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1. A kutatasi téma aktualitasa

Racz Norbert PhD doktori értekezésében folyadékkromatografias modszereket dolgozott
ki modellezés céljabol, melyen keresztil a QbD (Quality by Design) elv analitikai
alkalmazasanak lehet6ségét mutatja be optimalizalod szoftverek segitségével. Kisérleteihez a
DryLab szoftver kilonbdz6 (mar meglévo és épp fejlesztés alatt 1év8) verzidit hasznalta.
Legfobb célkitlizése volt szemléltetni, hogy az elére megfeleléen megtervezett kisérletekb6l
nyert adatokbol szimulalt szdmitégépes modellek segitségével hogyan azonosithaték a
kromatografias modszerek kritikus paraméterei, melyekkel ismertté teheté azok robusztus
tartomanya. A DryLab szoftver olyan alkalmazési lehetéségeit mutatja be, amik még a
legszigorubban szabdlyozott kormyezetben, példaul a gydgyszeriparban is elfogadhatok, melyet
az ICH (International Council for Harmonisation) iranyelvek hataroznak meg. Gydgyszeripari
kdrnyezetben a kutatassal ¢s fejlesztésekkel (K+F) foglalkozo részlegeken jo néhany kutaténak
napi szinten szamottevo hasonld folyadékkromatografias feladatot kell megoldani, azonban a
kiilonb6zd modszerfejlesztések idénként kemény prébatételt is jelenthetnek. Mindemellett az
ipari komyezetben a versenyfutis az iddvel a legfontosabb tényezdk egyike, és a
megvaldsithatosagot az anyagi réfordithatésag is nagymértékben befolyasolja. Eppen ezért a
versenyszférdban dolgozok elészeretettel illesztik be a piacon elérhetd, megbizhatéan pontos,
a befektetett munka idejét jelentosen csdkkentd szamitogépes alkalmazasokat azon els6dleges
cellal, hogy raforditasaikat jelentosen lefaraghassak, természetesen a sziikséges kockazat és az
abbol szarmazé haszon alapos mérlegelésével. Egyre novekvd tehat az igény arra, hogy a
nagynyomasu folyadékkromatografiass (HPLC és UHPLC) mddszerfejlesztések a modem
szamitogépes tudomany segitségével, szoftveres modelltamogatisokkal pontosabban és
gyorsabban elvégezhetdvé valjanak.

A DryLab médszeroptimalizald szoftver alkalmazasanak ilyen irdnyu nagyrabecsiilését
mi sem bizonyitja jobban, mint Jel6lt cikkeinek nemzetkézi szinten elismert folyoiratokba
torténd befogadasa. Jel6lt tudoményos eredményeit értekezése Tézisek fejezetének négy
pontjaban fogalmazza meg, melyek magukban foglaljak az 6t elsszerzds és egy masodszerzds

kozleményét is.



2. Az értekezés szerkezete

A dolgozat formailag és tartalmilag is logikus felépitésti, nyelvezete érthetd. Helyesirasi,
nyelvhelyességi hibakat csak elenyész6 szamban tartalmaz.

Az 4ttekintett 30 oldalnyi Irodalmi hdttér a cimben és a Bevezetés részben
megfogalmazott célkitlizésekre épiil és roviden 4tfogja a kisérleti részben részletes bemutatasra
keriild témakat, nevezetesen a DryLab mddszeroptimalizald szoftver alkalmazésdval
osszefiiggésben  szoba  keriilt  folyadékkromatografidss  technikdkat, a  kolonnak
Osszehasonlithatésdgat és a paraméterek hatdsat az elvdlasztasra. Betekintést nyQjt a
gyogyszerhatosagok altal eldirt szabalyozasokba. Erinti azokat az ICH iranyelveket, melyek
szorosan kapcsolodnak a dolgozatban szerepld részekhez, a gyogyszeripari fejlesztési modellt
(QbD), a kisérlettervezést és a szamitogépes optimalizdldsi Ilehetosegeket a
folyadékkromatografiaban.

Az 50 oldalnyi Kisérleti rész a Tézisekben (1,5 oldal) is ismertetett és rangos folyo6iratokban
lekdzolt Jelolt eredményeit 4tdleld négy nagy fejezetbol all. Ezek egymassal is kapcsolatban [€vo,
ugyanakkor a DryLab szoftver més és mas alkalmazésénak szemléltetését megeélz6 tanulmanybol
éplilnek fel.

A kétoldalnyi Osszefoglalds (2 oldal) az elvégzett kisérletek révid kivonata.

A Felhasznalt irodalom 159 hivatkozast tartalmaz, mind hazai, mind nemzetkozi
publikaciokkal 4tolelve a disszertacid anyagat.

A Mellékletekben (3 oldal) adatokat talalunk a kisérleti rész harmadik fejezetéhez.

3. Az értekezés tartalmi kifejtése
Opponensként jelenleg abban a helyzetben vagyok, hogy Jelélt dolgozatdnak kiteljesedését
a munkahelyi vitdt megel6z6 allapotatdl kezdve kovethettem végig. Megdllapithat6, hogy a
tanszéki vitat kovetden a Birdlok javaslatai alapjan, az elhangzott kritikai észrevételek és
véltoztatasi igények tilnyomé tébbségben beépitésre keriiltek, valamint az aprobb hibdk,
hidnyossagok javitdsa is legtdbb helyen megtortént. Ezeket jelenlegi birdlatomban ennek

értelmében elfogadottnak tekintem.

Jelolt a kisérleti rész elsé fejezetében (2.1.) az dlldfizisok reprodukdlhatésagdt
tanulmanyozta. Négy ,azonos tipusu, de eltérd gydrtasi sarzsbol szdarmazo” kolonnan
szemléltette, hogy milyen hibakat rejthet a ,,trial and error” modszeroptimalizalas, szemben a

szoftveres szamitdsok (DryLab) 4ltal tdmogatott fejlesztéshez képest. Ez utdbbihoz
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oszloponként 12 mérésbodl allo kisérleti modellt (kocka) épitett, melyen bemutatta a Design
Space-t (DS), azaz ahol a kiindulési feltételeinknek megfelel6 értéket kaphatunk a kritikus
csucspar felbontasara. Ezek utan még tovabbi nyole, ismeretlen ,,el6életli”, de azonos tipust
allofazissal 1étrehozta az Gjabb kockamodelljeit. Azonban egy hétkéznapi mddszerfejlesztés
esetében az ,,azonos tipusu, de eltérd gyadrtasi sarzsbol szarmazo” éll6fazisok hasznalata sordn
nem indokolt ilyen nagyszamu (12x12=144) parhuzamosan el6kisérlet elvégzése. A tanszéki
vitara bocsatott példanyhoz képest jelen dolgozataban Jel6lt ezt ugy indokolta, hogy
tanulményénak tovabbi ,,célja a DryLab szofiver 1ij moduljanak a Column Comparison-nak
tesztelése, a fejlesztésének tamogatasa volt®. Bar a szoftver ezen ijdonsaga kevésbé az itt
bemutatott, hanem az egymadssal felcserélhetd és helyettesithetd ,alternativ”’ allofazisok

bevezetése kapcsan valt igen népszertive [136].

A Kkisérleti rész masodik fejezete (2.2) a ,Mozgofazis dsszetétel optimalizalasa
szamitogépes szimuldcioval”, valamint a robusztussag vizsgalataval foglalkozik. Jelolt célja a
Drylab egy 1) fejlesztésii egysége (a 2x3x3 alapkisérlet adataival eldallithato /¢ — pH — fc
.. kocka” modell) alkalmazhatdsaganak prezentalasa, melyhez egy megfeleld kromatografias
kisérleti korilményt véalasztott ki. Ebben a munkéban sem az felhasznalt modellvegyiiletnek (az
amlodipinnek ¢és rokon szennyezdinek) vizsgélata volt Jeldlt elsddleges feladata, (mint ahogyan
az el6zo fejezben sem,) hanem a hangsuly a 3-dimenzios abrazolds az adott (t¢ — pH — tc)
valtozo6 paraméterek mellett, azaz az optimalizal6 szoftver ezen egysége hasznalatanak eldnyei
és korlatai bemutatasa.

o Megitélése szerint, —amennyiben az elsédleges kitlizott cél egy, ,,a szoftveres fejlesztést
szemlélteté tanulmany” bemutatdsa —, elegendd volna-e a kivalasztott hatéanyag mellett
csupan azokra a kritikusnak itélt szennyezOkre Osszpontositani (pl. itt az ImpH, ImpG és
ImpB), amelyeket az eldvizsgalatok és egyéb prediktald szoftverek (pl. Marvin Sketch) is
alatamasztanak? Tehat a | kisérleti modell”, és mindezzel az értékelések, valamint az
eredmények feldolgozasa egyszertsithet-e?

Masrészrél a korabbi ,,Valaszok az opponensi elébiralatra” dokumentum 7-es kérdésre adott
felelete alapjan, — miszerint azt irta, hogy ,.,a kisérletek sordn térekedtiink valos analitikai
problémat megoldani”, valamint “mds munkaponton vjabb kritikus szennyezdt is érdemes
vizsgalni” —, meglatdsom szerint talan beleférhetett volna a végleges dolgozatat is kiegésziteni
ezzel és az ott bemutatott példdkkal mindezt szemléltetni is a disszertdcid és ezen fejezet

cimében foglaltaknak megfelelden.



A harmadik, nagyobb lélegzetli kisérleti részben (2.3.) kiterjesztett kisérleti térben torténd
Jfolyadékkromatogrdfids médszeroptimalizalds(oka)t mutat be, ahol célja a ,,DryLab modellezés
hatarainak vizsgalata™ volt.

Ebben elészor a kivalasztott a116fazis megismerése érdekében egy kisérleti terv segitségével
feladatként tlzte ki ,,a szoftverben alkalmazhaté maximdlis kisérleti paramétertartomdny
meghatdrozdsat”, ,,amelyben a vizsgdlt vegyiiletek retencios iddinek modellezése még
megfeleld pontossdgit.” A ,retencio pontos eldrejelzés”-éhez a fejezetéhez kivélasztott modell
hatéanyagtol, -az apixabant6l- fliggetlen tesztvegyiiletekkel ,igy dsszesen 5 x 5 x 15 = 375 db
kisérletet” hajtott végre a , kiterjesztett kisérleti tér vizsgdlatahoz”. Majd ezt kdvetden a
Szimuldcio pontossaganak ellendrzésére” tovabbi ,, hiisz pontot jelélt” ki. Ezek a mérések,
melyeket folyadékkromatografidsan el is végzett, szamossagat tekintve (raforditott energia)
nagyon nagy értéket képviselnek.

e Véleménye szerint a versenyszférat (az ipari kornyezetet) tekintve milyen esetben éri meg
ilyen gigantikus mennyiségli befektetett munka a célkisérletek elvégzését megel0zoen?

Az igy bemutatott kisérletsorozata azt mutatta, hogy a retencids id6 elérejelzés¢hez a

szoftverfejlesztok 4ltal feldllitott szabalyok a ,,gradiens id6, a homérséklet és a pH maximalis

eltéréseire (At max 3X; AT<30 °C; ApH <0,6) ” csupan iranyadoak, de nem szigoru elvardsok

a DryLab-bal t&rténd médszerfejlesztések soran. (Megjegyzésem itt az 55. oldalon véleményem

szerint egy elirds tortént: ,.a gradiens idd (tc) eldrejelzés ” helyett eltérést akart fmi.) ,,A4 fenti

eredmények azt mutatjdk, hogy retenciobecslésre hatékonyan lehet haszndlni a kiterjesztett

DryLab modellt. Gradiens id6 és hdmérséklet tekintetében, amennyiben a kisérleti kériilmények

megkévetelik, akdr nagyobb mértékil kiterjesztés is elfogadhatd, azonban a pH tartomany

tovabbi szélesitése csak abban az esetben javasolt, ha a mintakomponensek pKa értéke
pontosan ismert.”

e Véleménye szerint ez a megallapitas mennyire tekinthetd altalanos érvénytinek?

e Azaz az itt meghatdrozott ,, maximadlis kiterjesztett kisérleti tér”, melyet az itt kiprobalt
konkrét allofazison (Acquity BEH C18) mutatott be, sikeresen atviheto-e, alkalmazhatd-e
masik, azonban azonos USP 621 kolonna besorolast (pl. L1-es; C-18) oszlopra is?

Miutan az elékisérletek végén dsszefoglalta a tapasztalatait, a fejezet tovabbi részében Jelolt

ratért az apixaban hatéanyag szintézistimogatéd modszerfejlesztésre (a célvizsgalat). Ez egy

Gjabb példa ,,az el6z8 pontban (az eldvizsgalatban) leirt kiterjesztett kisérleti téril optimalizalasi

stratégia alkalmazdsdra”. Ebben az 0] kisérleti térben a homérséklet-tartomanyt még tovabb

kivanta terjeszteni 60 °C-ra (20°C — 80°C). Ez a szoftverfejlesztd éltal javasolt és deklaralt



tartomanynak immaron a duplaja (2X30 °C). A fejlesztésnél tovabbi (Marvin Sketch) szoftver
segitségét is felhaszndlva a ,,pH maximalis kiterjeszthetdségét” is figyelembe vette.

A kromatografias mérések és a ,,kockdk™ elemzését kovetden, a kivalasztott modszer josagat
ugy igazolta, hogy a ,munkapont koriili térrészebdl , kimetszett” egy kisebb részt, melyen
robusztussdg vizsgalatot” is végzett. Az apixaban és kiztitermékei elemzésére alkalmas
UHPLC modszer szimulalt és mért kromatogramjai (31 és 32. abra) jo egyezést mutatnak.
Jel6lt konkluziojaban szerepel a munkara forditott id6 is, mely a mai elvarasok szerint szintén
nagyon fontos tényezd. Ezutan Osszegezi, hogy ,,a vizsgdlati modszer a végsé mindsitésen
kiviil kitlinden alkalmazhato a preparativ kutato laboratoriumokban, szintézisfejlesztésnél és
tisztitasi lépések ellendrzésére, valamint gydrtdskézi ellendrzések (IPC) soran is”.
Véleményem szerint ez a kovetkeztetés kicsit messzebbre mutat a valosagnal. Egyrészrol,
mivel a ,,Valaszok az opponensi eldbirdlatra” dokumentum 17-es kérdésre, — miszerint
?Véleménye szerint az Int4 és Int3 kritikus par kézotti felbontas elegend?d lesz-e egy valos IPC
vizsgdlat alkalmazdsdra, az Int4 megbizhato mindsitésére?” — adott valaszat idézve: ,,Az Int4
intermedier IPC-s vizsgalatara egy mdsik munkapont sziikséges, ahol a két vegyiilet kézott
nagyobb a felbontas™.

Masfeldl kérdésem:

o  Mit ért itt Jeldlt a ,,végsd mindsitésen™?

Egy hatéanyag HPLC tisztasagvizsgalati mdodszerében nem csupan az intermedierekrél, hanem
az Osszes ,rokon vegyiilet szennyezérél” szamot kell adni. Az imént emlitett korabbi
dokumentum 11-es kérdésére, azaz, hogy “Szdmolt-e az apixaban gydrtasa soran vdrhato
carryover, izomer és dimer szennyezések kromatogrdfias tulajdonsagaival is az allofazis és a
fiiggetlen tesztvegyiiletek kivalasztdsa sordn, melyeket a kiterjesztett tér modellezéséhez
hasznalt?” Jelolt az aldbbi valaszt adta: ,,Az izomer és dimer szennyezésekkel a fejlesztés ezen
fazisaban nem foglalkoztunk”, de a modellbe kinnyedén beépithetdek ezek a szennyezdk is a
fejlesztés késdbbi fazisaban.”.

Mindent Osszevetve tehat Jelolt vizsgélati modszerére vonatkozo konkluzidja némi pontositast
igényel példaul ugy, hogy: ,a mar elkészitett kocka modell és a szintézistimogatashoz
fejlesztett kromatografidas modszer jo alapot szolgaltathat gyartaskoézi ellendrzések (IPC)
moédszerei, valamint a hatdanyag mindsitésére alkalmas tisztasdgvizsgélati modszer

kidolgozasahoz is”.

Az utolsd, a negyedik kisérleti fejezet (2.4.) témaja a ,,Modellezés kiterjesztése alternativ

folyadékkromatogrdfias mechanizmusok optimalasara”. Azaz alkalmazhatoak-e ugyanazok a
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modellegyenletek, — melyekkel a DryLab szakért6i szoftver szamol —, a forditott fazistol eltérd
retencidos mechanizmusu elvalasztasok optimalizalédsara is. A fejezet bevezetd része az
el6birdlatra bocsatott verzidhoz képest letisztultabb, igy pontosabb megfogalmazasban
kaphattuk meg, hogy Jelolt ,,a dolgozat ezen részében” mire ,keresett valaszt” és ez hogyan
kapcsolodik a kordbbi kisérleti részekhez. Els6 ide vonatkozd kisérletében porozus grafitalt
szén (PGC) allofazison kivant szerkezeti izomereket elvalasztani. A fejlesztéshez felhasznalta
a ,,Pallas szoftver altal kalkulalt logP értékeket” is. Mivel a “szerkezeti izomerek elvalasztisa
sordn a terner mozgofazis Osszetétel (ic) hatdssal lehet a szelektivitdasra [85,86,157]”, elébb
kétdimenzids sikokat készitett, majd sikeresen alkalmazta a DryLab kisérleti 4.1.4 béta-verzion
szimulalt haromdimenzids modellt. A 38. dbran szemléltetett szimulalt és mért kromatogramok
itt is szép egyezést mutatnak. Jelolt konklizidja, hogy a hagyomanyos forditott fazisra leirt
kisérleti modellek jol hasznosithatok ezen korilmények kozott is.

A modellvegyiilete (JWH-122) és izomerjei ebben a részben a gyakorlati életbdl, egy igen
szigori jogi komyezetb6l szarmazott. Bar a bemutatott fejlesztés soran az Osszes izomer
clvélasztasa a kitlizott célnak megfeleléen szépen megvaldsult, azonban épp ez a 4-es
pozicidban metilezett szarmazék (33. dbra) a kromatogram legvégén elualddik, igen kis
cstesmagassaggal, jelentds cstcsszélességgel. Egyediil ez a JWH-122 molekula [156] mindsiil
kabitoszernek, tehat biintetdjogi szempontbol ennek a vegyliletnek az azonositasa,
kromatografids detektdlhatosiga, mindségi, illetve mennyiségi meghatdrozdsa bir
jelent6séggel.

e Mérhetd-e megbizhatéan a Kkitlintetett vegyllet ezzel a mddszerrel, amennyiben
rutinalkalmazasban kivanjak felhasznalni?

A fejezet legutolsé kisérleti részében harom kiilonboz6 HILIC Aallofazisra fejlesztett
modszereket hallucinogén gomba két komponensének logD értéke alapjan. Kisérleti tervében
modellezdszoftverekkel masodfoku polinom (DryLab 2010) és exponencidlis (DryLab 4)
megkozelitést alkalmazott az izokratikus Osszetétel és a retencios idok modellezésére. Az
ellen6érzé kromatogramok sszehasonlitdsdval azonban kiderilt, hogy ezek a modellek csak
korl4tozottan alkalmazhatéak. A gyakorlati haszna a bemutatott vizsgalatoknak, hogy az ebben
a dolgozatban bemutatott modellszamitésai alapjan sikeriilt kidolgozni egy, a rutinmérésekre is
alkalmas modszert, melyet a blinligyi laboratériumban hasznélnak.

e Végezetiil a dolgozat kitekintéseként, véleménye szerint, az idénként horribilis mennyiségi
elkisérlet elvégzésével jard munkat lehet-e konnyiteni a DryLab Optimalizal6d szoftver

tovabbi fejlesztésével? Hogyan lehetne még tobb id6t, energiat megtakaritani a

modszerfejlesztések soran? Torténtek-e ilyen iranyu fejlesztések az elmult idészakban?



4. Osszefoglalés
Réacz Norbert PhD doktori értekezésében olyan folyadékkromatografiass (kismolekulés)
modellkisérleteket tervezett, melyekkel hatékonyan szemléltethet6k egy modern optimalizalo
szoftver (DryLab) tjitasai. Tanulményozta a DryLab szoftver megbizhatdségét, valamint olyan
alkalmazasokat, melyekkel arra is ravilagitott, hogy ez a médszeroptimalizalé szamitdégépes
program né¢hany esetben csak korlatozottan vehetd igénybe. A DryLab fejlesztéivel kozdsen
egy”hidnyt potlo”, a — pH és a terner mozgdfdzis optimalizdldsara alkalmas — szoftveregységet
dolgoztak ki. Igazolta, hogy a modellalapt kisérlettervezés alkalmas kiterjesztett kisérleti
térben kromatografias retencié és felbontds pontos becslésére. Jelslt munkdja hozzajarult a
DryLab kromatografids moédszeroptimalizalé szoftvert érintd fejlesztésekhez, eredményei
nemzetkdzi érdekldésre tarthatnak szamot. Jelen disszertacio a Tézisekben is bemutatott
kézlemények alapjan lett Osszedllitva, ami egyben azt is jelenti, hogy eredményei egy rangos

tudoméanyos megmérettetésen mar sikeresen szerepeltek.

A dolgozat a PhD-vel szemben tdmasztott kovetelményeknek eleget tesz. Kovetkezésképpen az
értekezés nyilvanos vitdra bocsatasat timogatom, sikeres védés esetén javaslom Jeldltnek a PhD

fokozat odaitélését.
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