH 1,7 pm.

2.5. Nagyhomérsékletii elvalasztasok

Folyadékkromatografias elvalasztasok sebessége
gyorsithatd a mozgofazis homérsékletének emelésével is.
A homérséklet emelésével ugyanis csokken a mozgofazis
viszkozitasa és gyorsul az anyagataddas (nd a diffuzids
allandd). A H-u gorbék optimuma a nagyobb linedris
sebességek iranyaba tolodik el és felszallo aguk (C tagra

jellemzo6 tartomany) meredeksége csokken. Ez koénnyen
belathatd a 6. egyenletbdl, hiszen a linearis sebesség
optimuma a diffuzios allanddé négyzetgyokével aranyos.
A csokkent viszkozitds miatt a nyomasesés is kisebb lesz,
tehat a linearis sebességet tudjuk fokozni anélkiil, hogy nagy
nyomas teljesitményre volna sziikség. Elméletileg tehat
nagyon igéretes a mozgofazis homérsékletének emelése.
Természetesen a homérséklet elonyds hatasat mar nagyon
koran felismerték és 1969-ben a technikat HTLC-nek
(High Temperature Liquid Chromatography) nevezték
el. Antia és Horvath kiilondsen nagy eldnyodket tapasztalt
makromolekuldk elvalasztasakor.3® Késébb, 1995-ben Chen
¢s Horvath fehérjéket valasztott el 120 °C-os mozgofazis
hémérsékletet alkalmazva, az elvalasztds mindossze
10 maésodperces volt!*” Akkoriban ez megddbbentette a
kromatografias vilagot, senki nem gondolta, hogy fehérjéket
lehet ilyen magas homérsékleten vizsgalni. Azdta viszont a
70-90 °C-os mozgofazis homérséklet teljesen rutinszert lett
a fehérjék forditott fazisu elvalasztasaiban. Makromolekulak
anyagatadasi tulajdonsagai nagymértékben javithatok a
diffuzids tulajdonsagok fokozasaval. A molekulak diffuzios
allanddjat pedig elsdsorban a hdmérséklet szabja meg.

A HTLC-s modszerek egyik kritikus eleme, a mozgofazis
megfeleld elémelegitése (pre-heating). Ennek mar 60
°C felett is dontd jelentOsége lehet.’® NagyhOmérsékletii
folyadékkromatografidban a csticsalak nagymértékben fligg
az elofiitott mozgodfazis tomegétdl (pre-heater térfogattol)
az adagolt térfogattdl és a mintaoldat oldoszerét6l.>* Azok a
késziilékek, amelyek csak az oszlopteret fiitik, altalaban nem
hasznalhatoak 60 °C feletti elvalasztasokhoz. A 11. abran
szemléltetjiik a mozgofazis eldfiités szerepét. A kolonna utan
viszont a mozgdfazis lehiilésére van sziikség, hogy a karos
detektorzajokat csokkentsiik.** A detektor cella termosztalasa
nélktlozhetetlen, illetve megfeleld hossziisagt 6sszekotd
vezetékre van sziikség a kolonna kimenet és detektor cella
kozott, hogy a lehiilés megtorténhessen. Ez természetesen
noveli a kolonnan kiviili térfogatokat.

(a)

70°C
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10 CG) ¥ 70°C & 70°¢C i )f >
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= — —
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11. Abra. Csucsszélesedés a nagyhémérsékletii folyadékkromatografiaban
mozgofazis eloflitést alkalmazva (a) és csak a kolonna teret fiitve (b).

A nagyhomérsékletii elvalasztasok nem nagyon terjedtek
el a gyakorlatban, persze van néhany specialis teriilet ahol
jol alkalmazhatok. Ennek két f6 oka van, 1) kevés ho-
stabil allofazis kaphaté kereskedelmi forgalomban, illetve
2) a nem hé-stabil komponensek lehetséges kolonnan
létrejovo termikus bomlasa. Allofazis oldalrdl, elsdsorban
a cirkonium-oxid alapt toltetek ugyan igéretesek,*** de
a retencids tulajdonsagok lényegesen eltérnek a szilikagél
alapu toltetekhez képest, ezért a gydgyszeripar még ,,nem
fogadta el” ezt a tipusu allofazist. Néhany szerves polimer és
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grafit alapu alléfazis is igen jo hostabilitasi tulajdonsagokat
mutat, akar 150-200 °C-ig is alkalmazhatdak.*

Jelenleg a homérséklet adta lehetdségeket elsdsorban az
elvalasztas  szelektivitasanak — modositasara/hangolasara
hasznaljuk, nem pedig a mddszerck gyorsitasara. Ebbol
a célbol a mozgofazis homérsékletet altalaban 30-60 °C
kozott szoktuk valtoztatni. A komponens visszatartasa a
hémérséklettel a kovetkezd altalanos dsszefiiggéssel irhatd
le (van’t Hoff egyenlet):

AH AS
nk=-""4+2241In 17
n 27 R B (17)

ahol 4H a standard entalpia valtozas, R az egyetemes
gazallandod, T'az abszolut hdmérséklet, A4S a standard entropia
valtozas, f pedig a fazisarany. A hémérséklet emelésével a
visszatartas altaladban csokken. Ha konformadciés valtozas
kovetkezik be a hdmérséklet-valtoztatassal — féleg peptidek
vagy fehérjék vizsgalatakor — akkor bizonyos esetekben
a visszatartdas novekedhet, ahogy emeljiik a mozgofazis
hémérsékletét (pl. Insulin).

A mérsékelten nagyhomérsékletnek (60-90 °C) igen
nagy jelent6sége lehet az UHPLC és HTLC technikak
kombinalasakor. A kis szemcsés toltetek alkalmazasa
megemelt homérsékleten nagyon igéretes lehet, hiszen a
viszkozitast csokkentjik, azaz nagyobb térfogatdrammal
is tudunk dolgozni. Szerencsés esetben a szelektivitas is
kedvezéen alakulhat a magasabb hoémérsékleten, ekkor
jelentésen lefaraghatunk az elvéalasztas idejébol. Erre mutat
egy példat a 12. abra.*
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12. Abra. kismolekulds gyogyszerhatéanyagok elvélasztisa 1.7 pm-es
tolteten 30, illetve 90 °C-on.

3. Elvarasok egy gyors kromatografias mérésekre
alkalmas késziilékkel szemben

Az el6z6 fejezetben az elméleti lehetdséget vizsgaltuk meg,
hogy hogyan novelheté az elemzés gyorsasaga. Ebben
a részben azt vizsgaljuk, hogy miiszer oldalrol nézve
milyen kovetelmények vannak a kiilonb6zd lehetdségek
megvalodsitasara.  Ennek  megitéléséhez  abbdl  kell
kiindulnunk, hogy a kromatogramon mért zonaszélesedés az
két f6 részbol tevddik ossze, az egyik a kolonna megszabta,
a masik a kolonnan kivili zénaszélesitd hatasok. Ezért a
kromatogramon mért zdnaszélesedés (variancia) tehat a
kolonnan és azon kiviili hatasokbol tevodik dssze:

2

=3 2
cjI.ot.al - Gcc + csool (18)

ahol a 6®  ésa o’ _jelentik a kolonnan és a kolonnan kiviili
zonaszélesedést.

Az adagoloban és az Osszekotd vezetékekben azért van
zonaszélesedés, mert az aramlas lamindris és a sebességi
profil parabolikus, tovabba az egyes rétegek kozotti keveredés
elhanyagolhato. Igy a molekulak, melyek a csé falahoz
kozelebb vannak korilbeliil fele sebességgel haladnak, mint
a kozépso rétegben 1évok. Ez az daramlasi csticsdiszperzid. A
detektorban ehhez jarul az aramlési sebesség valtozasa is, és
ha az elektronika lasst, akkor pedig un. alul mintavételezett
jelet kapunk és nem megfelelé szamu pontbdl épiil fel a
kromatografidas cstics. Megallapodas szerint az oszlopon
kiviili zonaszélesedés 6sszege nem lehet nagyobb, mint a
kolonnan mért csucsszélesedés tizede.

c2<0lc’, (19)

A csucsszélesedést (varianciat) térfogat-négyzet vagy
idé-négyzet dimenzidkkal tudjuk kifejezni. Minél kisebb
a kolonna térfogata annal kisebb az elualodd csucs
varianciaja. Tehat minél kisebb a kolonna térfogat és minél
jobb a kolonna hatékonyaga, ugy valik egyre kritikusabba
az oszlopon kivili csucsszélesité hatds. Bevezethetjik a
latszolagos tanyérszam (Napp) fogalmat, ami felirhato a
kolonna 4ltal teljesitett sajat tanyérszam (N, ) és az oszlopon
1étrejova illetve azon kiviili varianciak viszonyaval:

1
Napp = Nco.i (20)
e
9 ;7! +C ezc
Az un. megmaradé kolonna hatékonysag (£) egyszeriien
felirhato a kovetkezé modon:

UC
E, =100-—- 1)

G total

Akovetkezo példaban 3 darab 5 cm-es kis atméroji (2 illetve
2,1 mm) korszeri kolonndk megmaradd hatékonysagat
mutatjuk be az oszlopon kiviili variancia fiiggvényében.®
A 13. abrardl jol latszik, hogy ilyen kolonna dimenziokhoz,
a késziilék oldalrol 1-2 pl? variancia engedheté meg.
Hagyoményos HPLC készulékek oszlopon kiviili csucs
variancidja altaldban o, =40-200 ul* kozé esik, mig az
UHPLC késziilékek 4ltalaban 0’,=4-9 ul’~tel jarulnak
hozza a kromatografids csucs szélesedéséhez. Azok a
késziilékek, amelyeket a gyartok mind a hagyomanyos
HPLC-s, mind pedig az UHPLC-s elvalasztasokhoz
javasolnak (un. hibrid késziilékek) altaldban o’ =10-40
puL*—tel jarulnak hozza a cstcs szélesedéséhez.® A tavaly
megjelent legtijabb fejlesztésti UHPLC késziilék (Waters
UPLC I-Class) oszlopon kiviili variancidja, a mérés
koriilményeitdl fiiggden o°, =0,5-4 pl* kozé esik. Tehat
a legkorszeribb UHPLC késziilékeket alkalmazva is
jelentds hatékonysagot veszthetiink, nem tudjuk kihaszndlni
a jelenlegi kolonna technologia valodi lehetoségeit. Jo
kompromisszumnak tlinik a 3 mm-es atmérdji kolonnak
hasznalata. Persze ekkor az analizis id6 rovasara tudjuk csak
a hatékonysagot fokozni.
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A Kinetex 1.7 pm, 5em x 2.1 mm
B Acquity BEH 1.7 pm, 5cm x 2.1 mm
C Chromolith 5 ¢cm x 2.0 mm

c

megmarado hatékonysag (%)
o
o

0+ S St s e L e B
1 10 100 1000

oszlopon kivili variancia {!.lLZ}

13. Abra. Kis méretii korszerii kolonndk megmaradé hatékonysaga az
oszlopon kiviili zonaszélesedés (variancia) fiiggvényében.

Osszességében  megallapithatjuk, hogy jelenleg a
kolonnatechnologia elhaladt a késziilék fejlesztések
mellett, és elsdsorban 1j, még kisebb oszlopon kiviili
térfogatokkal rendelkezd késziilékek fejlesztése a cél annak
érdekében, hogy a meglevd kolonnakat megfeleléen tudjuk
tizemeltetni.

4. Osszefoglalas

A cikk a jelenlegi leghatékonyabb kolonnak lehetdségeit és
a gyors folyadékkromatografia fejlesztési iranyait foglalja
Ossze. A kolonna térfogat csokkentése, a mozgofazis
sebességének novelése €s a kinetikai hatékonysag fokozasa
szamos lehetdséget kindl az elvalasztasok gyorsitasara.
Emellett a kolonna permeabilitas novelése és a késziilékek
nyomas teljesitményének  tovabbi  fokozdsa mind
hozzajarulhatnak az elemzési idok jelentds csokkentéschez.
A jelenkori kolonna-technolégia forradalmdban négy
technika vetélkedik folyamatosan egymassal. Nevezetesen
az 1) egyre kisebb szemcséji teljesen pordzus toltetek,
2) héjszerkezetli toltetek, 3) monolit kolonndk és a 4)
nagyhémérsékletii elvalasztasok. Legsikeresebbnek az 1,7-
2 um-es teljesen pordzus és a 2,6-2,7 pm-es héjszerkezeti
toltetek bizonyulnak. Az 5 cm hossz, 2,1 mm belsé
atmérdjl kolonnakkal az elemzési idé ma 1-5 perc kozé esik,
mikozben akar 17000 tanyérszam is elérheto.

Ma, az UHPLC késziilékek segitségével akar 1000-1300 bar
nyomason is dolgozhatunk. Azonban, ezeknek a rendkiviil
hatékony kolonnadknak a valddi teljesitménye (felbonto
ereje) mégsem hasznalhato ki, mert a késztilékek oszlopon
kivili térfogatai nagyban lerontjak a kolonna latszélagos
hatékonysagat. Jelenleg a kolonnatechnoldgia elhaladt a
késziilék fejlesztések mellett, és elsdsorban 1), még kisebb
oszlopon kiviili térfogatokkal rendelkezd késziilékek
fejlesztése a cél annak érdekében, hogy a meglevd
kolonnakat megfelelden tudjuk tizemeltetni.
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Summary

This paper presents the possibilities of recent very efficient
columns in fast liquid chromatographic separations. Decreasing
the column dimensions, increasing the mobile phase velocity and
the kinetic efficiency are the obvious ways of speeding up the
separations. However, improving the column permeability and the
pressure capability of liquid chromatographic instrumentations,
are also of interest. The current rivalling approaches are the use
of 1) very fine porous particles, 2) superficially porous particles,
3) monolithic columns and 4) elevated temperature. Among the
fast liquid chromatographic techniques, sub-2 um and core-shell
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particles are the most popular and widespread ones today. Using
5 cm long, narrow bore very efficient columns enables to cut the
analysis time into 1-5 minute interval.

The introduction of current UHPLC instrumentations now allows
working at 1000-1300 bar. Extra-column band spreading also
affects the measured performance (apparent plate number) of very
efficient columns, especially for short columns with an internal
diameter smaller than the classical standard of 4.6 mm. Today it
is not possible to utilize the potential of these very efficient small
columns.
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Kozeli infravoros spektroszkopia/mikroszkopia: roncsolasmentes
kutakodas

GERGELY Szilveszter,'! PARTA Lasz16,'? és SALGO Andras!

! Budapesti Miiszaki Egyetem, Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomdnyi Tanszék

2 Richter Gedeon Nyrt., Biotechnolégia Osztaly

Tobb mint kétszaz esztendeje annak, hogy Sir William
Herschel kisérleteivel (1800. februar 11.) kimutatta
a kozeli infravoros (NIR, near-infrared) — vords szin
alatti— frekvenciatartomany jelenlétét, és ramutatott ennek
fontossagara.'? A 780-2500 nm (vagy 12800-4000 cm™)
hullamhossz- (ill. hullamszam-) tartomanyban a kémiai
kotések elsd, masodik, harmadik rezgési felharmonikusainak
¢s kombinacioinak gerjesztése révén komplex rezgési
allapotvaltozasok  érheték  el, amely  valtozasok
hullamhossz fiiggvénye a spektrum. A spektrumok a
molekularis allapotvaltozasok osszességeként, mint kémiai
¢s fizikai ,ujjlenyomatok” értelmezhetéek. Az ilyen
,ujjlenyomatok™ valamely jelenség, rendszer jellemzdit,
Osszefiiggéseit kifejezd, abrazold, jelképezd logikai vagy
matematikai formuldk lehetnek, melyek komplexitasukbodl
eredendden kiilonféle (pl. kémiai, fizikai, fiziko-kémiai,
bioldgiai, biokémiai stb.) informacidkat tartalmazhatnak,
hordozhatnak.

A spektrumok valds informaciotartalmat azonban nem
mindig egyszerti felismerni, a benniik rejld hordozott
informaciokat  gyakran  kiilonféle  transzformacios
moddszerek, ,lényegkiemeld” modszerek alkalmazasaval
lehet hatékonyan kinyerni. A transzformacidos moddszerek
széles tarhazabol érdemes kiemelni, a spektrumok
derivalasaval (els6 és masodik derivaltak), az optikai
szorodas korrekcidjaval (tobbszords szoérddasi korrekceio),
valamint az adatredukcidos modszerekkel (euklideszi
tavolsag, Mahalonobis-tavolsag, polar tavolsag szamitasok)
végzett  eljarasokat, amelyek  segitségével olyan
transzformalt spektrumokat vagy adatsorokat nyerhetiink,
amik nagysagrendekkel tobb informacidt hordozhatnak,
mint maga a primer spektrumsereg.’® A spektrumok
informaciotartalma kiemelésének egy tovabbi hatékony utjaa
fokomponens analizis (PCA; principal component analysis),
ami a spektrumok matematikai valtozékonysaganak
elemzésével, a lényeges (nagy valtozékonysagu) ¢és
lIényegtelen (valtozékonysagot nem hordozo, kollinearis)
részletek megkiilonboztetésére nyujt lehetoséget.'”

A biotechnologiai és gydgyszeripari gyakorlatban azért
van sziikségiink ezen matematikai, kemometriai modszerek
egyre kifinomultabb hasznalatara, mert nagyon gyakran
egyedill csak a spektrum all rendelkezésiinkre — minden
tovabbi kémiai, fizikai vagy barmely mads, Gn. referencia adat
nélkiil —, mint informaciéforras a vizsgalt objektumokrdl. A
biotechnologiai alapt gyogyszer- vagy hatdoanyag-eloallitasi
folyamatok kiilonosen igénylik ezen spektrumalapu
vizsgalati megkozelitést, hiszen a klasszikus gyogyszer-
eloallitashoz képest itt a vizsgalandd anyagok, molekulak
méretikkben  nagyobbak, komplexebbek, molekularis
kornyezetiik (kiséré anyagok, metabolitok, fragmentumaik)

“ email: salgo@mail.bme.hu

sokkal heterogénebb, a klasszikus analitikai vizsgalo
modszerek nehezen vagy egyaltalan nem hasznalhatok.
Ezen vizsgalati megkozelités alkalmazdsa korabban jol
bevalt kiilonféle természetes bioldgiai rendszerekben zajlo
folyamatok részleteinek elemzésére. !

A biotechnologia alapi gyogyszer-eldallitas — altalunk
vizsgalt két organizmusa az Escherichia coli és egy
emldssejtes (CHO; Chinese hamster ovary) tenyészet,
melyek fermentacios folyamatokban kertiltek alkalmazasra.
A fermentacids folyamatok kézben tartasara kiilonféle PAT
(process analytical technology) eszkozoket hasznalhatunk:

- hagyomanyos in-line érzékeldket (pl. pH, pO,, pCO,, T
szondak);

- real-time eszkozoket (pl. in-line NIR, ABER, on-line
HPLC);

- korszerl és gyors at-line méréeszkozoket;

- adatgy(ijté (SCADA) rendszereket;

- kemometriai szoftvereket.
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1. Abra. NIR spektrumokbél szamitott PQS mindségpontok valtozasa az
E. coli fementacio lefutasa soran (0-38 ora).

Az 1. abran egy E. coli fermentdcié off-line nyomon
kovetésének eredményei lathatoak, ahol a spektrumok
feldolgozasat az un. polar mindsitd rendszerrel (PQS;
polar qualification system), egy adatredukcios eljarassal
végeztik el. A fermenticié folyamatat (0-38 ora) a
spektrumok alapjan szamitott un. ,,mindségpontok” idébeli
valtozasaval kovetjilk. A mindségpontok iddbeli rajzolata
(trajektoridja) jellemzd a biotechnoldgiai folyamatra, és
az egyes mindségpontokhoz tartozé megengedhetd szdrast
megadva, a fermentacios folyamat a spektrumok mérése ¢s
elemzése révén szabalyozhatd, a technoldgiai célértékek
jol kozelithetéek. Az eljaras kiilonos elénye a gyors
spektroszkdpiai mérés (tipikusan fél perc) és az azonnali
beavatkozas lehetdsége.
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Egyszerlien fogalmazva azt mondhatjuk, hogy pontosan
nem ismerjiik a rendszerben lezajlo biokémiai-molekularis
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folyamatok és a molekularis kérnyezet valtozasanak pontos
részleteit, de a mért spektrum segitségével a fermentacids
folyamatot ellendrzott értékek kozott tudjuk tartani.
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2. Abra. Glicerin-viz modell rendszer NIR spektrumainak valtozasa 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600 és 2000 rpm kevertetés hatasara a szonda 90°-os
(balra) és 270°-0s (jobbra) beallitasai mellett.
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3. Abra. E. coli fermentaciok NIR (balra) és FT-NIR (jobbra) spektrumainak valtozasa a miivelet soran.
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4. Abra. A 3. felhangok (800-1100 nm) PCA sz6rodasi dbrai az F1-F4 fermentaciok NIR (balra), valamint az F5- F8 fermentaciok FT-NIR (jobbra)
technikaval felvett spektrumai alapjan.

ANIR spektrumok a kémiai, molekularis informacidk mellett
fizikai tulajdonsagokat is hordozhatnak, tiikrozhetnek.
Ilyenek lehetnek az anyagok szemcsemérete,

tulajdonsaga, homogenitasa stb.

feliileti

119 évfolyam, 1.

A2.abranegy glicerin-vizmodell rendszer lathato szaloptikas
modszerrel kovetve: a szonda elhelyezés (90°, 270°) és

kevertetési

sebesség  (400-2000 fordulat/perc) hatasait

mutatjuk be. A fermentacids miiveletek sordn képzddd

szam, 2013.
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buborékok (képzddés helye, nagysaga, leszakadasuk)
jelentdsen befolyasoljak a spektrum pontossagat, jel/zaj
viszonyait. A bemutatott eredmény szerint, barmely
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fordulatszam alkalmazésa mellett a 270°-o0s szonda
elhelyezés megfelelobb, itt észlelhetd a legalacsonyabb,
keverés okozta ,,spektrumzaj”, vagyis a spektrum a mérési
feltételek optimalizalasaban is segitségilinkre van.
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5. Abra. E. coli fermentaciok esetén az acetat, a glicerin, az ammoénium koncentracié és az optikai denzitas idébeli valtozasanak monitorozasa NIR (balra) és

FT-NIR (jobbra) technikaval (—) és a referencia adatokkal (m).
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Négy-négy parhuzamos E. coli fermentacidot végezve
a folyamatok iddbeli lefutasat vizsgaltuk szaloptikaval
ellatott diszperzids és Fourier-transzformacios (FT) NIR
spektrométerek alkalmazasaval, mely eredményeit a 3.
abran mutatjuk be. Mindkét technika alkalmazisa jol
szemlélteti a fermentacids sarzsok oridsi valtozékonysagat
a mivelet soran. Ezen spektrumok PCA feldolgozasaval
a fokomponensek idébeli valtozasat szemléltetjik a 4.
abran. A parhuzamos fermentaciok esetén (F1-F4 és F5-FS)
kialakult trajektériak hasonlosaga jol megfigyelhetd.

Ezen eredmények alapjan érzékelhet6, hogy a kizardlag
spektrumvaltozasokat elemz6 mddszerrel képesek vagyunk
a fermentacids folyamatot monitorozni, és sziikség esetén a
folyamatba beavatkozni.'

A fermentacidk soran parhuzamosan gytjtott referencia
adatok (mért kémiai, fizikai, fiziko-kémiai stb. paraméterek)
felhasznalasaval, vagyis az optikai (spektrum) ¢s
referencia adatok Osszefliggéseinek meghatarozasa révén
(a kalibracio és validalas Iépéseit alkalmazva), olyan
kvantitativ mérési modszerek alakithatok ki, amelyek
egyetlen spektrum felhasznalasaval az Osszes kalibralt
paraméter meghatarozasara alkalmas lehet. Az 5. dbra
E. coli fermentaci6 soran detektalhatd acetat, glicerin,
ammonium koncentracid és optikai denzitds paraméterek
valtozasait mutatja a fermentacid sordn, diszperziés NIR
és FT-NIR modszerek alkalmazasa mellett. A spektrumok
alapjan prediktalt, kvazi folyamatos koncentracio értékek
mellett a pontszerlien abrazolt referencia mérések adatai
¢és tendenciai azt jelzik, hogy a NIR és FT-NIR moddszerek
egyarant alkalmasak a fermentacios folyamatok kvantitativ
monitorozasara.'®

Az infravoros spektroszkopia, annak kiilonb6zo frekvencia
tartomanyai (kozeli, ill. kozép — analitikai — infravoros)
egyarant alkalmasak anyagazonositasi célokra. Ilyen
céli hasznalat esetén a spektrumkonyvtarak felépitését
kovetd validalasat kovetden nyilik lehetéség a csak
spektroszkopiai informacioé alapjan valdé azonositasra.'*
A spektrumkonyvtarak hasznalata soran kétféle valaszt
kaphatunk a vizsgalt anyagra vonatkozdan:

- mi mindségileg a vizsgalt anyag — vagyis azonositjuk a
spektrum hasonlosag alapjan;

- mennyire hasonlit a konyvtarunkban hasonld, azonositott
(standard) anyagokhoz — vagyis mindségileg mennyire tér el
azoktol.

Az altalunk felépitett, gyogyszeripari célokat szolgald
konyvtar 65 kiilonféle anyag 6sszesen 390 tételét tartalmazza.
A konyvtar dinamikus bévitésével (majd Gjra validalasaval)
fontos analitikai igény elégithetd ki és nagyszamu ,,nedves
kémiai” analizis takarithato meg.

A gybgyszeripari és egyéb (biologiai, fizioldgiai, orvosi
stb.) teriileteken széleskortien terjednek a kozeli infravoros
spektroszkopiai alapu képalkoto eljarasok. A NIR alapu
képalkotas soran egy szokasos kétdimenzios mikroszképos
elemi képmezdben (képpontban), harmadik dimenzioképpen
NIR spektrum keriil felvételre, amint azt a 6. abra mutatja.'s
Az altalunk hasznalt PerkinElmer Spotlight 400 FT-NIR
mikroszkop esetén a jellemzo elemi képmezd (pixel) méret
6,25 pm x 6,25 pm. Amennyiben egy 625 um X 625 pm

6. Abra. A ,spektralis hiperkocka™.

méreti képmezot elemziink, ez 100 x 100 = 10 000
képpontot jelent, amelybe rendszerint 128 parhuzamos
spektrum atlagolasaval vesziink fel spektrumokat, ami
végeredményben oOridsi mennyiségi adat feldolgozasat
igényli. A méréssel kialakulo, jellemzden haromdimenzids,
hamis  szinezésii  képek  kivaléan alkalmasak a
vizsgalt objektumban talalhatd anyagok eloszlasanak,
homogenitasanak vizsgalatara.

A kovetkezokben két jellemz6 alkalmazasi példan at
mutatjuk be a képalkotd eljaras eredményét és eldnyeit.

[rE—.

7. Abra. A tabletta vizsgalt teriiletének mikroszkopos, sziirkeskalazott
képe (kozépen a hibat okozo folttal), valamint 2D és 3D abrazolasa az
atlagos abszorbancia értékek alapjan.

Egy technoldgiai probléma soran a tablettak felszinén
elszinez6do foltossagot tapasztaltak, aminek okat kerestiik.
A 7. &bran lathaté 400 pm x 400 pm méretli képmezorol
6,25 um x 6,25 um-es képpont mérettel 64 x 64 = 4096
képpontban, képpontonként 128 spektrumot atlagolva NIR
képeket készitettlink hamis szinezéssel. Mindkét képtipuson
jol lathaté a folt és kornyezetének kémiai mindség
szempontjabdl vald kiilonbsége. Két, ill. haromdimenzios
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8. Abra. A tabletta vizsgalt teriiletének 2D és 3D 4brazol4sa a hatéanyag (balra) és a filmbevonat (jobbra) spektrumaival kapott korrelaciok sordn szamitott
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9. Abra. A valddi (balra) és a hamisitott (jobbra) tabletta vizsgalt teriiletének 2D 4brézolasa az atlagos abszorbancia értékek alapjan.

korrelacios térképeket készitettink egyrészt a tabletta
hatdéanyaga, masrészt a bevond anyag spektrumainak
felhasznalasaval. Az eredményeket a 8. abra mutatja be. A
hatdanyaggal kapott korrelacios egyiitthato R? = 0,88-0,96
kozott valtozott, ugyanezen érték a bevond anyag estén R? =
0,41-0,54 volt. Az eredmények tehat egyértelmiien mutatjak,
hogy a ,,folt” a bevonoé anyag hianyara utal, ami timpontot
nyujthat a technologusok szamara a bevonasi muvelet
modositasat illetden.

Aképalkoto eljarasok megkonnyithetik a tablettahamisitasok
kimutatasat is. A valodi és hamisitott tablettak gyakran
vizualisan nem vagy alig kiilonboztethetok meg, esetleg a
durvabb szemcsézettség vagy feliileti tulajdonsagok utalnak
a hamisitasra. A NIR képalkotasi eljarassal azonban a kémiai
és fizikai valtozékonysagba képesek vagyunk koézvetleniil
,betekinteni”. A 9. abran egy eredeti és egy hamisitott tabletta
képrészletét mutatjuk be. Mig az eredeti készitményben
kisebb, elktiloniilé csoportokban egyenletesen oszlanak el a
kulonféle anyagok (hatéanyag, toltdanyag, hordozo), a hamis
készitményben az anyagok durva, egyenetlen eloszlasat, ers

inhomogenitast tudunk kimutatni. A kimutatott kiillonbségek
a spektrumok abszorbancia értékei alapjan is egyértelmiek,
ennél finomabb kiilonbségtételt tesz lehetové, ha a képeket a
spektrumok fokomponens analizise utan abrazoljuk.

A fenti példak és alkalmazasok azt jelentik, hogy a spektrum
tulajdonsagok és mas kémiai, ill. fizikai mddszerekkel
mért anyagtulajdonsagok kozott ok-okozati Gsszefiiggések
vannak, vagy lehetnek. Ezen 6sszefiiggések feltarasaban a
kiilonféle adatelemz6, kemometriai modszerek alkalmazasa
révén eddig nem ismert, 0j felismerések tehetok.

Osszefoglaloan elmondhaté tehat, hogy a kiilonféle kozeli
infravords spektroszkopiai modszerek (NIR, FT-NIR, NIR
imaging) alkalmasak a klasszikus és biotechnologiai alapu
gyogyszer-eldallitas soran:

- roncsolasmentes modon fermentacio, anyagazonositas,
homogenitds ¢és bevonat vizsgalat, hamisitas, visszaru
ellendrzes, csomagoloanyagok vizsgalatara;

- gyors, perces nagysagrendben képezhetd jelsorozatok
képzésére;
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- rejtett, eddig fel nem ismert informaciok kiaknazasara
(adatbanyaszat, technologiai oknyomozasok);

- gyors visszacsatolasra a technoldgidba, mindség-
ellendrzésbe, mindségbiztositasba.

A fenti tulajdonsagok okan a kozeli infravoros
spektroszkdpiai/mikroszkdpiai modszereket az FDA mint
»alternativ’ modszereket elfogadja. A fenti technikdk
elsésorban adatfeldolgozasi, kemometriai szempontbol
erdsen tudas-intenziv. ~mddszerek. A  felhasznalok
szempontjabol a gyorsasagon tul talan legnagyobb elénye
a mddszereknek a rendkiviil j6 koltséghatékonysag és nagy
»ateresztoképesség”.

Osszefoglalas

A kozeli infravorés (NIR) spektrumok a molekularis
allapotvaltozasok 0Osszességeként, mint kémiai és fizikai
»ujjlenyomatok™ értelmezhetéek. A spektrumok valos
informaciotartalmat azonban nem mindig egyszeri
felismerni, a benniik rejlé hordozott informaciokat gyakran
kulonféle transzformaciés és kemometriai mddszerek
alkalmazésaval lehet hatékonyan kinyerni.

A biotechnoldgiai és gydgyszeripari gyakorlatban azért van
sziikségiink ezen matematikai, kemometriai médszerek egyre
kifinomultabb hasznalatara, mert nagyon gyakran egyediil
csak a spektrum all rendelkezésiinkre informacioforras a
vizsgalt objektumokrél. Vizsgalataink soran bakterialis
fermentacids folyamatok mindségi valtozasait kovettiik,
monitoroztuk hatékonyan on-line NIR mérdszondas
moédszerrel. NIR és FT-NIR alapu mérémddszerek
alkalmazasaval a fermentacids folyamatok soran elfogyo,
atalakuld és képz6dé anyagok (szubsztatum, intermedier,
metabolit, sejttomeg) kvantitativ meghatarozasra alkalmas
kalibraciokat fejlesztettiink és validaltunk.

NIR mikroszkopiai képalkotd eljarasokat alkalmaztunk
tabletta  termékek  homogenitasanak  vizsgalatara,
ellendrzésére ¢s bemutattuk ezen vizsgalati technika
alkalmazhatdsagat a hamisitasok kimutatasaban.

Abstract

Near infrared (NIR) spectra are complex manifestation of molecular
vibrations and as chemical and physical ,,fingerprint of molecules
can be interpreted. The recognition of real information content
in spectra is often not easy, in order to extract the information
effectively different transformation and chemometric procedures
can be used.

Effective chemometric methods needed in pharmaceutical and
biotechnological practices even because the spectrum is the
only source of information input. Bacterial fermentations were
effective monitored qualitatively using on-line fiber optic probes.

A kozeli infravorés spektroszkopiai és mikroszkopiai
mobdszerek gyorsasaguk, roncsolas-mentes jellegiik és nagy
informacio6 tartalmuk valamint ateresztOképességiik miatt a
gyogyszer eldallitas és ellendrzés hatékony, perspektivikus
méréstechnikai.
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Quantitative calibration equations were developed and validated
for testing source/sink effects of materials (substrate, intermedier,
metabolite, optical density) during fermentation procedure.

NIR microscopy as imaging technology was used in the detection
of material’s homogeneity of tablets as well as in finding and
demonstration of adulteration.

Based on the fast, non-destructive and high throughput character
of these techniques the NIR spectroscopic and microscopic
technologies are efficient and perspective methods can be used in
production and quality control of pharmaceutical products.
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A tomegspektrometria alkalmazasa fehérje alapu gyogyszerek
szerkezetvizsgalatara és jellemzésére

HEVER Helga,! LUDANYI Krisztina, DRAHOS Lasz16,%¢s VEKEY Karoly**
' Richter Gedeon Vegyészeti Gydr Nyrt., Szerkezetkutatdsi Osztdly; 1103 Budapest, Gyomrdi ut 19-21.

?Semmelweis Egyetem Gyogyszerészeti Intézet; 1092 Budapest, Hogyes Endre u. 7.

3 MTA Természettudomdnyi Kutatékozpont, Szerves Kémiai Intézet; 1025 Budapest, Pusztaszeri it 59-67.

Bevezetés

technologidval eldallitott, fehérje alapu készitmények,
melyek évrdl évre a gybdgyszerforgalom egyre névekvod
hanyadat teszik ki vilagszinten.! Ezeket biologiai gyogyszerk
észitményeknek, biologikumoknak nevezziik. Hatdéanyaguk
genetikusok és biomérnokok altal tervezett; baktériumok,
emlossejtek vagy mas €16 organizmusok altal, szigortian
szabalyozott bioreaktorokban kifejezett komplex fehérjék.
A jelenleg engedélyezett és forgalomban 1évo biologikumok
tobbségének hatdanyaga monoklonalis antitest tipusu fehérje
(mAD). Ezek szerepére és fontossagara a 19. szazad végén
figyeltek fel. Emil von Behring és Shibasaburo Kitasato?
igazoltak, hogy fertézéses megbetegedésekbol felépiilt
betegek vérébol nyert szérummal azonos betegségben
szenvedd paciensek kezelhetok. Ezzel a készitménnyel,
prevencio céljabol, egészséges emberek szervezetét is
immunizalni lehetett.

A fehérjealapu gydgyszerek tulajdonsagai, ezek jellemzése,
valamint a jellemzésiikre szolgalé moddszerek jelentsen
eltérnek attol, mint amelyeket a gydgyszeriparban altalaban
szintetikus eredetl kismolekuldk esetén alkalmaznak. Jelen
kontextusban ,,kismolekulanak” nevezziik a 2000 Da-nal
(de legtobbszor 500 Da-nal is) kisebb tomegli molekulakat.
A kisméreti  (hagyomanyos)  gydgyszermolekulak
esetén a vegylilet szerkezete, polimorf moddosulata(i),
esetleges szennyezdi, természetes metabolitjai, és ezek
famakokinetikaja jol ismertek. Jellemzésiik elsdsorban
kémiai-analitikai modszereken alapul; ezen eszkozok
tarhaza rendkiviil széles.> A szerkezetjellemzés talan
legfontosabb  eszkdoze a magneses magrezonancia
spektroszkopia (NMR); e mellett a tomegspektrometria
(MS) és az optikai spektroszkdpiai mddszerek is jelentdsek.
A szennyezOk, metabolitok kimutatasanak alapeszkoze a
kromatografia és a tomegspektrometria; ezek egyre inkabb
integralt miiszeregyiittest alkotnak (GC-MS, HPLC-MS).
Fehérjealapti gydgyszerek esetén a helyzet jelentésen
bonyolultabb. Sokszor mar a fehérje szerkezete sem
egyértelmil, a gyogyszer nagyszamu homoldg keveréke;
jellemzésiik sokkal bonyolultabb.

Tagabb értelemben biologikumnak neveziink minden
készitményt, melynek aktiv hatéanyagat egy ¢lo
organizmus allitja el6.* Ide sorolhatéak tehat a vakcinak,
a vérkészitmények, és a rekombinans tuton -eldallitott
fehérjéket tartalmazd gydgyszerek egyarant. Egy eld
szervezet mikodésének és termeltetésének szabalyozasa
rendkiviil komplex folyamat, mind a mai napig kiemelt

* email: vekey.karoly@ttk.mta.hu

kutatasi tertilet, sok megvdlaszolatlan kérdéssel. Mint
minden él6 szervezet, ezek az expresszios rendszerek is
érzékenyen reagalnak minden valtozasra, olykor drasztikus
eltéréseket/mutaciokat eredményezve ezzel a kifejezett
fehérje szerkezetében. Szerkezetkutatdsi szempontbdl
megvizsgalva a biologikumokat, dsszevetve a kismolekulas
hatéanyagokkal, az els6 szembetlind kiilonbség a hatdoanyag-
molekula mérete és ,homogenitasa”. Egy monoklonalis
antitest elsddleges szerkezete tobb mint 1300 aminosavbol,
kozel 25 000 atombdl épiil fel, melyek két ,,nehéz” és két
konnyl” lancba rendezodve alakitjak ki az antitestekre
jellemzd Y format a koztik 1étrejové diszulfid hidak
segitségével (1. abra). Ha a fehérje expresszioja soran spontan
lejatsz6dd pontmutacidkkal nem is szamolunk, még akkor is
jelentds heterogenitast adnak a kifejezett fehérjemolekulak
szerkezetének az egyes aminosavakon a transzlaciot
kovetden kialakuldé mddositasok (ko-transzlacios [CTM] és
poszt-transzlacidés modositasok [PTM]). Az antitestek harom
jellegzetes médositasa a nehéz lanc glikozilacioja, a lancok
N-terminalisanak piroglutaminacidja, valamint a nehéz
lanc C-terminalisan talalhato lizinek jelenléte vagy hianya.
Minden lehetdséget figyelembe véve a potencialis heterogén
formak szama megkozelitdleg 10® nagysagrendii, melyek
minden egyes gyartasi tételben jelen vannak/Iehetnek.

a4 o

1. Abra. IgG1 tipust monoklonalis antitestek 4ltaldnos szerkezete (Az [5,
6]hivatkozasok alapjan).

A fehérjék méretébdl és heterogenitasanak mértékébol
adododan a kismolekulas szerkezetmeghatarozasi gyakorlattal
Osszevetve az egyes nagymuszeres szerkezetkutatasi
technikdk is teljesen 1Uj szerepkort nyernek. Jelenleg
elképzelhetetlen, hogy egy intakt monoklonalis antitest
NMR-es vizsgalata alapjan olyan részletesen és pontosan leirt
szerkezetet lehessen megadni, mint egy kis szerves molekula
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esetében. Tobbdimenzids mérések alapjan ~10 000 'H és ~3
500 BC atom korrelacioit feltérképezni kivitelezhetetlen
feladat lenne még akkor is, ha csak tisztan egy adott tipusu
izomer lenne a keziinkben. Fehérjék szerkezetének, ezen
beliil is szekvenciajanak ¢s modositasainak jellemzése soran
ezért els6dleges szerkezetmeghatarozasi technikava 1¢ép
elé a tomegspektrometria kiilonbozé elvalasztastechnikai
modszerekkel, elsésorban a HPLC-vel kapcsolva.

A jelenleg hasznalt szerkezetvizsgalati és analitikai
modszerek fejlesztése hossza idén keresztiil kismolekulak
meghatdrozasara  specializalodott. A fehérjeanalitikai
feladatok megjelenésével elsddleges feladatta  valt
»hagymolekula-kompatibilissé” fejleszteni a kismolekulas
analitikai moédszereket. Egy kis szerves molekula akar
egyetlen infravoros spektrum (IR) alapjan is azonosithato.
A fehérjék elsddleges szerkezetének ¢€s modositasainak
rutinszerii ellendrzésére kidolgozott eljaras ennél sokkal
bonyolultabb. Erre szolgal pl. a peptidtérkép analizis, ahol
egy ultraibolya (UV) kromatogram alapjan eldonthetd,
hogy megfelel-e a vartnak az elddllitott hatoanyag.
Peptidtérkép analizis soran a kromatografias elvalasztast
egy Osszetett mintaelokészités elézi meg, melynek soran
a fehérjét ,konzervativ’ peptidekre hasitjuk, jellemzden
proteolitikus uton (egy fehérjebontd enzim, un. proteaz
segitségével), majd a  keletkezett ,peptid-clegy”
komponenseit kromatografiasan elvalasztjuk. Az igy kapott
UV kromatogram ujjlenyomatszertien jellemzé a fehérje
elsddleges szerkezetére és modositasaira egyarant. Ahhoz,
hogy ez az UV kromatogram énmagaban hasznalhaté legyen
a jellemzésre, mindenekeldtt teljes szerkezetmeghatarozast
kell végezni az adott fehérjére. Azonositani kell, hogy az
adott ujjlenyomat pontosan melyik fehérjéhez rendelhetd;
valamint elengedhetetlen a kromatografias elvélasztas
soran elualédd komponensek mindegyikének azonositésa.
Ez elsédlegesen a kromatografidhoz ,,on-line” kapcsolt
tandem tomegspektrometriaval torténik (HPLC-MS/MS). A
kromatografias csucsokhoz aminosav szekvencidkat, poszt-
transzlaciés modosulasokat tudunk tarsitani, vagyis egzakt
szerkezeti informaciot kapunk. A peptidtérkép analizis
példaja jol szemlélteti, hogy a fehérjék karakterizalasa soran
alkalmazott analitikai eljarasok két csoportra oszthatdak. A
modszerek egy része egyedi ujjlenyomatot képes késziteni
a vizsgalt fehérjérdl, tehat jol jellemezhet egy adott gyartasi
terméket. Ilyen eljaras példaul a peptidtérkép analizis, a
cirkularis dikroizmus spektroszképia (CD), esetleg NMR
spektroszkdpia. Az analitikai mddszerek masik csoportjat
alkotjdk azok a technikdk, melyek konkrét szerkezeti
informaciot nyujtanak a vizsgalt fehérjérol. Ide sorolhato
a fehérjék teriiletén jelenleg egyediilallo, meghatarozo
szerepet bet6ltd tomegspektrometria, de ide tartozik kisebb
(tipikusan izotdppal jelolt) fehérjék NMR analizise is.

Ebben a kérdéskorben fontos megemliteni a generikus,
ill. ,,biohasonld” termékeket is. Generikus termék esetén
(egyéb kovetelmények mellett) kémiai értelemben azonos
szerkezetli molekulakrdl van szo. Fehérje alapu gyogyszerek
esetén nem beszélhetiink szerkezet-azonossagrdl, csak
nagyfokt hasonlosagrol; részben azért, mert e termékeket
(pl. a poszt-transzlacids moddosuldsok miatt) nagyfoku
szerkezeti heterogenitas jellemzi. Ezért fehérjealapu
gyogyszerek esetén az eredeti termékkel azonos hatasu,
szerkezeti jellemzodit tekintve kis tolerancian beliil
azonosnak tekinthetd termékeket biohasonldknak, vagy

bioszimilarisoknak nevezziik. A masolatot elkészitéséhez
elengedhetetlen az eredeti ,,originalis” termék (,,molekula’)
részletes ismerete. Kismolekulas gyogyszerekkel ellentétben
fehérjealapu gydgyszerek esetén ezek szerkezete (ill.
szerkezeti jellemz6i) nem nyilvanos; a szakirodalomban (pl.
publikacidban) megjelend informaciok hianyosak, olykor
félrevezetoek lehetnek.” Ennek kovetkeztében az analitikus
szamara egy ,,bioszimilaris” termék analitikdja gyakran egy
eredeti termék kifejlesztésénél, jellemzésénél is nagyobb
kihivast jelent.

A gyogyszeriparban dolgozé fehérjeanalitikus szamara a
kritériumokat mindig az aktualis hatésagok fogalmazzak
meg (OGYI, EMA, FDA, stb.), azonban ez sohasem olyan
egyértelmii, mint ahogy azt egy felhasznalo szeretné. A
hatosagi iranyelveknek megfelel6en a fehérjék jellemzését a
lehetd legnagyobb részletességgel (,,to the extent possible™)
és a legkorszertibb, ,,state of the art” analitikai technikéakkal
kell megvaldsitani. Ez egyarant igaz a biologikumokat és a
biohasonldkat gyartok szamara.

A tomegspektrometria alkalmazisa fehérjék (fehérje
alapu gyégyszerek) vizsgalatira

A tomegspektrometria, kiilonosen korszeri
elvalasztastechnikaval kapcsolva, az egyik legszélesebb
korben alkalmazott és leghatékonyabb analitikai modszer.
Gyogyszeranalitikai alkalmazasa széleskort, a kutatasban, a
készitményfejlesztésben és a mindségbiztositasban egyarant
nélkilozhetetlen. A 20. szazad végére a hagyomanyos
gyogyszerkutatason tulmenden bioanalitikai célokra is
kulcsfontossagt technikava nétte ki magat. Ezen fejlodésnek
koszonhetden a fehérjekutatas (és ezen a beliil fehérjealapt
gyogyszerek fejlesztése) mnapjainkban elképzelhetetlen
tomegspektrometria nélkiil. A  proteomika az €19
szervezetben eléforduld fehérjék szerkezetének, biologiai
funkcidjanak, a fehérjék mennyiségi el6forduldasanak és
ezek térbeli és idobeli valtozasanak feltérképezése. Ennek
kulcsfontossagu analitikai eszkdze a tomegspektrometria,
mely kiilonbozé elvalasztastechnikai eszk6zokkel kapesolva
teremt lehetdséget komplex bioldgiai mintdk kvalitativ
¢és kvantitativ analizisére. Rutinszer(i alkalmazasat két uj
ionizacids eljaras kidolgozasa tette lehet6vé: a ,,Matrixszal
segitett Lézer Deszorpcios lonizacio” (MALDI) és az
elektroporlasztasos ionizacié (ESI). A késziilékek és az
adatfeldolgozés (specialis szoftverek) teriiletén az utdbbi
évtizedben robbanasszeri technikai fejlodés kovetkezett be.

A gydgyszeriparban megjelend fehérjeanalitikai feladatok
megoldasara a proteomikaban kidolgozott eszkozrendszer
szolgal alapul, de a két kutatasi teriilet célkitiizéseinek
fokuszpontja jelentds mértékben kilonbozik. Mig a
klasszikus proteomikai kutatasban a feladat nehézségét a
biologiai matrix komplexitasa és a meghatarozandé fehérjék
rendkiviil kis mennyisége jelenti, ezek a problémédk nem
jelennek meg a rekombindns uton, nagy tételben eldallitott
és tisztitott fehérje alapt hatdoanyagok esetében. Klasszikus
proteomikai publikacidokban elfogadott, hogy a vizsgalt
mintdban azonositottnak tekinthetd egy fehérje, ha MS és
tandem MS (MS/MS) spektrumok alapjan megfelel6 szamu,
»jellegzetes” peptid igazolja szekvencidjat. Tipikus esetben
a fehérje szekvencidjanak 30-50%-a hatarozhaté meg, de
minor komponensek azonositasara 1-2 peptid azonositasa is
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elegendd lehet. Ezzel szemben a gydgyszeripari feladatok
esetén nem a fehérje kimutatasa, jelenlétének igazolasa a
cél, hanem lehetd legteljesebb karakterizalasa: a vizsgalt
fehérje (1) teljes aminosav szekvencidjanak igazoldsa
terminalistdl terminalisig, aminosavrdl aminosavra torténd
meghatarozasa; (2) az aminosav szekvencidjaban megjelend
Osszes modositas (CTM, PTM) tipusanak és helyének
meghatdrozasa; (3) egy adott aminosavon megjelend
modositas esetén (pl. glikozilacid esetén) az egyes homolog
szerkezetek aranyanak meghatarozasa; (4) a molekulatomeg
meghatarozasa; (5) a térszerkezet kialakitasaban résztvevo
diszulfid hidak meghatarozasa, stb.

A tomegspektrometria  (tandem-tomegspektrometria)
segitségével nyert informaciokat, fuggetleniil a vizsgalt
molekula méretétdl és egyéb fizikai-kémiai tulajdonsagaitol,
két csoportra oszthatjuk. Az MS spektrum alapjan a
vizsgalt molekula molekulatomege hatarozhatdé meg,
mig fragmentacios, vagyis MS/MS spektruma(i) alapjan
szerkezeti informacidt nyerhetiink rola a keletkezett
fragmens ionok molekulatomege alapjan. A fragmentacid
elésegitésére legelterjedtebben alkalmazott modszer, kis és
nagymolekuldk esetén egyarant, az ltkoztetéses aktivalas
(CID). Ebben az esetben az titkdzési cellaban inert gazzal
(pl. N,, He, Ar) titkoztetjiik az ionokat).®® Lehetdség van
infravords lézerrel is gerjeszteni az ionokat (IRMPD,
Infrared Multiphoton Dissociation),' de ez a technika
kevésbé elterjedt.. Tobb szempontbdl is komplementer
technikdknak tekintheték az elektronbefogas indukalta
disszociacio (ECD) és az elektron transzferrel indukalt
disszociacio (ETD), melyek kifejezetten fehérjék, peptidek
vizsgalatara fejlesztett fragmentacio eljarasok. Ebben az
- kis energiaju elektronok, vagy gyokanionok segitségével
indukalt - toltésszamanak csokkenése valtja ki. Egyik
legnagyobb elonyiik a CID technikaval szemben, hogy a
fragmentacié soran a modositdsok nem fragmentalodnak,
ezzel lehetdséget teremtve pontos pozicidjuk lokalizalasara
(pl.: glikozilacid, foszforilacid). Mind a kismolekuldkat,
mind a nagymolekulakat jol definialt fragmentacio jellemzi.
Proteinek MS/MS spektruméanak értékelése napjainkban
kiilonb6z6  algoritmusok alapjan miikod6 szoftverek
segitségével torténik. Ezek nagyrészt automatikus,
esetenként félautomatikus értékelést tesznek lehet6vé.
Proteinek teljes aminosav-sorrendjének meghatarozasa
nem tipikus proteomikai feladat, de biologikumok ¢és
bioszimilaris készitmények esetén alapvetd jelentdségli. Az
értékelés manudlis feladat, bar gyakran szoftver segiti (1asd
késébb).

A fehérjék MS alapt szerkezetmeghatarozasa alapvetden
kétféleképpen valosithatdé meg.!" Egyik lehetség
az un. ,top-down” szekvenalasi stratégia, amikor a
tomegspektrométerrel a teljes fehérjemolekulat vizsgaljuk.
Ebben az esetben az MS spektrum alapjan meghatarozhat6 a
fehérje/polipeptid mérete (molekulatémege), fragmentacidja
alapjan pedig az aminosav sorrend ¢s az esetleges poszt-
transzlacios modosulasok tipusa és helye. Ez az eljaras a
technikai nehézségek miatt napjainkban még nem tekinthetd
rutineljarasnak, kisebb fehérjék, polipeptidek jellemzésére
alkalmas.

A fehérjék leggyakrabban hasznalt szerkezetmeghatarozasi
moddszere az un. ,bottom-up” eljards, melynek soran a

tomegspektrometrias analizist tobb 1épcsds mintaeldkészités
elézi meg. A fehérjét optimalis esetben 8-14 aminosavat
tartalmazd peptidre hasitjuk jellemzden nagy specificitasu
fehérjebontd enzimekkel, ugynevezett proteazokkal. A
proteomikaban legelterjedtebben hasznalt enzim a tripszin,
mely két bazikus aminosav, a lizin és az arginin C-
terminalisanal hasitja az 6sszekapcsolodd aminosavakat. A
természetben megtalalhat6 fehérjékben gyakori a lizin és az
arginin eléfordulasa, amely a fehérjeanalizis szempontjabdl
kedvez6. A tripszines emésztés tovabbi eldnye, hogy
(specifikus miikodése esetén) minden kihasitott peptid C-
terminalisan egy bazikus aminosav marad, biztositva ezzel
a peptid megfelel6 protondlhatdsagat a tomegspektrometrids
analizishez. A teljes fehérjeszekvencia meghatarozasahoz
a tripszines emésztés sokszor nem elegendd, ezért
a fehérjck emésztéséhez gyakran mas proteazokat
(pl. Glu-C, stb) is alkalmazunk. Ezeket az enzimeket
parhuzamos kisérletekben, vagy egy Iépésben alkalmazzuk
(enzimkeverékként). Az igy kapott peptid keveréket
kromatografias elvalasztast kovetden, lehetdség szerint a
peptideket izolalva juttatjuk a tomegspektrométerbe. Az
egyes komponensek MS/MS spektrumanak értékelésével
meghatarozzuk a peptidek szerkezetét, a teljes aminosav
sorrendet (szekvencidja), amely a fehérje elsddleges
szerkezete. Egy fehérje tomegspektrometrias analizise soran
sok ezer spektrumot (ill. tandem tomegspektrumot) vesziink
fel, melyek értékelése elképzelhetetlen specidlisan erre a
célra fejlesztett szoftver nélkiil. Ez azonban gydgyszeripari
feladatok esetén csak hattértamogatast nytjt, mivel minden
egyes peptid, szekvencia, mddositas azonositasa kizarolag
a spektrumok manualis értékelését kovetden tekinthetd
megoldottnak.

Napjainkban a technologia rohamos fejlddésének
koszonhetden a ,bottom-up” ¢és ,top-down” stratégiak
kozotti atmenet is egyre népszertibb, melyet ,,middle-down”
vagy ,,middle-up” eljarasnak neveziink. Ez esetben a fehérjét
csak néhany helyen hasitjuk, és az igy kapott, még mindig
nagy (3-10,000 Da molekulatomegili) polipeptid lancokat
szekvenaljuk.

A fent ismertetett modszerek fehérjék modositasainak
azonositasara és helyspecifikus analizisére is hasznalhatok.
Szerencsés esetben mar az enzimatikus emésztést kovetd
HPLC-MS/MS analizis sordn azonosithatd, és egy peptidre
lokalizalhaté a modositas. Egyes modositasok, mint példaul
a glikozilacié feltérképezése azonban igen bonyolult
feladat, tobb tomegspektrometrias technika, specialis
mintaeldkészités, kiilonleges kromatografids maddszerek
egytittes alkalmazasat igényli.

Fehérjék glikozilaciéja és ennek meghatarozasa

A fehérjeanalitika, ill. fehérje alapt gydgyszerkészitmények
jellemzésének egyik legnagyobb kihivasa a glikozilacio
meghatarozasa. A glikozilacio a fehérjék leggyakoribb,
transzlaciot kovetden kialakuld enzimatikus modositasa
(CTM vagy PTM), mely széles korben képes befolyasolni
a fehérje hatasat, biologiai aktivitasat, valamint a sejtek
kozotti kommunikacié és immunvalasz egyik fo eszkoze. A
cukorlancok szerkezete és funkcioja kozotti sszefiiggések
feltarasa, a glikozilaciés mintazat monitorozasa betegségek
elorejelzésében, diagnosztikajaban vagy korfejlodésének
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kovetésében kiemelkedd fontossagi kutatasi teriiletek.
A felsorolt célok megvaldsitasahoz rendkivill preciz
és érzékeny analitikai hattér sziikséges, mely a mai
korszerti miiszerezettség mellett is nagy kihivast jelent a
cukormintazat rendkiviili 6sszetettsége miatt. A cukorlancok
komplexitasat épitdkoveinek, a kiilonb6zd monoszacharid
egységek  fajtajanak  valtozatossaga, illetve  ezek
kapcsolddasi rendjének és kotéstipusainak sokszintisége
adja. A glikozilacios tipusok két leggyakoribb fajtaja az N-
és O-glikozilacio.

N-glikozilacid soran a cukorlanc valamely lanckozi
aszparagin (Asn/N) lancvégi amid csoportjanak nitrogén
atomjahoz kapcsolodik. A fehérje elsddleges szerkezetében
egy aminosav-harmas, Gigynevezett konszenzus szekvencia
jelzi az N-glikozilacio lehet6ségét, melynek mintazata:
N-X-S/T, ahol X barmely aminosav lehet a prolin (Pro/P)
kivételével, S szerint, a T treonint jelent. Az aszparagin
oldallancara az endoplazmas retikulumban, enzimatikus
uton ¢épll rd egy nagyobb cukor egység. Tobblépéses
folyamatban jon létre a glikoproteinekre jellemzd N-
cukorszerkezetek valamelyike: komplex; oligomannéz (2.
abra); vagy a két tipus keveréke, a hibrid cukorlanc.

O-glikozilacio az oldallancukban hidroxi  csoportot
tartalmazé aminosavakon alakulhat ki, melyek koziil
a szerin és a treonin a leggyakoribbak. Az O-glikanok
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Szidlsav-profil Részleges szerkezeti Helyspecifikus

szerkezetét tekintve nyolc alaptipust kiillonboztetiink meg,
melyek mindegyikére jellemzd, hogy a fehérje lanchoz egy
N-acetilhex6zaminon keresztiil kapcsolodik a cukorlanc.
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2. Abra. AzN- és O -glikozilacio jellemzo cukorszerkezetei (A [3]
hivatkozas 2. dbraja alapjan).

Rekombinans monoklonalis antitestek esetében, tipikusan
egyetlen N-glikozilacids mddositas épiil be a fehérje nehéz
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3. Abra. A glikozildcios mintazat meghatarozasanak lehetéségei ([12] hivatkozas 1. dbraja és a [13] hivatkozas 2.2.59.-1. abraja alapjan).

Roviditések magyarazata (amelyek eddig nem szerepeltek a cikkben): HPAEC-PAD: nagy hatékonysagu anioncserés kromatografia pulzaléo amperometrias
detektalas, PGC: pordzus grafit-kromatografia, MECC: micellaris elektrokinetikus kapillaris kromatografia, cIEF: kapillaris izoelektromos fokuszalas, CZE:
kapillaris zonaelektroforézis, CE-LIF: kapillaris elektroforézis 1ézer indukalt floureszcencia detektalassal, HILIC: hidrofil kdlcsénhatason alapulo folyadék

kromatografia, WAX: gyenge anion cseréld, RP-HPLC: forditott fazisu nagy hatékonysagu folyadék kromatografia, TOF: repiilési id6 analizator.

talalhato aszparaginra. A monoklonalis antitestek eldallitasa
tipikusan emlGssejtes expressziés rendszerben torténik
(pl.: kinai horcsog petefészek sejtes [CHO]). Bakterialis
expresszids rendszerek ¢épp azért nem hasznalhatdk,
mivel ezek nem képesek (megfeleléen) glikozildlni a
kifejezett fehérjét. A rekombinans monoklonalis antitestek
glikozilaciés mintazatat fétomegében négy fo glikoforma,
ugynevezett komplex tipusu cukorlanc alkotja. Ezek mellett
kisebb mennyiségben szdmos mas, uUgynevezett minor
glikoforma is jelen van.

A terapias glikoproteinek biologiai aktivitasat befolyasold
tényezok egyike a glikozilacidos mintazat. A természetben
eléforduld glikoproteineken taldlhaté cukorlancok pontos
funkcidja sok esetben még mai napig sem tisztazott,
azonban szamos glikozilacio — hatas dsszefiiggést tartak mar

fel biologiai vizsgalatok segitségével. Tovabba a cukorlanc
befolyasolja a fehérje konformaciojat, stabilizalhatja
térszerkezetét, antitestek esetében befolyasolja a fehérjék
aktivitasat (Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity
és Complement Dependent Cytotoxicity), stb.

Human gyogyaszati felhasznalasra eldallitott glikoproteinek
esetében feltétleniil sziikséges (és a hatosagok altal
megkivant) a glikozilacios mintazat lehetd legteljesebb
karakterizalasa. Ez tobbek kozott magaban foglalja a
glikozilacié helyének azonositasat (mely kilondsen O-
glikozilacié esetében nehéz), az adott helyen talalhatd minor
és major glikoformak azonositasat és kvantifikalasat, a
cukorlancokat felépitd monoszacharid egységek kapcsolodasi
rendjének feltérképezését és a fehérje egészére jellemzd
monoszacharid  Osszetétel meghatarozast. Kiilonosen
fontos a glikoproteint jellemzd szamos glikoforma relativ
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mennyiségi jellemzése; ill. egy adott termék esetén ennek
az eloszlasnak (a glikozilacios mintazatnak) az allandosaga
(kis variabilitds a mennyiségi aranyokban). A glikozilacid
analitikai jellemzése igen bonyolult, szamos mddszer
egyiittes alkalmazasat igényli. A teljes munkafolyamatot a
3. dbra szemlélteti.

Fehérjék N-glikozilaciéos mintazatanak meghatarozasa
— esettanulmany

A glikozilacidos mintazat meghatarozasa a glikozilacid
vizsgalatanak egyik legfontosabb (de Onmagaban nem
elegendd) 1épése, amelyre tobb alternativ megoldas 1étezik,
ezek mindegyike komplex munkamoddszert igényel. A
feladat illusztralasara egy ilyen munkafolyamatot mutatunk
be a kovetkezokben. Alapelemei:'

1) A glikoprotein proteolitikus
emésztése;

2) A peptid-glikopeptid keverék UHPLC-MS ¢és UHPLC-
MS/MS analizise

3) Az eredmények értékelése specidlis, a glikozilacids
mintazat meghatarozasara szolgald szoftver segitségével.

(altalaban  triptikus)

A vizsgalat stratégiai szempontbol fontos eleme, hogy
glikopeptid (és nem oligoszaccharid) fragmensek analizisét
végezziik el. Ennek soran a peptid molekulatomege (és
sziikség esetén szekvencidja is) meghatarozhatd, amely
azonositja, hogy az adott glikopeptid mely proteinbdl
szarmazik, ill. azt, hogy a glikozilacié a fehérjelanc mely
helyén tortént. A modszer elénye, hogy a szennyezett mintak
ill. glikoprotein keverékek analizise ugy végezhet6 el, hogy
a szennyezés jelenléte az eredményeket nem befolyasolja.

A vizsgalat masik eleme a peptid/glikopeptid keverck
analitikai  és  szerkezetvizsgalati  jellemzése. Ez
kromatografiaval ,,on-line” kapcsolt tomegspektrometriai
vizsgélat soran torténik; amely a modern analitikai kémia
egyik legnagyobb teljesitOképességli modszere. A sikeres
analizis érdekében a tomegspektrometrias méréseket a
,,szokasos” proteomikai mddszerekhez képest jelentésen
eltérd kortalmények kozott kell elvégezni (lasd lentebb).

A vizsgalat harmadik kulcskérdése az eredmények
értékelése. Ennek soran meg kell hatarozni, hogy egy
kromatografias futds alatt felvett sok ezer tomegspektrum
(és tandem tomegspektrum) kozil melyik felel meg a
glikopeptidnek. Miutan azonositottuk a glikopeptidek
jelenlétét, tandem tomegspektrumuk alapjan meghatarozzuk
ezek szerkezetét (aminosav €s monoszaccharid dsszetételét).
majd az azonositott glikopeptidek relativ mennyiségét.
Mindezen 1épések manualis értékelése a gyakorlatban
nehezen megvaldsithatd — ez a glikoprotein analizis egyik
szlik keresztmetszete —, ezért a probléma megoldasahoz két
szoftvert (,,GlyoMiner” ¢és ,,GlycoPattern™-t) fejlesztettiink
ki.l4,15

A fenti eljaras folyamatat a 4. 4bra mutatja be. A glikoprotein
enzimatikus emésztését kovetden tobb, kromatografias
szempontbol megegyezd mérés keriil lefuttatasra, melyek
a tomegspektrometrias beallitasokban, ionizacids és
fragmentaciés paraméterek tekintetében kiilonboznek
egymastol.

Az ionizaciés paraméterek beallitasatol fliggéen az
ionizacié soran keletkezett ionok az ionforrasban
gyakran elbomlanak (fragmentaldédnak). Ez olykor
kivanatos (szerkezeti informacidt nyujt), glikopeptidek
analizise esetén azonban célszerii elkeriilni, ugyanis az
eredményeket torzithatja. Glikopeptidek egyik fontos
tomegspektrometrias jellemzdje, hogy a cukorlancot felépitd
monoszacharid egységek kozotti kotések joval konnyebben
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4. Abra. Az N-glikozil4ciés mintazat meghatarozasanak folyamatabréaja
(A [14] hivatkozas alapjan).

elhasadnak, mint a peptidrészt felépitd6 aminosavak kozotti
peptidkotések. Amennyiben mar az ionizacié soran
fragmentacié kovetkezik be, ez olyan ionokat eredményez,
melyek latszolag egy kisebb cukorlancot tartalmazd
glikopeptid jelenlétére utalnak. Ezen tomegspektrumok
értékelése a glikoprotein mintaban jelenlévd glikoformak
tipusarol és azok relativ aranyardl is félrevezet6 informaciot
ad. A késziilék beallitdsa szempontjabdl ezért fontos, hogy
a glikopeptidek szerkezetének és mennyiségi aranyanak
meghatarozasahoz olyan kisérleti koriilményeket valasszunk,
mely esetén az ionforrasban fragmentacio nem torténik.

Az elozoekkel szemben, az ionforrasban bekovetkezo
fragmentacid elénytis jelenthet. Amennyiben az ionforrasban
(az ugynevezett ,,cone” fesziiltség megnovelésével) jelentds
mértékl fragmentaciot idézink eld, ez intenziv oxonium
ionok kialakulasdhoz vezet (pl.: 204 m/z HexNAc, m/z
306, Hex.HexNAc; m/z 657 Sia.Hex.HexNAc, stb). Ezen
markerionok megjelenése glikopeptidek jelenlétét mutatja;
igy felhasznalhaté ezek lokalizalasara (retencids idejik
azonositdsara). Tomegspektrometrids szempontbdl a
modszerfejlesztés elsd 1épése tehat a megfeleld ionizacids
paraméterek optimalasa. Glikopeptidek analizise esetén
gyakran nem egy, hanem két kiilonbozé ionizacios
koriilményt allitunk be, az egyik a glikopeptidek
jelenlétének és retencids idejének azonositdsara, a masik
ezek szerkezetvizsgalatara ¢és kvantitativ jellemzésére
alkalmas.

A fragmentacids energia nemcsak az ionforrasban, hanem
tandem tomegspektrometrias szerkezetvizsgalatok esetén
is dontd fontossagi. Tandem tomegspektrometria esetén
tipikusan iitk6zéses aktivacidot végzink, ez esetben az
itk6zési energia a legfontosabb paraméter. Ennek megfelel6
beallitasaval 1ill. valtoztatasaval kulonbozo szerkezeti
informaciokat gytjthetiink a glikopeptidrél, részben a
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cukorlanc szerkezete is meghatarozhato (szekvencidja,
elagazasi helyei). Egy glikopeptid energiafiiggé tandem
spektrumait mutatja az 5. abra. Els6dlegesen a cukorlanc
fragmentécidja figyelhetdé meg, ami lehetéséget nyujt a
cukorlanc szerkezetének feltérképezésére. Nagy {itkdzési
energia esetén a deglikozilalt peptid ionja is megjelenik a
spektrumban, mely a peptid tomegét azonositja. Mivel a
mintadban 1évd glikoprotein(ek) ismertek (ill. rutin HPLC-
MS/MS alapt proteomikai modszerek alkalmazasaval
felderithetdk), a peptid tomege tipikusan ennek szerkezetét,
igy a glikozilaciéo helyét is azonositja. Sziikség esetén
ECD segitségével a peptidszekvencia a tomegspektrumbal
kozvetleniil is meghatarozhatd.
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5. Abra. A CID iitkdzési energia hatésa egy glikopeptid fragmentacios
mintazatara ( A [14] hivatkozas alapjan).

A bemutatott HPLC-MS(MS) méréssorozat alkalmazasaval
monoklonaris antitestek is jol vizsgalhatok. Ennek
segitségével meghataroztuk egy kereskedelmi
forgalomban levo, human gyogyaszati felhasznalasra
gyartott monoklonalis antitest, az Infliximab glikozilacids
mintdzatat (6. abra). A bemutatott diagram jol szemlélteti
a mAb-okra jellemzé négy fo glikoforma (GOF:
N4H3SO0F1, GIF és G1F’: N4H4S0F1, G2F: N4H5S0F1)
meglétét. A vizsgalati modszer érzékenységét jelzi,
hogy mindezek mellett szamos mas, igen kis (1%-nal
kisebb) mennyiségben jelenlévé varianst (glikoformat) is
azonositottunk. A glikozilaciés mintazat ilyen részletes
feltérképezése nemcsak a kész hatdanyag jellemzése
soran elengedhetetlen, de hatalmas tamogatas nyujthat
a technologia kovetésében ¢és fejlesztésében egyarant.

Osszefoglalo

A gyogyszerkutatds rendkiviill fontos uj irdnyzata a
fehérje alapu gyogyszerkészitmények kifejlesztése. Ezek

6. Abra. Egy humén gyogyészati felhasznalasra eléallitott monoklonalis
antitest, az Infliximab glikozilacids mintazata.

szerkezetének jellemzése és analitikdja nagy kihivas, a
miszeres analizis oldalarél 0j megoldasok kialakitasat
koveteli meg. A kutatds egyik legfontosabb eszkoze a
tomegspektrometria  (ill. a  folyadékkromatografiaval
kapcsolt tomegspektrometria), mely a fehérjék elsddleges
szerkezetének  ¢és  modositasainak  meghatarozasara
alkalmas (alap)eszkdz. Monoklonalis antitestek (és mas
proteinek) gyakori moddosulata a glikozilacid, melynek
szerkezeti jellemzése a fehérjeanalitika egyik legnehezebb
feladata. A glikozilaci6 meghatarozasara leggyakrabban
tomegspektrometrias modszereket alkalmaznak. A jelen cikk
a tomegspektrometrian alapulé fehérjeanalitika legfontosabb
jellemzdit foglalja 6ssze, €s egy példan keresztiil szemlélteti
a glikozilaciés mintazat meghatarozasanak lehetdségeit.
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Rezgési optikai aktivitas
— Abszolut konfiguracio és konformacio meghatarozasa

TARCZAY Gyorgy,*>* VASS Elemér,>” GOBI Sandor,*® és MAGYARFALVI Gabor®®
“Molekulaspektroszkopiai Laboratorium, ELTE Kémiai Intézet, Pazmany P. s. 1/a, 1117 Budapest, Magyarorszdg
PELTE TTK — MTA TTK Kornyezeti Kémiai-Fizikai Laboratorium, Pazmdny P. s. 1/a, 1117 Budapest, Magyarorszdg
“Kiroptikai Szerkezetvizsgalo Laboratérium, ELTE Kémiai Intézet, Pazmdny P. s. 1/a, 1117 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés

Becslések szerint az 1950-es évek végén, 1960-as évek
elején mintegy 10-20 ezer végtag nélkiili, vagy fejletlen
végtagl csecsemoOt hoztak napvilagra azok a ndk, akik
a terhességi rosszullétre a Contergan nevii gyogyszert
szedték. Az 1980-as években dertlt egyértelmiien fény
arra, hogy a rendellenességet az okozta, hogy a kiralis
Thalidomide hatéanyagot a gyogyszer racém keverékként
tartalmazta; a gyogyszerhatast az egyik enantiomer fejti
ki, mig a sziiletési rendellenességért a masik enantiomer
a felelés. Ugyan a felelos gyogyszergyar csak 2012-ben
kért nyilvanosan bocsanatot, ez a tragédia mar az utobbi
2-3 évtizedben a gyogyszerkémia kulcsfontossagu tertiletei
kozé emelte az abszolut konfigurdcié meghatarozasat, a
kiralis elvalasztasokat és az enantiomerszelektiv szintézisek
fejlesztését.

Ebben a kozleményben az abszolut konfiguracio
meghatdrozasanak egy Ujabb, kevéssé ismert, de
véleményiink szerint az egyik legperspektivikusabb

modszercsaladjat mutatjuk be, amelyet Osszefoglaldéan
rezgési optikai aktivitasnak (vibrational optical activity,
VOA) neveziink. Ebbe a csaladba két mddszer, a rezgési
cirkularis dikroizmus (vibrational circular dichroism, VCD)
¢és a Raman optikai aktivitds (Raman optical activity, ROA)
tartozik. A két modszer potencialjat mutatja az is, hogy
2010 végén egyetemi ¢és miiszergyartoi Osszefogasban
megnyilt a European Centre for Chirality nevii intézet,'
amely az alapkutatdsok, valamint a miszeres és elméleti
modszerek fejlesztése mellett cégeknek is vallal VOA
mddszereken alapulo abszolut konfiguracié meghatarozast.
A tapasztalatok alapjan egyértelmiien kijelenthetd, hogy kis
és kozepes méretli, merev molekuldk esetében egyértelmiien
ma mar a VCD (és ROA) technika a legolcsobb, leggyorsabb
és legmegbizhatobb modszer abszolut konfiguracid
meghatarozasra.

A kézirat irdsakor Magyarorszagon csak az ELTE Kémiai
Intézete rendelkezik VCD és ROA spektrométerrel, amely
a régioban egyedilalld vizsgalati lehetoségeket biztosit.
Tudomasunk szerint a Budapesti Miszaki Egyetemen
épités alatt all egy VCD késziilék, de egyetemek ¢s
gyogyszergyarak kutatd részlegei is érdeklédnek a
moédszer irant. Cikkiink nem titkolt célja ezért az is,
hogy a két moddszer teljesitoképessége mellett, az ELTE
muszerezettségét, lehetdségeinket is bemutassuk. Mivel
a muszereken, kiilondsen a VCD késziiléken végzett
alapkutatasainkrol mar mas aspektusban beszamoltunk a

Magyar Kémiai Folydiratban megjelent kézleményekben,*
ezért ezekrdl csak roviden ejtiink szot.

2. A rezgési optikai aktivitas alapjainak attekintése

Az optikai aktivitas (vagy kiroptikai) vizsgalatok a kiralis
molekulak és a sikban vagy a cirkularisan polarizalt fény
kozotti kolcsonhatast vizsgaljak. Egy sikban polarizalt
fénynyaldbban az egyes fotonoknak megfeleltethetd
elektromagneses hullamok elektromos tér vektorai egy
sikban helyezkednek el, mig a cirkularisan polarizalt fény
esetében az elektromos tér vektora térben és idében korbe
jar. Attél fiiggden, hogy a korbejaras a forras iranyaba nézve
orajarassal megegyez0 vagy azzal ellentétes iranyu, jobbra
(pozitiv), vagy balra (negativ) cirkularisan polarizalt fényrol
beszélink. Kémiai széhasznalattal élve a jobbra és balra
cirkularisan polarizalt fénynyalabok egymas ,.enantiomer
parjai”. A cirkuldrisan polarizalt fény eldéallithaté olyan
két azonos iranyba terjedd, de elektromos tér vektorait
tekintve egymasra merdleges hullambdl, (azaz két egymasra
merdleges sikban polarizalt fénynyalabbol,) amelyekben az
egyik hullam 90°-os faziskésésben van a masikhoz képest.
Ha nem pontosan 90°-os a faziskésés, akkor un. elliptikusan
polarizalt fényt kapunk.

2.1. Rezgési optikai aktivitas (VCD)

A sikban polarizalt fény ¢és a kiralis molekula
kolesonhatasakor az optikailag aktiv molekula elforgatja
az elektromagneses tér sikjat. A hullimhossz fiiggvényében
mért forgatast optikai rotdcidés diszperzionak (ORD)
nevezzik.

A cirkularisan polarizalt fény esetében a jobbra és
balra cirkuldrisan polarizalt fény eltéré abszorpcidjat
figyelhetjiik meg. A fény hullamhosszanak fiiggvényében
mért abszorpciokiilonbséget (egységnyi koncentracid ¢és
uthossz esetében ez a rotatorerdsség) cirkularis dikroizmus
(CD) spektrumnak nevezziik. Ennek megfeleléen a CD
spektrumokban olyan hullamhossznal taldlunk pozitiv
vagy negativ savot, ahol a savok az abszorpcids (példaul
UV-lathatd vagy IR) spektrumban is jelentkeznek. Az
UV-lathaté tartomanyban a kétféle cirkularisan polarizalt
fény kozott mérhetd abszorpceidkiilonbség nagysagrendileg
ezred, az IR tartomanyban pedig tizezred—szazezred része
az abszorpcionak. Az enantiomerek CD spektrumai a
hullamhossz tengelyre tiikorszimmetrikusak.

* Foszerzok. Tarczay Gyorgy Tel.: +36 1 372 2500/6587; fax: +36 1 372 2592; e-mail: tarczay@chem.elte.hu;
Vass Elemér Tel.: +36 1 372 2500/1654; fax: +36 1 372 2592; e-mail: evass@chem.elte.hu
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Az ORD ¢és CD modszerek Osszehasonlitasa az 1.
abran lathatd. Megmutathatdo (képzetes torésmutatok
hasznalataval), hogy egy vegyiilet ORD gorbéje és a CD
spektruma nem fiiggetlen egymastol. Elvileg, a teljes CD
spektrum (0-t6l oo hullamhosszig) ismeretében a teljes ORD
spektrum kiszamolhat6. Ez az allitas forditott iranyban is
igaz. A két spektrum kozotti atszamitas az un. Kramers-
Kronig transzformacioval® lehetséges.
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1. Abra. Az ORD és a CD spektroszkopia.
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2. Abra. A VCD spektroszképia elve.
Az UV-lathato fény  tartomanyaban  altalaban

elektrongerjesztést valt ki a fény, ezért az ebben a
tartomanyban felvett CD spektrumokat gyakran elektronikus
CD (ECD) spektrumnak is lehet tekinteni. Hasonloan, az
infravords fény tartomanyaban rezgési (vibrational) VCD
spektroszkopiarol beszéliink. Az IR és VCD spektroszkopia
tehat ugyanolyan viszonyban all egymassal, mint az UV-Vis
¢s CD spektroszkopia, csak a vizsgalati tartomany eltéro. A
VCD modszer elvét a 2. dbra mutatja.

2.2. Raman optikai aktivitas (ROA)

A fentiek alapjan kézenfekvd, hogy a VCD spektroszkopia
kiroptikai megfeleldje, ez a Raman optikai aktivitas (ROA).
ROA kisérletet tobbféleképpen is elvégezhetink. Elvileg
legegyszeriibb modszer, ha a besugarzé (incident) 1ézerfény
cirkularisan polaris. Ha a kétféle cirkularisan polarizalt
fénnyel besugarzott kiralis mintardl szorddo polarizalatlan
fény intenzitaskiilonbségét mérjik a  hulldmhossz
figgvényében, akkor az ICP-ROA spektrumhoz jutunk.
Ha a besugarzd fény polarizalatlan, és a szort (scattered)
fényben vizsgaljuk meg a kétféle cirkularisan polarizalt fény

intenzitasanak a kiilonbségét a hullamhossz fiiggvényében,
akkor SCP-ROA spektrumhoz kapunk. Végezhetiink olyan
kisérletet is, amelyben a besugarzd fény is cirkuldrisan
polaris és a szort fényben is a kétféle cirkularisan polarizalt
fény intenzitaskiilonbségét vizsgaljuk. Ez a kétszeresen
(dual) cirkuldrisan polarizalt mddszer, a DCP-ROA. A
DCP-ROA esetében a jobbra cirkularisan polarizalt fénnyel
besugarzott mintardl szérédo jobbra cirkularisan polarizalt
fény intenzitdsdbdl vonjuk ki a balra cirkularisan polarizalt
fénnyel besugarzott mintardl szorodd balra cirkularisan
polarizalt fény intenzitasat. A DCP -ROA esetében pedig a
jobbra cirkularisan polarizalt fénnyel besugarzott mintarol
szorodo balra cirkularisan polarizalt fény intenzitdsabodl
vonjuk ki a balra cirkularisan polarizalt fénnyel besugarzott
mintarol szoré6dd jobbra cirkularisan polarizalt fény
intenzitasat. A négyféle ROA alapmérést tekinti at a 3. abra.
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3. Abra. A ROA spektroszkopiai modszerek elve.

A négyféle ROA spektrum elvileg egyenértékli, de a
gyakorlatban az ICP-ROA, az SCP-ROA ¢és a DCP-ROA
spektrumok kozott kis eltérés mutatkozik. Tovabbi variaciot
jelent az is, ha az SCP-ROA esetében a beesd, vagy ha az
ICP-ROA esetében a vizsgalt szort fény nem polarizalatlan,
hanem linedrisan polarizalt. Szintén elvileg is kiilonb6zo
spektrumokhoz jutunk, ha a besugarzo és a szort fény kozotti
szoget valtoztatjuk. A gyakorlatban leginkabb az SCP-ROA
modszert €s ,,hatraszort” geometriat (a besugarzo €s a szort
fény 180°-o0s szoget zar be) hasznaljak. Igy miikodik az
egyetlen kereskedelemben kaphatd késziilék is.

3. Torténeti attekintés

3.1. Az optikai aktivitas felfedezésének és
alkalmazasanak mérfoldkovei

Tobb mint 200 éve, 1811-ben, a fény polarizaciojat vizsgald
francia természettudds, Francois Jean Dominique Arago azt
észlelte, hogy ha sikban polarizalt fehér fény utjaba egy
kvarckristalyt, ezutan pedig egy polarizatort helyez, akkor a
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polarizator utan szines fény jelenik meg. Megmutatta, hogy
a szin fiigg a polarizatornak a belépd polarizalt fény sikjahoz
viszonyitott helyzetétdl.®

Egy évvel késobb tovabbi kisérletekre alapozva, Jean-
Baptiste Biot megmutatta, hogy az Arago-féle kisérlet két
fiiggetlen jelenséggel magyarazhatd. Az egyik az optikai
rotacio, azaz az a jelenség, hogy a kvarc elforgatja a
polarizalt fény sikjat. A masik jelenség pedig az un. optikai
rotacios diszperzid, azaz az, hogy az eclforgatas mértéke
fiigg a sikban polarizalt fény hullamhosszatol.® Kisérletei
soran Biot azt is észlelte, hogy kétféle kvarckristaly 1étezik,
amelyek ellentétes iranyban forgatjak a fény sikjat.

1815 szintén Biot irta le els6ként, hogy optikai forgatast
oldatokkal is el lehet érni; észlelte a terpentinolaj'® és a
kamfor alkoholos, valamint a cukor vizes' oldatanak optikai
forgatasat. Ezek a kisérletek megmutattak, hogy a kvarccal
ellentétben (melynek olvadéka nem forgatja a fény sikjat),
ezekben a kisérletekben az optikai forgatas molekularis, nem
tombfazishoz tartozo tulajdonsag.

1817-ben, Aragot megelézve, Augustin-Jean Fresnel
elséként allitott el6 cirkularisan polarizalt fényt.'> 1847-
ben az osztrak geoldgus-mineroldogus, Wilhelm Karl Ritter
von Haidinger, észlelte elsoként, hogy az ametiszt eltérd
mértékben nyeli el a jobbra ¢s balra cirkularisan polarizalt
fényt.!> Kozel négy évtizeddel késébb, 1895-ben, Aimé
Auguste Cotton észlelte réz- és krom-tartarat oldatokban a
kétféle cirkularisan polarizalt fény eltérd elnyelését.'

Az optikai forgatas IR tartomanybeli kimutatasaval a XX.
szazad kozepén kezdtek intenziven foglalkozni. A japan
JASCO cég mar 3 éve megépitette az elsé UV-lathato fény
tartomanyaban miikodé, az optikai diszperzids (ORD)
gorbe felvételére alkalmas automata spektropolariméterét,
amikor korabbi reprodukalhatatlan kisérletek utan, 1964-
ben Leonard I. Katzin elsdként mutatta meg a kvarckristaly
optikai forgatasnak hullamhosszfiiggését a kozeli IR
tartomanyban.'?

Az elsé kereskedelmi, UV-lathaté fény tartomanyaban
mikodé CD késziiléket 1965-ben hozta forgalomba a
JASCO. Ekkor még nemcsak a VCD ¢és ROA kisérleti
megfigyelése, de még ezek elméletének kidolgozésa is
varatott magara.

A Cambridge-i Egyetemen Buckingham ¢s Barron a ROA
elméletét fekteti le egy 1971-ben megjelent tanulmanyban,'¢
mig egy évvel kés6bb Holtzwarth és Chabay (University of
Chicago) kozli az elsé elméleti modellt VCD spektrumok
szamitasara.!” Ezutan mar a kisérleti eredményekre sem
kellett sokaig varni. 1973-ban Barron, Buckingham ¢s
Bogaard felveszi az elsdé (artifaktumoktél mentes) ROA
spektrumot (az a-feniletilaminrél),’ amit Werner Hug és
munkatarsai reprodukalnak 1975-ben.'” 1974-ben pedig
Holtzwarth és munkatarsai kozlik az elsé VCD spektrumot
(a 2,2,2-trifluorometil-1-feniletanolrél),® amit Nafie, Cheng
és Stephens (University of South Carolina) fiiggetlen
kisérlete igazol egy évvel késdbb.?!

A technikai nehézségeknek koszonhetd, hogy az elsé sikeres
VCD és ROA méréseket kovetd 30—40 évben ezek a mérések

egyedi épitésti késziiléken torténtek. Az elsd, 1997-ben
kereskedelmi forgalomba keriild VCD késziiléket a Bomem
(késébb BioTools), az els6 ROA késziiléket pedig a BioTools
hozta forgalomba 2003-ban. Jelenleg ROA késztiléket csak
a BioTools (ChiralRAMAN-2X), Fourier-transzformacios
VCD  késziiléket vagy  FT-IR  spektrométerhez
csatlakoztathatdo VCD kiegészithetd egységet ma mar a
BioTools (ChirallR-2X spektrométer), a Bruker (PMA-50
kiegészit6 egység), a Thermo Scientific (kiegészitd egység),
és a JASCO (FVS-6000 VCD spektrométer és FVT-4000
kiegészitdé egység) is forgalmaz. A kiegészitd egység
beszerzése mellett az szol, hogy a mar meglévé FT-IR
spektrométert felhasznalva kisebb beruhazéssal juthatunk
mérési lehetéséghez, és a késziilékegyiittest sokrétiibben
hasznalhatjuk. A komplett VCD készilékek o elénye
pedig az, hogy ezek a késziilékek kizardlag VCD mérésre
optimaltak, a kiegészitd egységekhez képest altalaban jobb
mindségl spektrumok felvételét teszik lehetdvé.

A kereskedelmi  késziilékek késdi  megjelenésével
magyarazhatd, hogy az ezredfordulon még a két-két tucatot
sem érte el a VCD és ROA elméletével foglalkozo, vagy
e modszereket hasznald kisérleti tanulmanyok szama. Az
évezred elso évtizedének masodik felére VCD-vel foglalkozo
cikkek szama meghaladta az évi 100-at, mig ROA tartalmu
cikkekbdl évi kb. 50 jelent meg ebben az idészakban.
Annak ellenére, hogy a VOA mddszerek az alapkutatasban
is csak az utobbi évtizedben terjedtek el, a nagyobb
gyogyszergyarak mar most felismerték a két moddszer
nyujtotta paratlan lehetdségeket, a komoly elényoket
mas abszolit konfigurdcié meghatarozasara alkalmas
modszerekkel szemben. A nagyobb gyogyszergyarak kozott
példaul a GlaxoSmithKline, a Bristol-Myers Squipp Co.,
a Wyeth/Pfizer, az Eli Lilly, és az AstraZeneca mar kb. tiz
éve rutinszerlien hasznalja a VCD technikat.! A VCD-vel
tortént abszolut konfiguracié maghatarozasokat az amerikai
gyogyszergyartast feliigyeld szervezet, az FDA (Food and
Drug Administration) is hivatalosan elismeri.!

3.2. A médszerek elterjedése Magyarorszagon és az
ELTE-n

Elsésorban a kiroptikai modszerek hasznélatat 1970-
ben Humboldt-6sztondijasként Hamburgban Giinther
Snatzke mellett elsajatito Kajtar Marton iskolateremtd
munkdjanak koszonhetd, hogy ezek a modszerek hamar
megjelentek Magyarorszagon, ezen belil az ELTE-n.
Az els6 ORD spektropolariméter 1967-ben, az elsé UV-
lathato tartomanyban miikodé CD spektrométer 1971-ben
keriilt beszerzésre, ezeket modernebb késziilékek valtottak
1989-ben, majd 2001-ben. Idokézben a CD-spektroszkopia
tobb magyarorszagi egyetemen (Budapesti Miiszaki
és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Debreceni Egyetem,
Semmelweis Egyetem, Szegedi Tudomanyegyetem) &s
akadémiai kutatointézetben (MTA TTK Enzimoldgiai
Intézet, MTA TTK Molekularis Farmakologiai Intézet)
valamint a gyogyszeriparban (Richter Gedeon) is
meghonosodott.

Az ELTE VCD késziiléke (Bruker Equinox55 FT-
IR PMA37 VCD egységgel) 2003 o6ta, mig a ROA
(BioTools ChiralRAMAN-2X) készulék 2011 vége ota all
szolgalatban.
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4. A rezgési optikai aktivitas elmélete

A kozlemény terjedelmi korlatai miatt nem vallalkozhatunk
arra, hogy részletesen targyaljuk a VCD és ROA spektrumok
szamitasanak elméletét. Ugyanakkor mindkét moddszer
esetében a mérések csak megbizhatd elméleti szamitasokkal
Osszevetve adnak szerkezeti informaciot. Nincsenek a VCD
savok elojelét a szerkezetbdl megjosolni képes empirikus
szabalyok, ezért a szamitasok a modszerek elvalaszthatatlan
részét képezik. Az alabbi két alfejezetben csak rovid
bevezetdt tudunk nytjtani, illetve a szamitasokra alkalmas
programcsomagokat mutatjuk be. Az elméleti hatteret
alaposabban a [5,6,22,23] referenciakban ismerheti meg az
érdeklddo olvasé.

4.1. A VCD spektroszkopia elmélete

Rosenfeld mar a kvantummechanika hajnalan, 1928-ban
kozolte** a cirkularis dikroizmus jelenségének leirasahoz
sziikséges formuldt, ami érvényes az elektromagneses
sugarzas barmely, igy az UV-lathato ¢és IR tartomanyéaban
is:

Ry, = Im{(alp, |b)(b|p,la)| (1)

Ez alapjan egy ’a’ és ’b’ allapot kozti atmenethez tartozo
rotacioerdsséget a kérdéses rendszert leird elektromos
¢s magneses dipolusoperatorok  segitségével lehet
kiértékelni. Az operatorok a magok ¢és az elektronok dipolus
hozzéjarulasat is tartalmazzak.

Minthogy tiikrozés hatdsdra a magneses operator eldjelet
valt, enantiomer parok esetében azonos nagysagu ¢és
ellenkezd eldjell rotaciderdsséget ad a szamitas. Akiralis
molekulak esetén a rotaciderdsség zérus, ezért a képletben
szerepld skalarszorzat tényezdinek, az elektromos ¢s
magneses atmeneti momentumoknak egymasra merdleges
vektoroknak kell lennitik.

Az alapvetd Osszefiiggések ismeretének ellenére a VCD
rotacios erdsségek kiértékelése nem valt lehetségessé az
alkalmazott kvantumkémia és a szamitogépek elterjedésével.
A Rosenfeld-formula egyszertisége ellenére is sok buktatdt
rejt. Rezgési allapotok esetén példaul mind az atommagok,
mind az elektronok hozzajarulasa az atmeneti dip6lokhoz
szamottevd. Az elektronok hozzdjarulasat egyszeriibb
kiértékelni, ha a molekula rezgéseit harmonikusnak, a rezgési
torzulasok hatasat az elektromos dipolusmomentumra pedig
linearisnak tekintjiik (kétszeresen harmonikus kozelités).

Az igazan komoly problémat a magneses momentum
viselkedése jelenti. Ugyanis a diamagneses molekulak
stacionarius alapallapotdban az elektronoknak nincs
hozzajarulasa a rendszer magneses momentumahoz
tetszés szerinti molekulageometria esetén sem. Ennek
megfelelden a molekularezgésekhez tarsithatdo atmeneti
magneses momentumok csak az atommagok mozgasabol
szarmaznanak, ami nem adja vissza a fizikai valosagot.

A tokéletlen leiras mogott ez esetben sajnos a kvantumkémia
egyik legalapvetobb kozelitése, a Born—Oppenheimer-
kozelités all. Azzal, hogy a magok ¢és elektronok mozgasat
egymastol fiiggetlennek vessziik, épp az elektronok
magneses momentumanak kritikus tényezdjét hanyagoltuk

el. Minthogy a Born—Oppenheimer-kozelités, az eddig
kifejlesztett kvantumkémiai modszerek alapkove, hosszu
ideig csak heurisztikus és elég pontatlan mddszereket tudtak
alkalmazni a rotaciderdsségek szamitasara.

A fordulatot jelentd 1épést Stephens tette meg> A
Born—Oppenheimer-kézelitésen tallépve levezetett
egy olyan kifejezést az elektronok magneses atmeneti
momentumara, amelyben csak az elektron-alapallapotot
jellemz6 mennyiségek (torténetesen analitikus derivaltak)
szerepelnek. Ezeket a  Born—Oppenheimer-kozelitést
hasznalé programokkal is ki lehetett értékelni.

A VCD spektrumok gyors és megbizhatd szamitisa ma
mar szamos programcsomagba be van épitve. Legeldszor a
Gaussian programcsomagban jelent meg a rotatorerosségek
stiriségfunkcional (DFT) szintli szamitasa.”**” A Dalton
programcsomaggal Hartree-Fock (HF) és multikonfiguracids
(MCSCF) modszereket hasznalhatunk.?® Szintén alkalmasak
VCD spektrum szamitasara az ADF (DFT szinten)®-
é¢s a PQS (HF és DFT)* programcsomagok is. A
Gaussian programcsomaggal lehetdség az olddszerhatas
is figyelembevételére. A legujabb eredmények nyoman
a rezgési anharmonicitdas VCD intenzitdsokra gyakorolt
hatasat is figyelembe lehet venni, és a rezgési felhangok ¢s
kombinacios savok rotatorerdsségét is lehet szamolni.*

A szamitasok eredményeként legtobbszor a rezgési
savok eldjelét vetik Ossze a mérésekkel. Az altalaban
megbizhatonak tekintheté elméleti végeredmény tobb
tényezobdl épiil fel, abszolut értékben is kicsi és a
szamolas sok paraméterére is érzékeny lehet. El6fordulhat,
hogy a VCD spektrum sok savjabol nem mindegyiknél
adodik egyezés. Nicu és Baerends vezette be a savok
robusztussaganak fogalmat,*> amivel ezt a megfeleltetést
konnyitik meg. Ugyanis lehetdség van arra, hogy csak a
szamitasok alapjan, a priori jelezziik, hogy az egyes savok
mennyire érzékenyek a molekula szerkezetének, vagy a
szamitas paramétereinek valtozasara. Bar az eredeti szerzok
altal hasznalt kritérium szerencsétleniil volt kivalasztva, a
megbizhatdsag hasonld elérejelzése fontos és hasznos, mert
a nem robusztus savokat ¢s eldjeliiket az asszignacid soran
el lehet hanyagolni.

Nicuék megbizhatdsdgi paraméterként az elektromos és
magneses atmeneti momentumok vektora altal bezart szoget
valasztottak. Ez akiralis anyagoknal 90° kell legyen, ezért
a derékszogtdl tavoli (<60°) szogek esetén tekintettek csak
robusztusnak egy savot. Valos savok esetén azonban sajnos ez
a sz0g nem jol definialt, nem egy mérhet6 fizikai mennyiség,
hisz a magneses momentumvektor iranya és nagysaga fligg
a szamitasban hasznalt koordinatarendszertol is, csak a
magneses és az elektromos momentumok skaldrszorzata
fiiggetlen a koordinatarendszer megvalasztasatol.

Csoportunk definialt és bevezetett’®’? egy alternativ (és
korrekt) megbizhatdsagi paramétert, ami tapasztalataink
szerint megkonnyiti az Osszetett spektrumok egyértelmii
hozzarendelését, hisz intenzivebb savokrol is meg tudja
mutatni, hogy nagyon kénnyen valthatnak eldjelet.

- ‘!‘l m.k ‘COS‘; Rk
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Ez két fizikai mennyiségnek, az k-dik sav rotatorerdsségének
és dipdlerdsségének aranya. Az atmenetimomentum-
vektorokat tekintve azt mutatja meg, hogyan viszonyul az
elektromos atmeneti momentumvektor (p,,) nagysagahoz
a magneses atmeneti momentum vele azonos irdnyba
mutaté komponense. ¢ a két vektor variabilis szoge.
Akkor nem lesz egy sav ez szerint robusztus, ha a kicsi €s
bizonytalan magneses atmeneti dipdlus ellenére nagyobb a
rotatorerdssége a sav igen magas dipoluserdssége miatt.

4.2. A ROA spektroszkdpia elmélete

A Raman-szoérast els6 kozelitésben a fény, mint
elektromagneses sugarzas elektromos tere (E) és a molekula
polarizalhatésaga (a) kozotti kolesonhatasként lehet
leirni. A fény hatdsara idében valtozé indukalt elektromos
dip6lusmomentum (p) jon létre. B-irdnyu elektromos tér a
kovetkezd a iranyu indukalt elektromos dipdlt indukalja:

Hea = Cyp E;ﬁ" (3)

Az elektromos tér a besugarzé fény frekvencigjaval (v,)
idében valtozik:

Ey = Egsin2mvt 4)

mig a polarizalhatésag a molekularezgések frekvenciajaval
véltozik az idében. Harmonikus kozelitésben az i-dik
normalrezgés hatasa a polarizalhatosagra:

Ugp = Cggp al_“ﬁsizﬁm;i;. )

Behelyettesitve a kovetkezd egyenletet kapjuk:

. =E, (a.o_qg +u.1_qﬁ51112m',!}§i112m-'0f =

= Qg gp EoSIN2mvyt +

;a,\“ﬂbncoﬂ ﬂ:(vﬂ -V )+

+ %ai_aﬁﬁocosz J‘I(VO +v; )( ; (6)

ahol az elsd tag a Rayleigh-szorast, mig az utolso két
tag a Stokes, illetve az anti-Stokes szorast adja meg.
Klasszikus képben ez az idében valtozo dipol kelti a szort
elektromagneses sugarzast.

A fenti leiras azonban csak a Raman-szoras legnagyobb
tagjat adjak meg, ami nem ad kiralis informaciot. Precizebb
leirasban az indukalt elektromos dipdlt olyan sorfejtéssel
fejezhetjiik ki, amelyben a besugarzd fény magneses terének
(B) hatasa és magasabb rendii molekularis tenzorok is
szerepelnek. Abban az esetben, ha a fény hullamhossza tavol
van minden gerjesztés hullamhosszatol:

1 L. l
He,a=%aB E g+ o Ga;f?/ﬁ;ffa GV pEyt.., (7)
ahol G’ az elektromos dip6l — magneses dipol tenzor, A
pedig az elektromos dipol — elektromos kvadrupdl tenzor.

Az 1dofiiggd perturbacid-elmélet szerint a fent bevezetett

harom tenzor az ’a’ és ’b’ allapotok ismeretében a
kovetkezdképpen szamithato:

Ugp = i ngRc((ala“e,ab)(f“'htc’-ﬁ;ﬂ)), 8)

azh (J) - (UO

(ra,ﬁ N %;ﬁ lln(<a‘,uw ‘b)(b
Re( {.'Ll e alb <}?bﬁ L ))’ (10)

1
A~y i
L azb (U ab _(JU
aholay, r B-iranyu indukalt magneses momentum:
1 . .
——GpE,+ ..
PRl A )

0, pedig az indukalt elektromos kvadrupdl momentum
tenzoreleme:

H m, L‘F>), (9)

Hop=

0op=Aup E,t.... (12)

A gyakorlatban (akar gaz, akar oldat vagy folyadék, vagy
por minta vizsgalatakor) a molekuldk rendezetleniil, a tér
minden iranyba allhatnak. Ha statisztikusan atlagolunk
minden orientaciora, akkor a fenti egyenletekbdl csak két
fuggetlen izotrop:

u = %(a_\;\- + a_'r_\' g G.. ), (13)
G = %((;n + G_;._]_ + (f:_:) (14)

és harom fliggetlen anizotrop paraméter adodik:

P |
B =3 Bagay —aay) a3

ﬁ((’ )_ (‘;af.!f)' (’af) aaaG;;b’b' )9 (16)

B(A)? = w%ﬁ&auA of (17)

ahol ¢_; a Levi-Civita permutacids jel. A fenti tin. ROA-
parameterekkel minden kisérleti osszeallitasra (SCP, ICP,
DCP, és DCP,), és barmilyen szorasi geomtridra megadhato
a ROA intenzités. A ROA intenzitason (4) matematikailag a
kovetkezdt értjik:

A=a® —1% )ia® +1*), (18)

ahol I? és [" a cirkularisan jobbra és balra polarizalt fény
intenzitasa.Visszaszdorasi geometria esetében példaul a
kovetkezd ICP- és DCP -ROA intenzitasok vezethetdk le:*

48{/}(6‘ 2 -1 5(A)2]
2e[45a2 | 7/3(a)3] '

A(180°, ICP) = (19)

48{/?((;')2 —%ﬁu)?}
A(180°, DCPy) = = . (20)
lZc‘ﬁ(a)’

crer

is fugg a ROA intenzitas. Peldakent elore szoras esetében a
kovetkez6 ICP-ROA intenzitasok adodnak:*
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A(0°, ICP) = 3|45“G: +B(G ) — p(A)’ |
o 25 1@

Ugyan a ROA spektrumok szamitasa a VCD spektrumokéhoz
képest kevésbé rutinszerli, ¢és jelentdsen nagyobb
szamitogépes kapacitast igényel, az utdbbi években egyre
effektivebb ¢s gyorsabb kodok jelentek meg. A Gaussian
programcsomaggal HF és DFT moddszerekkel,”” a DALTON
programmal HF, DFT és MCSCEF,?*3% a PSI4 koddal*® pedig
mar a joval precizebb CC (coupled-cluster) modszerrel is,*!
mig az ADF programcsomaggal DFT szinten, rezonancia
kozelében®* is szamithatunk ROA spektrumokat.

1)

5. A VOA moédszerek legfébb elényei a tobbi abszolit
kiralitdis meghatarozasara alkalmas modszerekkel
szemben

Agyogyszerkémiabanalegelterjedtebb abszolut konfiguracio
meghatarozasi moédszer az anomalis rontgendiffrakcid. Ez a
moddszer hosszabb eldkészitést igényel, nehézatomot kell
beépiteni a molekulaba, vagy nehézatom ionjaval kell so6t
képezni, ezutan egykristalyt noveszteni. A vizsgalathoz
tiszta anyagokra, s6t enantiomertiszta anyagra van sziikség.

Kiralis shift reagensek segitségével az NMR spektroszkopia
is lehetdséget nyujt az abszolut kiralitas meghatarozasara.
Ehhez azonban elséként a shift reagens és a vizsgalt
molekula kozott 1étrejové sokszor bonyolult komplex
térszerkezetét kell felderiteni. A feladat komplexitasa miatt
ez egy viszonylag ritkdbban alkalmazott modszer.

Az UV-lathatdo tartomanyban alkalmazott ECD (és
ORD) spektroszkopia szintén régota elterjedt modszer az
abszolut konfiguracié meghatdrozasanak gyakorlataban.
A moédszer mellett az egyszerli kivitelezhetdség, gyors
mintaeldkészités, rovid mérési ido, és az alacsony koltségek
szolnak. Ugyanakkor elengedhetetlen el6feltétel az, hogy
a vizsgalt molekulaban jelen legyen egy kromofércsoport.
Nehézséget jelenthet az is, hogy korabban nem vizsgalt
molekula esetében a spektrumok értelmezéséhez a savok
elojelét empirikus szabalyok, vagy ab initio mddszerek
segitségével ki kell szamitani. Az empirikus szabalyok
sok esetben jol miikodnek, de nehéz elére megjdsolni
korlataikat. Az ab initio szamitasoknal pedig az okoz
nehézségét, hogy az elektronikus CD (ECD) spektrumok
szamitasahoz gerjesztett allapotok szamitasara van sziikség.
Az alap elektronallapotu molekula tulajdonsagaival szemben
a gerjesztett allapotok szamitasa ma sem teljesen rutinszert
feladat, joval nagyobb gyakorlatra és eldvigyazatossagra van
sziikség. Mivel az ECD spektrumokban csak ritkan fordul
elé tobb mint 2-3 sav, ezért egy-egy sav eldjelének hibas
becslése megbizhatatlan vagy rossz abszolut konfiguracio
meghatarozasahoz vezethet. Eppen a fenti nehézségek
miatt a gyakorlatban elterjedt a moddszer kombinalasa
olyan kémiai lebontassal vagy atalakitassal, amely mar

s

Ugyanakkor az atalakitas iddigényes, és nehézkessé teszi az,
hogy racemizacié nem kovetkezhet be az atalakitas soran.

A VCD és ROA spektroszkdpiara szintén elmondhatok
azok az elényok, amelyek az ECD spektroszkopiat is

jellemzik; azaz olcsd ¢s egyszerli a mintaclokészités,
nincs sziikség kristalyositasra, shift reagensre. A mintanak
nem kell enantiomer tisztanak lennie, mintegy 10%-0s
enetiomerfelesleg is elég a meghatarozashoz. Valamivel, de
nem jelent6sen hosszabb az atlagos mérési id6, mint ECD
spektroszkdpia esetében, ugyanakkor az ECD-vel szemben
nincs sziikség kromoforcsoportra és kémiai atalakitasra sem.
Ez egyrészt annak koszonhetd, hogy a spektrumértékeléshez
kvantumkémiai modszerekkel szamitott VCD és ROA
spektrumok joval megbizhatobbak, mint a szamitott ECD
spektrumok, mivel nincs sziikség gerjesztett allapotok
tulajdonsagainak szamitasara (lasd 4. fejezet). Masrészt ugy
a VCD, mind a ROA spektrumok sokkal részletgazdagabbak,
mint az ECD spektrumok. A kozepes ¢és kis molekulak
esetében is egy vagy akar tobb tucat savra is lehet alapozni
a konfiguracié meghatarozasat, azaz egy-egy rossz eldjellel
jelzett sav nem befolydsolja szamottevéen az asszignacid
megbizhatdsagat. A VCD spektrumok értelmezésének
megbizhatdsagat az is ndveli, hogy a szamitott eldjelek
¢és intenzitasok mellett az egyes savokhoz megbizhatosagi
faktort (1asd 4. fejezet) kapunk a szamitasokbol.

Mivel a VCD és ROA spektrumok érzékenyebbek a
konformaciora, mint az ECD spektrumok, ezért flexibilis,
multikonformaciés molekuldk esetében az abszolut
konfiguracié meghatarozasa a konformacids eloszlas
egyidejii meghatarozasaval lehetséges. Ez ugyan azt jelenti,
hogy ilyen molekulak esetén az abszolut konfiguracio
meghatarozasa nem rutinszerli, nagyobb gyakorlatot
igényel, de egyben tobb informaciot is szolgaltat. A
konformacioval szembeni érzékenységiikk miatt a VOA
madszereket az abszolut konfiguracié meghatarozasan kiviil
— ismert vagy ismeretlen abszolut konfiguracidju vegyiiletek
— konformacidanalizisére is széleskoriien hasznaljak. Mivel
a ROA esetében leggyakrabban hasznalt oldoszer a viz,
ezért ez a modszer kivaldan alkalmas biomolekuldk nativ
kornyezetben felvett térszerkezetének tanulmanyozasara is.

6. A VCD és ROA spektrométerek felépitése
6.1. A VCD késziilék

A VCD spektrométer lényegében egy olyan modositott
infravoros  spektrométer, amely cirkuldrisan polarizalt
infravoros sugérzas eldallitasara képes optikai eszkozokkel
van kiegészitve, és képes megmérni a kiralis minta
balra- ill. jobbra cirkularisan polarizalt fényben mutatott
abszorpcidjanak kiilonbségét hullamszam fuggvényében.
A manapsag kereskedelemben forgalmazott késziilékek
mind Fourier-transzformaciés elven miikodnek. Amint
azt korabban emlitettilk, a miiszerek lehetnek dedikalt
FT-VCD vagy pedig Fourier-transzformacids infravoros
spektrométerhez kapcsolhato VCD feltétek. Az utdbbi
esetben az alap FT-IR spektrométer tartalmazza a sugarforrast
¢és az interferométert, a kilépd infravords nyalab szoftveres
vezérléssel atiranyithatd a sajat mintatérrel €s detektorral
rendelkezd kiegészitd VCD modulba. Ezzel a megoldassal
talalkozunk az ELTE TTK Kiroptikai Szerkezetvizsgald
Laboratériumaban, ahol egy Bruker Equinox55 FT-IR
spektrométerbol és egy PMA37 tipust VCD modulbdl allé
miiszeregyiittes tizemel. A konkrét megoldastdl fiiggetlentil,
az FT-VCD spektrométerek lényegében azonos elven
miikodnek (4. abra).
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4. Abra. Egy VCD spektrométer sematikus felépitése.

Az FT-IR spektrométer sugarforrdsdbdl szarmazo és
a késziilék interferométerébdl kilépé6 nem polarizalt
infravorGs nyalabot elébb egy cserélhetd optikai szlirén
bocsatjuk keresztiil, igy az infravords sugarzast a kivant
spektrumtartomanyra  korlatozzuk. A legjobb jel/zaj
viszony ugyanis ugy érhetd el, hogy a lehetd legszitkebb
spektrumtartomanyra a lehetd legnagyobb fényintenzitast
biztositjuk. A nyalab fényintenzitasa az FT-IR spektrométer
apertirajaval szabalyozhaté. A nyaldb ezt kovetden egy
polarizacios sziirdn halad at. Ez altaldban egy tallium-jodid-
bromid (KRS-5) hordozoéra felvitt, igen finom osztast optikai
racsot képezd fémréteg, amely linearis polarizatorként az
infravoros fényt vizszintes sikban polarizalja.

A VCD spektrométer legfontosabb eleme a ZnSe
egykristalyt tartalmazd fotoelasztikus modulator (PEM),
amelynek fétengelye 45°o0s szoget zar be a belépd fény
polarizacids sikjaval. A ZnSe kristaly sajatossaga, hogy
fotengelye menti vagy arra merdleges iranyd mechanikai
hatasra (nyomas vagy nyujtas) kettOstoréstivé valik, azaz a
fo- és melléktengelye mentén eltérd lesz a torésmutatdja,
az eltérés mértéke a mechanikai hatas erdsségétdl fiigg. A
PEM-en athaladé fény terjedési sebessége igy kiilonbozd
lesz e tengelyek altal definialt két egymasra merdleges
sikban. Mivel a linearisan polarizalt belépd fényhullam
felbonthato két egymasra merdleges sikban terjedd, azonos
fazist hulldmkomponensre, a polarizacios szlrd sikjanak
és a modulator tengelyének egymashoz viszonyitott 45°-
os elrendezésébol adoddan e két komponens pontosan a
ZnSe kristaly f6- és melléktengelyének sikjaban terjed. A
modulator kristalyat éré nyomas szabalyozasaval elérheto,
hogy a két komponens faziskiilonbsége a modulatorbol vald
kilépéskor adott 2 hullamhosszra pontosan /4 legyen, aminek
eredménye bal- vagy jobbirany cirkularisan polarizalt
fény. A modulator ZnSe kristalyat jol meghatarozott
modulacids frekvenciaval (ez altaldban 50 vagy 37 kHz)
egy piezoelektromos szerkezet periodikusan deformalja,
igy a modulatort elhagyd infravords sugarzas valtakozd
iranyt cirkularisan polarizalt fényként halad at a kiralis
mintan, mikozben differencialtan nyelddik el. Az eredmény
a detektorban (mely rendszerint nagyérzékenységu,
alacsony zajszintii, cseppfolyds N _-nel hiitott MCT detektor)

keletkez6 olyan elektromos jel, amely a modulacids
frekvencian hordozza a kiralis informaciot.

A tisztan kirdlis informaciét hordozé modulalt jelet a
fotoelasztikus modulatorral (PEM) szinkronizalt lock-in
erositd (LIA) segitségével csatoljuk le, ezt kiilonbség- vagy
AC jelnek (AC interferogramnak), mig a LIA-t megkeriild
globalis jelet 6sszeg- vagy DC jelnek (DC interferogramnak)
nevezik. Ez utobbi lényegében az egycsatornds infravords
spektrum Fourier-transzformaltja. E két jel feldolgozasanak
konkrét megvaldsitasaban az egyes VCD spektrométerek
eltérhetnek, igy példaul a BioTools legujabb, ChirallR-
2X spektrométere esetében lock-in erdsitére mar nincs
is sziikség, mivel a jelfeldolgozast egy dedikalt aramkor
segitségével a vezérld szamitdégép végzi. A Bruker PMA37
késziilléke egy multiplexert alkalmazva Osszefésiili a
digitalizalt AC és DC interferogramot ugy, hogy az adatok
valtakozva az AC illetve DC jelhez tartoznak. A multiplex
interferogram feldolgozasat (az AC és DC interferogramok
szétvalasztasat, apodizacidjat, fazis-korrekcidjat, Fourier-
megoldasnak az elénye, hogy az AC és DC jelet garantaltan
azonos korilmények kozt (egyidejlleg) mérjik, és
egyetlen méréssel megkapjuk mind a VCD, mind pedig az
egycsatornas infravords spektrumot. A nyers VCD spektrum
az AC ¢és DC interferogramokbol Fourier-transzformacidval
nyert egycsatornas spektrumok hanyadosaként definialhato.

A fotoelasztikus modulator miikdési elvébdl adodoan a
tokéletes cirkularisan polarizalt fény 1étrejottéhez sziikséges
A4 faziskiilonbség csak egyetlen A hullamhosszu (¥
hullamszamu) fénykomponensre teljesiil, ennek értékét
a mérend6 spektrumtartomany kézepére célszerii beallitani.
Mivel a modulator hatékonysaga hullamszamfiiggd, a nyers
VCD spektrum intenzitasat egy kalibracids spektrummal kell
korrigalni, amelyet egy kettostorésti CdS kalibralokristaly
és egy masodik, az analizator szerepét betoltd linearis
polarizator segitségével nyernek.

A VCD spektroszképiai mérések egyik {0 problémaja
az alacsony jel/zaj viszony mellett az alapvonal
egyenetlensége és a mérési artifaktumok. Ezek részben az
egyes optikai elemek tokéletlenségébol, részben a detektor
nemlinearitasabol és az infravords nyalab polarizacids
allapotara valo érzékenységébdl adodnak. Az alapvonal-
problémak jelent6s része kikiiszobolhetd a BioTools altal
szabadalmaztatott ,,dual-PEM” felépitéssel. Ennek 1ényege,
hogy a minta és a detektor kozé egy masodik fotoelasztikus
modulatort iktatunk be, és e masodik modulatorral
szinkronizalt AC jelet kivonjuk az els6 (a minta el6tti)
modulatorral szinkronizalt AC jelbél. A minta esetleges
jelentkezik) linedris dikroizmus, valamint a kiivettak
anyaganak esetleges kettOstorésébol szarmazo artifaktumok
egy forgd mintatartd és a ,,dual-PEM” megoldas egyiittes
hasznalataval Iényegesen csokkenthetok.

6.2. Az ICP-ROA késziilék

Egy ICP-ROA késziilék sematikus rajzat az 5. ébra
mutatja. Mint minden mai modern Raman késziilékben,
a ROA késziilékben is a monokromatikus fényt egy 1ézer
szolgaltatja. Ha a kisérletben olyan lézert hasznalnak,
amelynek fénye nem, vagy csak kis mértékben polarizalt,
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akkor a fénynyalab elszor egy polarizatoron halad
keresztiil. A sikban polarizalt 1ézernyalab ezutan egy
elektrooptikai modulatorra (EOM) jut. Az EOM a PEM-hez
hasonléan egy olyan kristaly, amelyben a két eltérd sikban
terjed6 fény sebessége eltérd lehet, a két sebesség aranya
(azaz a relativ torésmutatd) kiilsé hatassal valtoztathato.
A PEM-mel szemben ez a kiilsé hatds nem mechanikai
Osszenyomas, hanem elektromos tér. Az EOM-et elhagyd
fénynyaldbbal, amely idoben valtakozik a jobbra és balra
cirkularisan polarizalt fény kozott, sugarozzak be a mintat.

Az 5. é4bra a leginkabb alkalmazott, visszaszdorasos
(180°-0s) elrendezést mutatja be. Elészoér a szért fény
polarizacidjat egy un. Lyot-depolarizatorral sziintetik meg.
Lencserendszerrel parhuzamositjak a szort fényt, majd egy
tilkor segitségével eltéritik a fénynyalabot. (Mivel a szort
fény optikai tengelye egy irdnyba esik a beesd 1ézernyalab
optikai tengelyével az utobbi harom optikai elemen, azaz
a Lyot-depolarizatoron, a lencserendszeren és a tiikkron
vald keresztiilhaladaskor, ezért a joval kisebb atmérji
Iézernyalab akadalymentes terjedéséhez kis résekkel latjak
el e harom optikai elem kozepét.) Ezutan egy olyan optikai
szlird segitségével, amely csak egy szlik tartomanyban nem
engedi at a fényt (4n. notch filter), kiszlirik a szort fénybdl
a 1ézer hullamhosszanak megfelelé fényt. A fénynyalabot
ezutin egy monokromator belépd résére fokuszaljak. A
monokromator hulldmhossz szerint egy CCD detektorra
teriti a fényt. A CCD-bdl pedig az EOM frekvenciajanak
megfeleld sebességgel olvassak ki a jobbra és a balra
cirkularisan polarizalt besugarzé Iézerfényhez tartozo
Raman spektrumokat, majd ezek kiilonbségébdl eldallitjak
a ROA spektrumot.

monokromator
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5. Abra. Egy ICP-ROA spektrométer sematikus felépitése.

6.3. Az SCP-ROA késziilék

A jelenleg mikodé SCP-ROA késziilékek, igy a BioTools
ChiralRAMAN-2X késziiléke is, a Werner Hug és csoportja
altal kifejlesztett SCP-ROA berendezés alapjan épiiltek. Egy
ilyen SCP-ROA késziilék leegyszeriisitett sémajat mutatja
be a 6. dbra. Az SP-ROA késziilékek esetében eldszor a
lézerfény esetleges polarizaciojatol kell megszabadulni. A
ChiraRAMAN-2X késziilékekbe frekvenciakétszerezett,
532 nm hulldmhosszon lineérisan polarizalt fényt kibocsato
Nd:YAG lézert épitenek be. A polarizaciot ugy sziintetik
meg, hogy két kettostord kristalyt helyeznek a fény tutjaba,

és ezeket gyorsan és eltér6 sebességgel forgatjak. Ez
iddatlagban polarizalatlan fényt eredményez. Egy kis prizma
segitségével iranyitjak ezt a fényt a mintara.

6. Abra. Egy SCP-ROA spektrométer sematikus felépitése.

A ChiraRAMAN-2X késziilék is a visszaszdrt fényt
gyljti Ossze egy gyijté és parhuzamositd lencserendszer
segitségével. A szort fényben elvileg a kétféle cirkularisan
polarizalt fényt kell vizsgalni. Ez a gyakorlatban ugy
torténik, hogy a szdrt fényt egy notch sziirdn keresztiil egy
MA-es  kettdstord folyadékkristalyra (quarter-waveplate,
Al4-es retarder) vezetik. A A/4-es kettdstord folyadékkristaly
a jobbra cirkularisan polarizalt fénybdl sikban polarizalt
fényt, a balra cirkularisan polarizalt fénybdl szintén sikban,
mégpedig az eldzdre merdleges sikban polarizalt fényt allit
elo. A két egymasra mer6leges sikban polarizalt fény ezutan
egy polarizacids sugarosztora (Wollaston-prizma) keriil,
amely az egyik sikban polarizalt fényt tovabb engedi, mig
az erre merdleges polarizacidjut az eredeti optikai tengelyre
merdlegesen visszaveri.

A polarizacios sugarosztd utan a két fénynyalabot egy-egy
lencsével {ivegszaloptikara (pontosabban egy-egy tobb
ivegszalbol allo  tivegszaloptika-kotegre) — fokuszaljak.
Az tivegszaloptika segitségével mindkét fénynyalabot
ugyanabba a monokromatorba vezetik be ugy, hogy a
monokromator optikai racsanak also felét az egyik, a felsd
felét a masik fénynyalab vilagitja meg. Igy a monokromator
ugy vetiti a fényt a CCD detektor sikjara, hogy a pixeleket
egyik iranyban kétfelé osztja, az egyik feléhez az egyik, a
masik feléhez pedig a masik (azaz az eredetileg jobbra ¢és
az eredetileg balra cirkuldrisan polarizalt) fénynyalabbol
érkeznek fotonok. Az erre merdleges iranyban a fény
hulldmhossz szerint bomlik fel. A ROA spektrumot a CCD
két félterének kiilonbségeként kapjuk.

Mivel ebben az esetben a ROA spektrumot nem idében
egymast kovetd mérések kiilonbségeként mérjiik, ezért az
ilyen elven miikodé SCP-ROA spektrométer jobb jel/zaj
paraméterrel rendelkezik, mint a fentiekben leirt ICP-ROA
spektrométer.

A J/4-es kettostoro folyadékkristalyra kapcsolt elektromos
fesziiltség polaritasanak megforditasaval az altala 1étrehozott
sikban polarizalt komponensek 90°-kal elfordulnak, igy
a CCD kamera két térfelére tovabbitott fénynyalabok is
felcserélodnek. A direkt és inverz polaritas mellett felvett
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spektrumok kiilonbsége kikiiszob6li a CCD kamera két
térfelének eltérd érzékenységét, valamint a két fényut eltérd
optikai transzmisszidjat.

Az alapvonalhibak csékkentése céljabdl a szort fény ttjaba
egy ki-be mozgathatd 1/2-es kettdstord kristalyt (half-
waveplate, 4/2-es retarder) is be szoktak épiteni a notch sziird
elé. A spektrumot gy is felveszik, hogy ez bent van, illetve
ugy is, hogy ez nincs bent a fényutban. A 1/2-es retarder a
cirkularisan polarizalt fény iranyat megforditja, ezaltal az
optika egy Un. ,,virtualis enantiomer” spektrumot allit eld.
Az ilyen mddon nyert ,,virtualis enantiomer” spektrumok
egymasbdl vald kivonasa a miiszer egyes optikai elemeinek
nemkivanatos cirkularis ¢és linearis polarizaciot okozd
hibaibdl adodo alapvonal-egyenetlenségek és artifaktumok
kiktiszobolését teszi lehetove.

Atalakitassal, cirkularisan (vagy linearisan) polarizalt
fénnyel besugarozva az SCP-ROA késziilékekkel DCP-
(vagy LCP-SCP-) ROA spektrumot is fel lehet venni.
Hangolhatd 1ézer segitségével pedig rezonancia-SCP-ROA
kisérleteket is végeztek mar.

Mivel a ROA intenzitds nagyon kicsi, ezért a ROA
késziilékek, igy a kereskedelemben kaphatd Chiral RAMAN-
2X késziilék felbontasa sem nagy, kb. 8-10 cm™'. Cserébe
viszont a ChiraRAMAN-2X ROA spektrométer egyben
a kereskedelemben kaphatd egyik legérzékenyebb Raman
spektrométer is.

7. Példak a VOA modszerek alkalmazasara

Az aldbbiakban néhany kiragadott példat mutatunk be
a modszer alkalmazasara, és a szamitott spektrumok
megbizhatdsagara.  Tovabbi  példak  talalhatok  az
[5,22,23,43-47] referenciakban.

7.1. Kis és kozepes méretii merev molekulak

Kismolekuldk VOA modszerekkel torténd abszolut
konfiguracié meghatdrozasat az o-pinén (7. abra) példajan
mutatjuk be. A 8. és a 9. abran a higitatlan R-(+)-a-pinén
és S-(—)-a-pinén mért, valamint az R-(+)-a-pinén B3LYP/
aug-cc-pVTZ szamitott VCD és (SCP)-ROA spektrumat
mutatjuk. (A szamitasokat természetesen elég csak az egyik
enantiomerre elvégezni, hiszen az enantiomerek esetében
a rezgési frekvencidk és intenzitdsok megegyeznek, csak a
savok eldjelet valtanak.) Jol latszik, hogy a két enantiomer
mért spektruma szinte tokéletes tiikorképe egymasnak, azaz
sem a VCD sem a ROA spektrumban nem jelennek meg
mérési artifaktumok.

. QL

7. Abra. Az R-(+)-0-pinén és a S-(—)-0-pinén.

A szamitasokat és a méréseket Osszevetve ranézésre is
jol lathato, hogy az intenzivebb savok mért és szamitott
eléjele, valamint relativ intenzitdsa kivalo egyezést mutat
mind a VCD, mind a ROA spektrumok esetében. (Az
elméleti spektrumok esetében skalazast nem alkalmaztunk,
igy a legtobb szamitott hullamhosszérték kissé nagyobb

értéknél lathato, mint a mért spektrum esetében. Az egyezés
skalazassal javithatd.) A kivalo egyezés teljesen egyértelmii
abszolut konfiguracido meghatarozasat tesz lehetdvé, amit
nem befolyasol az, hogy a tucatnyi jé egyezést mutatd nagy
és kozepes intenzitasu sav mellett egy-egy kis intenzitasu
(pl. a VCD spektrumban 900 cm™' koriil) sav szamitott és
mért eldjele nem egyezik. A VCD spektrumok esetében a
szamitasok is megmutatjak, hogy ezek az utdbbi sdvok nem
robosztus savok (lasd 4.1 fejezet), eléjeliik bizonytalan, a
kiértékelésnél ezeket nem kell figyelembe venni.

A bemutatott VCD és ROA spektrumok esetében ki kell
emelni, hogy a spektrumok felvételéhez egy, illetve fél oras
mérési idot alkalmaztunk. A mérések elokészitése néhany
percet vesz igénybe, a kiértékelésekhez elengedhetetlen
szamitasok pedig egy nem nagy teljesitményli személyi
szamitégépen is néhany ora alatt lefutnak. Osszességében
megallapithatd, hogy egy ekkora merev, gyenge
intermolekularis  kolcsonhatasokat — kialakitdé molekula
abszolut konfiguraci6 meghatarozasa kis gyakorlattal
mar par ora alatt elvégezhetd. Ahogy azt a kovetkezd
fejezetben targyaljuk, az intermolekularis kdlcsonhatasokat
oldoszermodellel, a molekulak flexibilitisat pedig
konformacidanalizisessel vehetjilkk figyelembe. Ilyenkor
az analizis valamivel tobb gyakorlatot igényel, a spektrum
kiértékelése ilyenkor is elvégezhetd néhany nap alatt.
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8. Abra. Az R-(+)-0-pinén és az S-(-)-a-pinén mért (1 6ra mérési id6,

4 cm'-es felbontas, higitatlan minta, 50 um-es BaF, kiivetta) és az R-(+)-
a-pinén szamitott (B3LYP/aug-cc-pVTZ, oldészermodell nélkiil) VCD
spektruma. A spektrumok az ELTE Equinox 55 FTIR + VCD PMA 37
késziilékén lettek felvéve.

7.2. Kis és kozepes méretii flexibilis molekulak

Mivel a VCD és a ROA spektrum nemcsak az abszolut
konfiguraciétol, hanem a konformaciotdl is fiigg, flexibilis
molekuldk esetén az elméleti spektrum szamitidsa mellett
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konformacioanalizist kell végezni, azaz meg kell becsiilni
az egymassal dinamikus egyensulyban levd konformerek
populéacidjat. Ehhez rendszerint Boltzmann-eloszlast

sy

ki, ahol AG?° az adott konformernek a legkisebb energiaju
konformerhez viszonyitott szabadentalpia-kiilonbsége.
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9. Abra. Az R-(+)-a-pinén és az S-(-)-a-pinén mért (0,5 6ra mérési
id6, kb. 8-10 cm™'-es felbontas, 80 mW lézerteljesitmény, 532 nm
1ézerhullamhossz, higitatlan minta, kvarckiivetta) és az R-(+)-a-pinén
szamitott (B3LYP/aug-cc-pVTZ, oldészermodell nélkiil) SCP-ROA
spektruma. A spektrumok az ELTE ChiralRAMAN-2X késziilékén lettek
felvéve.

AG; _AGY

pi—e RT Z e RT

,. (22)
Mivel a spektrumhoz minden konformer hozzéjarul a sajat
spektruma (S(v)) legjobban az egyes konformerek szamitott
spektrumanak (S(v)) populacidval stlyozott &sszegeként
irhato le, azaz S(v) = p, S(v). Flexibilis molekulak esetén
tehat a kisérleti és elméleti spektrum kozti jo egyezést
a populaciok becslésének pontossaga is befolyasolja.
Mivel a mérések gyakran oldatfazisban torténnek, és az
oldoszer akar jelentésen befolyasolhatja a konformerelegy
osszetételét, célszeri mind a konformacidanalizis, mind a
spektrumok szamitdsa soran valamilyen olddszermodellt
alkalmazni. Kiilonosen fontos az oldészermodell hasznalata
akkor, ha a vizsgalt molekula ¢és az oldészer kozott
szamottevo szolvatacio johet létre. Leggyakrabban polarizalt
kontinuum olddszermodelleket alkalmaznak,*** de H-kotést
kialakitd oldoszerek (pl. viz) esetében gyakran csak explicit
oldészermolekulakkal (azazavizsgaltmolekulaésazoldoszer
komplexére) torténd szamitas ad megfeleld eredményt.

Flexibilis molekula VCD  spektroszkopian alapuld
abszolut konfiguraci6 meghatarozasat szemléltethetjik
az altalunk  vizsgalt, (S)-(-)-3-benzo[b]tiofen-2-il-3-
hidroxipropansav-etilészter esetével.’® A balra forgato
enantiomert a racém vegyiilet enantioszelektiv enzimatikus
acilezése soran nyerték (az enzim csak az egyik enantiomer
HO-csoportjanak acilezését katalizalja). A  vegyiilet
igen flexibilis, nincs Kkitiintetett dominans konformere.
Az S enatiomer vakuumban, B3LYP/6-31G* szinten
végzett konformacidanalizis szerint négy legalacsonyabb
energiaju konformerének (10. abra) Gsszesitett populacidja
mintegy 96%, igy Iényegében ezek jarulnak hozzd a
VCD spektrumhoz. A CDCI,-oldatban mért VCD spektrum
(11. A abra) nem irhato le jol egyetlen egyedi konformer
szamitott VCD spektrumaval sem (11. B 4bra), azonban a
populacioval stlyozott sszegspektrum (11.C abra) igen
jo egyezést ad a mért spektrummal, annak ellenére, hogy
a szamitas soran nem alkalmaztunk oldoszermodellt (a
kloroform szolvatacidés hatasa elhanyagolhatd volt). Az
eredmény alapjan teljes biztonsaggal megallapithato, hogy a
balra forgatd enantiomer abszolut konfiguracioja S.

B konformer
AG:, = 0,21 keal/mol
38 % 27 %

A konformer

D konformer
AG:,, = 0,60 kcal/mol

C konformer
LG, = 0,49 kcal/mol
17 % 14 %

10. Abra. Az (S)-(—)-3-benzo[]tiofen-2-il-3-hidroxipropansav-etilészter
négy legkisebb energiaju konformerének B3LYP/6-31G* szinten szamitott
szerkezete, relativ szabadentalpiaja és populacioja.

7.3. Fémkomplexek

A VCD spektroszkopiat tobb esetben sikeresen alkalmaztak
kiralis ~ fémkomplexek  abszolut 16j4

és konformaciojanak meghatarozasara. Ezek kozott
olyan vegyiiletek is el6fordultak, ahol a ligandumok
ugyan akiralisak, de a kozponti fématom kortl kelatos
koordinacidval kiralis elrendezddésii komplexet alkotnak.
Ilyen példaul a Sato ¢és munkatarsai®! altal vizsgalt
[M(IIT)(acac),] (acac = acetilacetonato; M = Cr, Co, Ru, Rh,
Ir, Al) vagy [M(III)(acac),(dbm)] (dbm = dibenzoilmetanato;
M = Cr, Co, Ru). E komplexek A és A enantiomerjeit
egyértelmiien azonositani lehet mért €s szamitott spektrumok
Osszehasonlitasa alapjan. A szintén akiralis ligandumot
tartalmazo, de kiralis elrendez6désii (+)-trisz(etiléndiamin)k
obalt(III) komplex részletes konformacidvizsgalatat és VCD
spektruménak értelmezését Nafie és munkatarsai kozolték.>
Rh_(IT)-tetraacetatbol és aminosavszarmazékokbol
ligandumcserével eldallitott kétmagvi Rh(II) komplexek
VCD spektroszkopiai vizsgalataval az ELTE Kiroptikai
Szerkezetvizsgald Laboratériuma foglalkozik.>
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11. Abra. Az (S)-(-)-3-benzo[b]tiofen-2-il-3-hidroxipropansav-
etilészter CDCl,-ban mért VCD spektruma (A), az S enantiomer A-D
konformerének B3LYP/6-31G* elméleti szinten szamitott, populacidval
sulyozott VCD spektrumai (B), valamint a konformerek szamitott
spektrumanak populacioval sulyozott osszegspektruma (C).

Kiralis fémkomplexek ROA spektroszkopian alapuld
vizsgalatdbannehézségetokozhatamolekulafluoreszcencidja
vagy abszorpcidja a lathatd tartomanyban. Az abszorpcid
elsésorban a szines atmenetifém-komplexeknél problémas,
ugyanis nehéz nemrezonans mérési koriilményeket
teremteni, vagy az oldat erds fényelnyelése miatt a Raman és
ROA spektrum intenzitdsa igen csekély lesz. Atmenetifém-
irodalomban. Elsoként egy kiralis Zr(IV)-komplex, a di-
kloro[etilénbisz(4,5,6,7-tetrahidro-1-indenil) Jcirkdnium(I'V)
enantiomerjeinek  abszolut  konfiguraciojat  sikertilt
nemrezondns korilmények kozt mért és szadmitott ROA
spektrumanak 6sszehasonlitisa alapjan meghatarozni.>*

7.4. Peptidek és szénhidratok térszerkezet-vizsgilata

Peptidek és  fehérjék  esetében az  épitékdvek
(aminosavegységek) abszolut konfiguracidja legtobbszor
ismert, igy a vizsgalat tdrgya nem ez, hanem ezek egymashoz
viszonyitott térbeli elrendezddése, a konformaciok ¢s
konformacids eloszlas meghatarozasa. VCD ¢és ROA
spektroszkdopia segitségével informaciét kaphatunk a
elemekrdl  (a-hélix, 3, -hélix, B-redd, poliprolin I
konformacid, rendezetlen szerkezet, kiilonféle kanyarok). A
peptidek és fehérjék legjellemzobb, legintenzivebb rezgése
az IR és VCD spektrumban az 1600-1700 cm ™ tartomanyban
jelentkezd amid I mod (D,0-ban végzett mérések esetén

az amidcsoportok deuteralasa miatt mintegy 5-10 cm!
értékkel alacsonyabb frekvencian jelentkezik, ezért amid I’-
ként jelolik), ami kb. 80%-ban C=0 vegyértékrezgésbol all.
Szintén hasznos lehet az 1500-1600 cm™ kozott jelentkezd
amid II rezgési mod, amely foleg N-H sikban hajlitd rezgés,
kevés C-N nytjtdssal kombinalva (ez D,0O-ban 1450 cm™
kornyékére tolodik el és amid II’-nek nevezziik). A ROA-
spektrumban az amid I-II savok intenzitdsa kicsi, sokkal
informativabb az un. kiterjesztett amid III tartomany (1230-
1350 cm™), amely elsésorban azonos fazisban csatolt C—N
nyujtasi és N—H sikban deformacids rezgésbol szarmazik,
valamennyi C -H deformdacioval kombinalva.

Az amid I-1II savok mintazata fligg az aminosavegységek
lokalis konformacidjatdl, a szomszédos amidcsoportok
rezgéseinek csatolasatol és a kiilonbozo H-kotéses sémakbol
eredd saveltolddasoktdl, mindez megmagyarazza a VCD
és ROA érzékenységét a peptidek és fehérjék masodlagos
szerkezetére. Fehérjék VCD spektroszkdpiai vizsgalata
sordn tobbnyire vizet vagy D,O-t (esetleg vizes vagy
nehézvizes puffereket) hasznalnak oldoszerként, az oldoszer
intenziv abszorpcidja miatt azonban kis rétegvastagsagot
és nagy koncentraciot kell alkalmazni, az elérhetd
spektrumtartomany is eléggé behatarolt. Kisebb peptidek
spektrumanak felvételéhez szerves (elsésorban deuteralt)
oldoszerek is hasznalhatok. A ROA spektroszkopidban a viz
a legjobb olddszer (a szerves olddszerek csak korlatozottan
alkalmazhatdk), igy a peptidek és fehérjék nativ kozegben
torténd vizsgalatara idealis.

Természetesen fehérjék esetében nincs mdd a spektrumok
pontos elméleti szamitasara a molekula nagy mérete miatt. A
fehérjék VCD és ROA spektrumanak értékelése elsésorban
empirikus modon torténik, igy globalis informaciot
nyerhetiink a masodlagos szerkezeti elemek eléforduldsardl
és esetleg aranyarol. Errdl részletesen olvashatunk egy
frissen megjelent kiroptikai spektroszkdpiai kézikonyv
megfeleld  fejezeteiben.”¢  Kisebb peptidek estében
lehetéség van a spektrumok szamitasara, a térszerkezet
konformacidanalizissel és kvantumkémiai szamitasokkal
igazolhat6. Ebben az esetben a flexibilis molekuldknal
alkalmazott, korabban targyalt modszerrel analdg modon
jarunk el. Hangsulyoznunk kell, hogy peptidek és mas
biomolekuldk esetében az oldoszerhatds rendszerint nem
hanyagolhaté el, tehat mindenképpen hasznalnunk kell
valamilyen oldészermodellt a szamitasok soran.

Empirikusan megfigyelték, majd szamitasokkal is igazoltak,
hogy a szénhidratok glikozidos OH-csoportjanak térallasarol
a VCD spektrumok 1145 cm™ kornyékén megjelend savija
ad informaciot.”” Szénhidratok vizsgalatara azonban a ROA
spektroszkdpia sokkal alkalmasabb, mivel a szénhidratok
tobbsége kivaldan oldddik vizben, és igy a miszer teljes
méréstartomanyaban felvehetd a spektrumuk. Mivel a ROA
spektrum érzékeny a cukrok szomszédos OH-csoportjainak
relativ térallasara (a C—O rezgések erds csatolasa miatt),
a piranoz- vagy furanozgylrii konformacidjara és
ujjlenyomatként jellemez egy szénhidrat molekulat.’® Mivel
viz erésen szolvatalja a cukrokat, H-kotéseket alakitva ki az
OH-csoportokkal, a szamitott spektrumok még polarizalt
kontinuum olddszermodellek esetén sem adnak jo egyezést a
kisérleti ROA spektrumokkal, a szénhidratok spektrumanak
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megbizhaté  szdmolasdhoz tehat elengedhetetlen a
vizmolekulak explicit figyelembe vétele.”

7.5. Szupramolekularis szervezédésektol biolégiai
alkalmazasokig

A VOA technikdkat egyre elterjedtebben hasznaljak
szupramolekularis szervezddések vizsgalatara is. VCD (és
ECD) spektroszkdpia segitségével példaul megmutattak,
hogy tartarat jelenlétében akiralis amfifilek 6nszervezddése
soran kiralis micellak jonnek 1étre.® Egy kozelmultbeli VCD
vizsgalat soran megfigyelték, hogy egy azobenzol-tartalmu
folyadékkristalynak megvaltoztathaté a szupramolekularis
kiralitasa,®" ha cirkularisan polarizalt fénnyel sugarozzak be.
Szintén a kozelmultban allapitottdk meg azt is, hogy a VCD
spektroszkdpia igen érzékeny az amiloidszalak hosszabb
tavu, szupramolekularis kiralitasara.®

Mind VCD,® mind ROA®® technikakkal vizsgaltak
virusokat. Mindkét mddszer els6dlegesen a virus RNS-ét
boritd fehérjék szervezddésre ad informacidt. Ilyen jellegli
informaciét korabban csak rontgen-diffrakcioval lehetett
nyerni. A rontgen-diffrakcios vizsgalat azonban joval
nehézkesebb, mivel eldszor a virusokat ki kell kristalyositani.
A ROA vizsgédlatok ezen is talmutatd, fontosabb
informacidval szolgaltak. A virus ROA spektrumanak és
az RNS-t nem tartalmazé iires fehérjetokrdl felvett ROA
spektrum kivonasaval meg lehetett kiillonboztetni eltérd
RNS-szalakat tartalmazo virusokat. Ilyen informaéciot a
rontgen-diffrakcios adatokbol nem lehet kinyerni.

8. Kutatési témak az ELTE-n

Az ELTE Kiroptikai Szerkezetvizsgald Laboratdriumaban
a VCD spektroszképiat kiralis molekulak abszolut
konfiguracidjanak  meghatarozasra és  konformacios
viszonyainak felderitésére egyarant alkalmaztuk. A Szegedi
Tudomdnyegyetemmel egyiittmiikodve szamos, lipolaz
jelenlétében enzimatikus szintézissel nyert enantiomertiszta
Egyértelmiien igazolhato volt, hogy az enzim jelenlétében
mindig ugyanolyan abszolut igju  termék
keletkezett, fliggetleniil a kondenzalt gytirii méretétol, annak
telitett, telitetlen vagy aromas jellegétdl. A Kolozsvari Babes-
Bolyai Egyetemmel ko6zosen végzett kutatdsaink soran
szintén enzimatikus sztereoszelektiv szintézissel eldallitott
kiralis 3-heteroaril-3-hidroxipropionsav-etilészterek,’¢7 3-
heteroaril-3-acetoxi-propionitrilek®® és 3-klor-1-arilpropan-

crer

A peptidek, peptidmimetikumok és kiralis
atmenetifémkomplexek térszerkezetének vizsgalata terén
végzett kutatasainkat e folyoirat egy korabbi szamaban?
részletesebben  Osszefoglaltuk. A peptidek teriiletén
kutatasaink tobbek kozt kanyarszerkezetek spektroszkopiai
jellemzésére szintetizalt ciklotetrapeptidek,”™”  transz-
(1S,25)-2-aminociklopentan-karbonsav (transz-Acpc)
vagy transz-(1S,25)-2-aminociklohexan-karbonsav
(transz-Achc) egységeket tartalmazod ciklopenta- ¢és
hexapeptidek,” valamint tisztan f-aminosavakat tartalmazo,
alternalé  kiralitasti  cisz-2-amino-ciklopentankarbonsav
(cisz-Acpc)  egységekbol  felépitett  H-[(1S,2R)-cisz-
Acpe-(1R,28)-cisz-Acpe] -NH, (=2, 3)  heterokiralis

oligomerek,” tovabba természetes és mutans efrapeptinek™
konformaciojanak VCD  spektroszkopiai  vizsgalatara
terjedtek ki. Egyik legaktudlisabb kutatasi tertilet a védett
aminosavegységeket tartalmazd kirdlis kétmagva Rh(II)-
komplexek szintézise, izolalasa,”” és szerkezetének VCD
spektroszkopiaval torténé felderitése.® Jelenleg olyan 1
tipusti, két aminosavligandumot tartalmazd, eredendden
kiralis Rh,(II) komplexek szintézise €s kiroptikai vizsgdlata
van folyamatban, melyek VCD spektrumaban erds rezgési
excitoncsatolas figyelhetd meg, lehetévé téve a kiralis
komplexek abszolut konfiguraciojanak meghatarozasat célzo
egyszert empirikus kiroptikai szabaly megfogalmazasat.

A ROA-spektroszkdpia kozelmultban vald bevezetése
elinditotta a biomolekulak (peptidek, szénhidratok), valamint
ezek épitdkoveinek vizes kozegben vald térszerkezet-
vizsgalatat, az els¢ eredményt, az Ac-B-homoPro-NHMe
ROA spektrumanak értelmezését nemrég publikaltuk.?
A kozeljovében diszulfid-hidas és triptofan-egységet
tartalmazd ciklopeptidek, valamint cukoraminosavakbdl
felépiild foldamerek térszerkezetének ROA spektroszkopiai
jellemzését is tervezziik.

Az ELTE Molekulaspektroszkopiai és  Kiroptikai
Szerkezetvizsgald Laboratoriumainak egyiittmiikodésében
els6k kozott végeztiink matrixizolaciés VCD (MI-VCD)
méréseket. Vizsgalataink el6tt ugyan mar megmutattak,’s"
hogy a két technika kombinalasa technikailag kivitelezhetd,
de nem vilagitottak ra a MI-VCD mérések fo elonyeire, igy
sokaig nem alkalmaztak ezt a médszert. Megmutattuk, hogy
a kriogén nemesgazmatrixokban mért VCD spektrumok az
oldészerben vagy a higitatlan mintardl felvett spektrumokhoz
viszonyitott sokkal jobb felbontdsa lehetdvé teszi olyan
bonyolult, flexibilis, sok konformerrel rendelkez6 molekulak
VCD vizsgalatat is, amikor a konformerek egymashoz kozel
esd, ellentétes eldjeld savjai gyakorlatilag kioltjak egymast.”
Szintén eldnyt jelent az is, hogy nem kell figyelembe venni
az olddszerhatast, igy a spektrumértelmezéshez sziikséges
szamitasok is leegyszertisodnek. A MI-VCD technikat
modellpeptid térszerkezetének vizsgalatan kiviil™*® az
un. kiralitds transzfer megfigyelésére is hasznaltuk.’”8!
Kiralitas transzfer (vagy indukalt kiralitas) alatt értjiik azt a
jelenséget, amikor a vizsgalt kiralis molekula és egy akiralis
molekula (pl. oldészer) kozott kialakult intermolekularis
kolcsonhatasok miatt az akiralis molekula is optikailag
aktivva valik, (rezgési) atmenetei is megjelennek a (V)CD
spektrumban.*$8 A jelenség nemcsak alapkutatasi
szempontbol és a kialakuldo komplexek térszerkezetének
felderitéséhez nyujtott értékes informdcié miatt jelentds,
hanem gyakorlati szempontbol is fontos annak megértése,
hogy az ilyen kolcsonhatasok mikor és milyen mértékben
nehezitik meg az egyszerii oldoszeres VCD vizsgalatok
kiértékelését. Hasonld, gyakorlati szempontbol is fontos
eredményre vezetd vizsgalataink példaul megmutattak, hogy
bar a karbonsav dimerek VCD spektrumanak szamitasa
iddigényesebb, olddszeres méréseknél mégis érdemes ezeket
a molekuldkat olyan koncentracidtartomanyban mérni, ahol
donté részt dimerek vannak jelen; a karbonsav dimerek
VCD jelei ugyanis intenzivebbek és robosztusabbak, mint
a monomerek VCD savjai.’’ A MI-VCD technika alkalmas
lehet kiralis reakcidintermedierek, reaktiv molekuldk és
gyokok VCD vizsgalatara is. Vizsgalataink altal inspiralva
ma mar mas kutatdcsoportok is alkalmazzak a MI-VCD
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technikat.®* A kozeljovOben szeretnénk probalkozni a M1 és
a ROA modszer kombinalasaval is.

Aktivan foglalkozunk VCD és ROA  spektrumok
szamitasara alkalmas programkddok fejlesztésével is. A
VCD szamitasok PQS programcsomagba vald beépitése
Pulay Péterrel valo egyiittmiikodés keretében valdsult meg.
A 4.1. fejezetben mar emlitettiik, hogy a szerzdk egy része
alternativ megbizhatdsagi faktorokat javasolt, amelyek
szintén be lettek épitve a PQS programcsomagba.’® A
kozelmultban az ELTE Elméleti Kémiai Laboratériumaval
egytittmikodésben a VCD szamitasok pontos, CC (coupled
cluster) szinti beprogramozasat kezdtiik el.

9. Osszefoglalas helyett

Reméljiik, hogy mind ez a kozlemény, valamint késébbi
személyes tapasztalatszerzések, egytttmikodések is
hozzajarulhatnak ahhoz, hogy ezek moddszerek ne csak
egyetemiinkon, hanem hazankban is minél elobb elnyerjék
mélto szerepiiket az alap- és alkalmazott kutatasokban is.

Koszonetnyilvanitas

A szerzOk koszonettel tartoznak Hollosi Miklosnak, Surjan
Péternek, valamint Keszei Ermének a VCD és a ROA
technikdk meghonositasaban betoltott kulcsszerepiikért. A
ROA késziilék beszerzése a KMOP-4.2.1/B-10-2011-000
palyazat keretében tortént, a szerzok kutatomunkajat az
OTKA K75877, K81175 ¢és a TAMOP 4.2.1./B-09/KMR-
2010-0003 palyazatok is tamogatjak.
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brief outline of the necessary theoretical background the focus is
on the advantages and uses of these methods.

The operation and components of these relatively lesser known
instruments are described in hopefully adequate detail before we
turn to the description of research taking place at the E6tvos Lorand
University.
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Torok Ferenc (1929-1981)

Hirnév és teljesitmény nem mindig jar egylitt: a koran
elhunyt Torok Ferenc viszonylag kevéssé ismert a kémikus
tarsadalomban, pedig Utt6rd szerepe volt a magyar elméleti
kémia megteremtésében.

Pécsett  sziiletett 1929. majus 30-4n. Kozépiskolai
tanulmanyait a Jézustdrsasdagi Pécsi Pius-Gimndziumban
végezte. A kémia | kitlintetett szerepe” mar itt
megmutatkozott: érettségi bizonyitvanya 11 tantargyat
tiintet fel, melyek eredménye mind jeles, egyetlen kivétellel:
a ,,vegytan” csak jo. Elszantsagat ez lathatdlag nem torte
meg, s 1947-ben megkezdte egyetemi tanulmanyait az
E6tvos Lorand Tudomanyegyetem (ELTE) vegyész szakan,
ahol 1952-ben diplomézott. Szakmai palyafutisa a Lengyel
Béla professzor vezette Altaldnos és Szervetlen Kémiai
Tanszéken indult, s tulajdonképp végig ehhez a helyhez
kotodott. 1962-t6] mintegy tiz évig akadémiai statuszban
volt, majd 1971 utan ujbol a Tanszéken oktatott-kutatott,
egyetemi tanari beosztasban. 1960-ban A metilszilikonok
egyensuilyi dtrendezédésérdl c. értekezése alapjan szerezte
meg a kémiai tudomdnyok kandidatusa fokozatot, majd
1970-ben lett - mar elméleti kémiai témaban (rezgési
eréallandok) - a kémiai tudomdnyok doktora. 1dok6zben,
még 1967-ben alkalmazott matematikusi diplomat is
szerzett. A hetvenes években mi, a kornyezetében ugy
gondoltuk, lassan megérdemelt lenne az akadémiai tagsag
is, de - az akkori szokasoknak megfelel6en - jelezték neki,
hogy ehhez illene belépnie a Partba ...

Kandidatusi értekezése még — az MTA-kutatdcsoport
profiljanak  megfeleléen — a  szilikonkutatdsokhoz

kapcsolddott, de mar itt is megmutatkozott matematikai-
elméleti érdeklddése: polisziloxanok egyensulyozddasanak
idofiiggését, mint matematikai problémat vizsgalta.
(Eltokéltségére  jellemz6, hogy  amikor  eldszor
matematikusokhoz fordult, 6k azt mondtdk, ezt nem
lehet megoldani; 6 azonban makacsul, “mint egy cipzart,
legombolyitotta” a feladatot, s megoldotta problémat.)
Ezutan még hatarozottabban fordult az elméleti kémia
felé. Ez akkor, a hatvanas évek elején nem létezett 6nallo
tudomanytertiletként, s Torok Ferenc rengeteg onképzéssel
jutott el oda, hogy koriilétte lassan kialakult egy elméleti
csoport (Pulay Péter, Fogarasi Géza, Csaszar Pal, késébb
Pongor Gabor.) A hatvanas-hetvenes évek fordulojan a
Torok-csoport mar nemzetkozileg kiemelkedo - itthon még
kevésbé elismert - eredményeket mutatott fel. E kutatasoknak
kiilonlegességet adott egy akkoriban teljesen 11j szemlélet, a
spektroszkdpia és a kvantumkémia sajatos dtvozése.

Az elso elméleti (kifejezetten matematikai jellegii) kutatasok
az infravoros (IR) spektroszkopia inverz rezgési problémdja-
val foglalkoztak. Ekkoriban szamos kutatocsoportot
foglalkoztatott a vilagban az a kérdés, hogy hogyan
lehetne egy molekula rezgési frekvenciait szamitasokkal
meghatarozni. Tisztan elméleti (elektronszerkezeti) modszer
még nem johetett szoba, viszont egyre tobb kis molekula
eréterét (rezgési erddllandoir) sikeriilt meghatdrozni a
kisérleti frekvenciakbol.; az erdallanddkat aztan nagyobb
molekulakra atvive lehetett utdbbiak rezgési frekvencidit és
igy spektrumukat kozelitdleg szamitani, s ezaltal részletesen
értelmezni. Probléma volt azonban, hogy a kisérleti
normalfrekvencidk szama altalanossagban kisebb, mint a
meghatarozandd erdallandok szama. So6t, az adatok szamat
izotopfrekvencidkkal, vagy akar finomszerkezeti allandokkal
is kiegészitve, az inverz probléma még mindig hatarozatlan
maradhat. Torok Ferenc ezért egy érdekes kérdést vetett fel:
rogzitett szamu kisérleti adat mellett, ha az eréallandok nem
is meghatarozottak, milyen tartomanyon belili értékeik
vannak 0sszhangban az adatokkal. Részben Pulayval egyiitt,
ezt a kérdést a hatvanas évek masodik felében egy hosszu
cikksorozatban targyaltak az Acta Chimica Hungarica-ban.
Az F matrix paraméteres formdja” modszer rovid életi
volt, de rendkiviili mértékben jarult hozza az erdallando-
probléma mély megértéséhez.

Részben az elobb emlitett kérdéskor vezetett tovabb a
molekularis er6allandok tisztan elméleti, az elektronszerkezet
szdmitasan alapuld meghatarozdsdhoz, ami az utdbbi
évtizedek egyik legnagyobb magyar sikere a szerkezetkutatas
tertiletén. Az elektronok Schrodinger-egyenletét a magok
helykoordinatainak fiiggvényében (vagyis elvben nagyon
sok maghelyzetre) megoldva, az E(R) fliggvény jelenti
azt a potencialfeliiletet, amely a molekularezgéseket
meghatarozza. Torok Ferenc biztatasara és tdmogatasaval,
Pulay teljes lendiilettel fordult a kvantumkémia felé, amihez
a technikai lehetdségeket (computer) is megteremtette
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egy 1967/68-as DAAD-6sztondij az NSZK-ban. Pulay
nevéhez flizédik az analitikus derivaltak (,,er6-mddszer’)
kidolgozasa, mely ma minden kereskedelmi program
nélktlozhetetlen része.

Torok Ferencnek abszolit meghatdrozod szerepe volt a
kvantumkémianak az oktatasba vald bevezetésében. Két-
harom évig specialkollégiumot tartott, majd az ,,Elméleti
Kémia” kotelezo, kétféléves kollégiumként bekeriiltaz ELTE
vegyészképzésébe. Ezt a vilagviszonylatban is élenjaro
kezdeményezést sokan és sokdig fenntartdssal nézték.
Nagy elégtétel lenne ,,Feri” szdmara, ha lathatna, hogy ma
mar a preparativ szerveskémikusok is szinte mindennapi
eszkozként , futtatjak” a kvantumkémiai programokat.

Az oktatashoz rogton egyetemi jegyzet is késziilt. A 70-es
évek legelején megjelent Torok-Pulay-féle Elméleti Kémiat
legalabb 25 évig nyomtattak Gjra. Hasonldan, részben még
ma is hasznalt jegyzet a T6rok Ferenc szerkesztésében 1974-
ben megjelent, maga ¢s munkatarsai altal irott A kémiai
szerkezetvizsgalo maodszerek elmélete c. jegyzet. Nagyobb
igényl, alapvetd szakkonyv a Kapuy-Torok szerzoparos Az
atomok és molekuldk elektronszerkezete c. mlive, mely maig
is meghatarozo a téma magyar nyelvii irodalmaban.

Torok Ferenc jo megjelenésti, magas, erds testalkata ember
volt, azzal a békés, csondes természettel, mely sokszor
épp’ az ilyen embereket jellemzi. Alig tiz-egynéhany évvel
volt idésebb nalunk, mégis szinte apanak kijaro tisztelettel
néztiink fel ra. Az ebéd utani rendszeres tedzasainknak is az
0 megnyugtatd, fanyar humorral fliszerezett életszemlélete
adta meg alaphangulatat. Az mar a mélylélektan kérdései
kozé tartozik, hogy ez a nyugodt, magabiztosnak tind
férfi élete utolsd éveiben sulyos depresszid aldozata lett,
ami hozzajarulhatott sajndlatosan korai haldldhoz. Latva
azonban a magyar elméleti kémikusok mai nemzetkozi
sikereit, meggy6z6déssel mondhatjuk, hogy az ¢épiilet,
melynek alapkovét lerakta, erdsebben all, mint valaha.
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Térok Tibor (1914-1999)

Torok Tibor 1914. november 12.-én sziiletett Debrecenben,
polgari csaladban. Erdeklédése mar tiz éves koratol a
természettudomanyok felé fordult, s ebben nagy szerepet
jatszott az édesapjatdl kapott didklaboratérium. Egyetemi
tanulmanyaita Debreceni Tudomanyegyetemen végezte, ahol
1938-ban kémia-fizika szakos tanari diplomat szerzett, majd
1939-ben vegyész doktoratust tett. 1936-ban, még egyetemi
tanulmanyai soran, Bodnar professzor harom hdnapos
tanulmanyutra kiildte a miincheni egyetemre, ahol Walther
Gerlach professzornal ismerkedett meg a szinképelemzéssel.
Elsééves egyetemista koratdl el6szor, mint externista,
1935-t61 pedig a Debreceni Tudomanyegyetem Vegytani
Intézetének kinevezett dijtalan gyakornoka, majd féldijas
vegyésznovendéke volt. A tanszéken berendezett egy
Zeiss Q-24 spektrograffal és leydeni palackokkal felszerelt
szinképelemz6 laboratériumot.

1940-ben megnoésiilt, ¢és a Budapesti Haditechnikai
Intézet polgari vegyésze lett, majd a Csepeli Weiss
Manfréd Repiilogépgyarba keriilt. Itt Korbuly Laszlo
igazgatd a gyors €s pontos aluminiumelemzést lehetové
tevd szinképlaboratorium létesitésével bizta meg. 1944
decemberében a nagy értékii, potolhatatlan miiszereket
a Németorszagba telepités elél a solymari téglaégetd
kemencékbe menekitették, majd 1945 elejénvisszaszallitottak
a gyarba. Sikeriilt megmenteni a laboratérium 120 g-ot
kitevod platinakészletét is. A tobbé-kevésbé megsériilt
‘Zaray Gyula, egyetemi tanar; email: zaray@ludens.elte.hu

kényes miiszereket a gyari mihelyek, a GAMMA, a
MOM ¢és mas cégek segitségével par honap alatt sikeriilt
megjavitani, és Ujraindulhatott a laboratoriumi munka.
Tervei alapjan 10j szikragerjeszt6t ¢és nyomelemzésekhez
fvgerjesztd berendezést épitettek, tovabba sorozatelemzésre
alkalmas, biztonsagos szikraallvanyt, stabilizalt fesziiltséget
szolgaltatd aramatalakitét készitettek. A beszerezhetetlen
specialis fényképlemezek helyett olcsobb filmanyaghoz
hasznalhato, eredeti megoldasu spektrograf-filmkazettat
szerkesztettek. A szinképvonal-fotométer elavult, fényelemes
mérorészét  korszerli  fotocellas-elektroncsdves, hazai
készitésii berendezéssel valtottak fel. Szabvanyositottak,
¢és jelentdés mértékben automatizaltdk a szinképelemzési
sorozatvizsgalatok munkamenetét, megvaldsitottak az
emulzié gyors, reprodukalhatdé kidolgozasat, infravords
szaritasat. Aluminium  Osszehasonlito6  mintdk  hazi
eléallitisara rendezkedtek be. Uj, hordozhaté spektroszkopot
épitettek helyszini vizsgalatok céljara, mellyel megoldottak a
raktarakban, mithelyekben felhalmozddott, 6sszekeveredett
anyagok szétvalogatasat, tobb millio forint megtakaritast
elérve a feldolgozasuk soran.

Az ipari laboratdriumban folytatott kutato-fejlesztd
tevékenysége mellett Schulek professzor meghivasara 1948-
tol el6adasokat tartott az E6tvos Lorand Tudomanyegyetem
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszékén, ahol 1950-
ben spektrografids laboratoriumot rendezett be Szakacs
Otto tanarsegéd kozremikodésével. Hivatalosan 1952-
ben egyetemi docensi, majd 1963-ban egyetemi tanari
kinevezést kapott.

A tanszéken kialakitott laboratériumban egyrészt ipari-
analitikai, masrészt alapkutatds jellegli tudomanyos
munkaval, valamint 0j szinképelemz6 berendezések
kifejlesztésével ~foglalkozott. Igy sziiletett meg a
Barabas Janos optikus-fomérnokkel kozosen tervezett,
szinképelemzés céljaira alkalmas hazai anyagvizsgald
spektroszkdp az Otvenes évek elején, majd ennek
nagyteljesitményti binokularis, intenzitasméro valtozata. Ezt
kovetden Bajaki Laszld elektromérnok kozremiikodésével
az els6 hazai elektromos-analog kiértékeld szamitogépet, a
Spectratort is megalkottak. A sorozatban gyartott késziilékek
itthon és kiilf61don egyarant alkalmazast nyertek.

A tanszéken folyd oktatasi és kutatdsi tevékenységén
tulmenden nagy stlyt helyezett a tudomanyszervezési
feladatok megoldasara. 1952 aprilis 8.-an az ELTE
Szervetlen  és  Analitikai  Kémiai  Tanszékének
Szinképelemzd Laboratériumaba megbeszélésre hivott
hét, szinképelemzéssel foglalkozd hazai szakembert annak
érdekében, hogy eldsegitsék a szakmai informaciok atadasat.
Ezt kovetden majus 9.-én mar 24 résztvevovel iiléseztek a
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BME Altalanos Kémiai Tanszékén, Erdey Laszl6 professzor
vezetésével ¢s bizottsdgga szervezddve szeptember 12.-
én a KFKI Spektroszkdpiai Osztalyan megtartottak elso,
laboratorium-latogatassal egybekotott eléadoi tilésiiket.

Az ismeretterjesztd eldadassorozatok mellett a nemzetkozi
szakirodalom figyelését is megszervezték. Ebben az
idében alakult meg Dr. Réti Pal fomérnok szervezésével
a GTE Technoldgiai Szakosztdlyanak Anyagvizsgald
Szakbizottsaga, melyhez 1953. junius 20.-an csatlakoztak
hivatalos munkabizottsagként a szinképelemzdk. 1953
0szén egyéves tovabbképzd tanfolyamot inditottak az
alapvetd spektroszkdpiai ismeretek elsajatitasara, havonta
tartott népes Osszejovetelekkel. Irodalomfigyeld szolgalatot
mukodtettek, és egymas gondjain tanacsokkal, anyagokkal,
eszkozokkel segitettek. Az eldadasok anyagat 1955-t6l
sokszorositva juttattdk el a hazai szakemberekhez. 1956
tavaszan nagy érdeklddéssel kisért ipari anyagvizsgald
spektroszkopos tanfolyamot tartottak, melyet Kéthelyi
Jozsef kozremiikodésével kozel husz éven keresztiil évente
megrendeztek. Esetenként spektrografias tanfolyamokkal is
gazdagitottak a képzést. Amikor 1957-ben az Anyagvizsgald
Szakbizottsag onallo Anyagvizsgald Szakosztallya valt, a
munkabizottsag Szinképelemz6 Szakbizottsagként, majd
pedig Spektrokémiai Tarsasag névvel folytatta miikodését,
amelynek elnoki teend6it 1952-t61 1979-ig Torok Tibor latta
el.

1957-ben Macher Frigyes soproni szinképelemz6 kolléga
hivasara haromnapos konferenciat szerveztek, amelyen 29
hazai és 2 kiilfoldi eldadé ismertette legtijabb tudomanyos
eredményeit, és alkalom nyilt a személyes tapasztalatcserére.
Ezvoltazelsé Magyar Szinképelemz6 Vandorgyiilés, amelyet
ettol kezdve évenként rendeztek meg hazank kiilonb6zo
varosaiban, tobbek kozott Veszprémben, Balatonszéplakon,
Gyulan, Sarospatakon, Szekszardon, Nyiregyhazan,
Debrecenben. E rendezvénysorozatnak 1979-ig volt elnoke.

Torok Tibor beszédet mond a Godollsi Egyetemen 1980-ban tartott XXIII.
Magyar Szinképelemz6é Vandorgyiilés megnyitojan.

A korlatozott kiilfoldi utazasi lehetdségek miatt elészor csak
1955-ben vehettek részt magyar szinképelemzok nemzetkozi
konferencian, amikor a Tatralomnicon tartott Conference on
Analytical Atomic Spectroscopy (CANAS) rendezvényen
szamoltak be kutatdsi eredményeikrdl. A kovetkezd
konferencia 1956-ban az amszterdami Colloquium
Spectroscopicum Intertantionale (CSI) volt, amelynek

fogadasan Torok Tibor felvetette, hogy Magyarorszag is
szivesen otthont adna e jeles rendezvénynek. Erre egy
évtized multan keriilt sor, amikor a XIV. CSI-nek 1967-ben
Debrecen varosa adott otthont, amelynek elnoki teendoit
Torok Tibor latta el.

E sorok iroja szamara nagy megtiszteltetés volt, hogy az
1969-ben indult, az tiregkatddos sugarforrasok fejlesztésére
iranyuldkutatésaibaszakdolgozdként, majddoktoranduszként
és aspiransként bekapcsolodhatott. Torok professzor ur
tervei szerint megépitettiink egy cseppfolyos levegdvel
hitott iker-tiregkatddos berendezést, amely, mint optikai
emisszids sugarforras elméletileg két fontos tulajdonsaggal
rendelkezett. Az egyik az emittalt spektrumban 1évd
szinképvonalak csekély félérték-szélessége, amely lehetové
tette a szinképvonalak finomszerkezetének feltarasat ¢&s
ezen keresztiil az izotdparanyok meghatarozasat. A masik
az tregkatddba bevitt vizsgdlandd minta atomjainak az
iregen beliili nagy tartozkodasi ideje, ami biztositotta
ugyanazon atom egymast kovetd tobbszori ,,vallatasat”, és
ezen keresztil kis kimutatasi hatarok (ng/ml) elérését. Egy
nagyfelbontasu Fabry-Perot interferométer-spektrométerrel
kapcsolt analitikai rendszerrel nyert kisérleti eredményekrol
a Spectrochimica Acta folydiratban kozolt cikksorozatban
szamoltunk be. Idékozben az izotopanalizis teriiletén
a tomegspektrometriai modszerek  jobb  analitikai
teljesitoképességet tudtak felmutatni, mig a nyomelemzés
teriiletén megjelent az induktiv csatolasu plazma optikai
emisszids, majd tomegspektrometriai modszer, amelyek az
iregkatodos kistilésti sugarforrasok alkalmazasat hattérbe
szoritottak.

Az Akadémiai Kiadénal 1968-ban jelent meg a Mika Jozsef
professzorral kdzosen irt ,,Emisszios szinképelemzés™ cimii
konyvének elsé kotete, amelyben az elméleti alapokat
és a kulonbozé sugarforrdsokban (egyen- és valtdéaramu
ivplazmak, a kis-, k6zép- és nagyfesziiltségi szikrakisiilések,
valamint a gazkisiilésii plazmak) lejatszodo fizikai
folyamatokat targyaltdk. A konyv masodik kotete 1974-ben
latott napvilagot. Ebben a gyakorlati szakemberek szamara
adtak attekintést az emisszios szinképelemzési modszer
alkalmazasi lehet6ségeirdl, a kilonb6zd halmazallapotu
mintdk multi-elemes vizsgalatarél. Az Akadémiai Dijjal
jutalmazott konyv mindkét kotetét a kiadd angol nyelven
is megjelentette 1973-ban és 1978-ban. Ugyancsak jelentds
sikerként konyvelhette el, hogy Zimmer Kéroly professzorral
kozosen irt, angol nyelvii konyvét ,,Quantitative Evaluation
of Spectrograms by means of L-transformation” cimmel az
Akadémiai Kiad6 1972-ben megjelentette. Ezen konyveken
tulmenden, mintegy 100 tudoméanyos publikacionak
szerzdje, illetve tarsszerzoje ¢s szamos hazai és nemzetkozi
konferencian képviselte a magyar szinképelemzoket
meghivott eléaddként.

Eredményeit 1953-ban a Kossuth-dij bronz fokozataval,
és a Munka Erdemrend arany fokozataval ismerték el.
Kimagaslo hazai és nemzetkozi szintli tudomanyszervezoi
tevékenységéért a Gépipari Tudomanyos Egyesiilettol
Pattantyus dijat, mig a Csehszlovak Spektroszkdpiai
Tarsasagtol Johannes Marcus Marci emlékérmet kapott.
Tudomanyos munkassaganak régen megérdemelt, de kései
elismeréseként az MTA elnoke 1993 novemberében E6tvos
Jozsef-koszoruval tiintette ki.
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A kutatdomunkatol visszavonulasat kovetéen a vallas és
a természettudomany kapcsolataval foglalkozott szoban
¢s irasban, maginemberként €s a Reformatus Egyhdz
presbitereként. Eletét négy alappillér hatarozta meg: a
szakma, a csalad, a baratok-kollégak szeretete és a nehéz
idékben is batran vallalt vallasossag. Az embertarsai iranti
szeretete és a mély meggy6zddésen nyugvo hite egyarant
athatotta személyes é&s szakmai kapcsolatait, egészen
1999-ben bekovetkezett halalaig. Idos korara elveszitette
latasat. Sulyos fizikai megprobaltatasaira a karpotlast
szeretett csaladjaban, harom gyermekében, hat unokajaban,
rokonaiban ¢s jo barataiban talalta meg.

Tiszteletére 1999-ben a Spektrokémiai Tarsasag Torok
Tibor Emlékérmet alapitott. Tanitvanyai ¢és egyetemi
kollégai Torok Tibor professzor ur munkassaga és emléke
elott tisztelegve, a laboratoriumot, ahol az induktiv
csatolasu plazma ionforrassal kapcsolt nagyfelbontasu
tomegspektrométer miikodik, réla nevezték el.
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