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VALASZOK WOLFLING JANOS BIRALATARA

K6szonom Biraldémnak a dolgozatomra adott pozitiv értékelését az értekezésben szereplé eredmények
elismerését, valamint, jovébemutatd, koncepcionalis kérdéseit melyek megvélaszolasa lehetéséget ad a
téma jelenlegi kihivasainak, jovobeli kutatasi iranyainak ismertetésére. Koszoném, és elfogadom a
biralénak a dolgozattal kapcsolatos kritikai megjegyzéseit.

Meg lehet-e hatarozni a bioortogonalis reakciok hozamat az él6 sejtekben? Amennyiben igen, milyen
modszerek allnak ehhez rendelkezésre?

A bioortogonélis reakciok hozaménak sejten beliili meghatérozésa tobb tényezéts fiigg. lgy példaul
déntben befolyasolja azt a reagensek membran-permeabilitasa, stabilitasa vagy a reakcio sejten beliili
kinetikéja. Az sem egyszerisiti a helyzetet, hogy rendszerint csak az egyik bioortogonalis reagens
koncentraci6jat ismerjiik pontosan, a masik, ellenoldali bioortogonalis funkciot biotechnoldgiai eljarassal
juttatjuk a cél-biomolekulaba (metabolizmus, genetikai kbdolas). Mindazonaltal van lehet6ség arra, hogy
a reakciok sejten beliili kinetikajat vagy akar hozamat meghatarozzuk. A sejten bellili reakcio kinetikaja jo!
becsiilhetd pl. bioortogonalizalt fluoreszcens fehérjék fluoreszcens jelélésével, majd a két kromofor kbzti
energiatranszfer mérésével, ahogy azt mi is tettiik: https:/doi.org/10.1002/cbic.201600284. Amennyiben
kimondottan a bioortogonalis reakcid sejten beliili hozamanak a meghatarozasa a cél, adhatjuk mindkét
reagenst ismert koncentracioban. Telies membranpermeabilitast feltételezve és kellé id6t hagyva a sejten
beliili akkumulaciora, a masodik lépésben az ellenoldali bioortogondlis funkcioval rendelkez6
jelzbvegyiiletet (radionukliddal jelzett, fluoreszcens/fluorogén vegyiilet) hozzaadva a reakcid
elbrehaladésa akar idében is kbvethet6, majd a végs6 mennyiség is meghatarozhaté a jel intenzitasabdl.
Ezen kiviil lehet6ség van a bioortogonalis reakcio termékének meghatarozasara a sejt(ek) lizisét kbvetéen
témegspektrometrias modszerekkel is. Pl. az el6zetesen bioortogonalizalt fehérjéhez egy affinitas cimkét
is fuziondlva az Gssz-bioortogonalizalt és a bioortogonalis reakcioban atalakult fehérje mennyisége is
meghatarozhaté. lly modon egyébként fluoreszcens modszerek segitségével is meghatarozhaté a hozam.
Példak hasonlé megkdzelitésekre: https://doi.org/10.1021/acschembio. 8600355,
https://doi.org/10.1021/acssynbio.9b00494.

Az el nem reagalt reagensek jelenléte, vagy az esetleges mellékreakciok termékei nem okozhatnak-e
toxicitast in vivo, pl. az emberi szervezetben? Eltérd lehet-e a bioortogonalisan mddositott szarmazékok
metabolizmusa a modositatlanokétél? Vélheten igy van. Nem okoz ez humén alkalmazés esetén
problémakat?

Bar a bioortogonalitas definicio szerint biokompatibilis (azaz nem toxikus) és szelektiv reakciokra igaz tgy
a reagensek, mint a termékek oldalardl, a human alkalmazas szempontjabol természetesen sziikséges
vizsgélni ezeket a tulajdonsagokat. A kérdés rendkiviil id6szerd. A bioortogondlis reakciokon alapuld
megkozelitések ugyanis a kbzelmultban (2020) jutottak el a Klinikai fazisba (Shasqi — fazis 2, illetve
Tagworks — https://www.tagworkspharma.com/pipeline; fazis 1 2025-ben kezdddik) és csak mostanaban
kezdenek el gylilni az ilyen jellegli adatok, melyek kbzil egyel6re kevés nyilvanosan hozzéaférheté. E két
human alkalmazas a tetrazin — transz-ciklooktén reakcio altal kivaltott kétéshasitasi (click-to-release)
megkozelitéssel  kapcsolatos, mely — segitségével  kémiailag  kontrolléltan — szabadithaté  fel
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gyogyszerhatoanyag. Ezekben az eljdrasokban az alkalmazott bioortogondlis reagensek stabilitasa,
biokompatibilitasa megfelelb, esetleges bomlasuk soran sem tapasztaltak toxikus mellékhatasokat. A két
megkdzelités kémiailag hasonld, am koncepcibjaban eltéré. A Shasqi technolégia a pretargeting elvet
alkalmazza a lokalizacid elérése érdekében, ezt tetrazinnal maodositott hidrogél injektalasaval
(https://doi.org/10.1002/adtp.202000243) vagy antitestekkel
(https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acscentsci.3c00365) érik el. A Tagworks ezzel szemben az antitest-
hatéanyag konjugatumok (ADC) mikédési elvét hasznalja ki, nem internalizalodé antigént felismer6
antitesthez/diabodyhoz transz-ciklookténon (TCO) keresztiil konjugalt hatdanyaggal (Doxorubicin, Dox
vagy monometilaurisztatinnal, MMAE). A Shasqi modszer esetében a tetrazint tartalmazo hidrogél
injektalasa utan szisztémasan adjak a transz-ciklookténnal (TCO) inaktivalt hatéanyagot (Dox) (prodrug),
mely a pretargeting helyén taldlhatd tetrazin molekulakkal lokalisan felszabadul, mikdzben az el nem
reagalt TCO-Dox a kismolekulakra jellemzd gyors kitiriilési mechanizmust kéveti. A Tagworks eljarasban
a tumor kérnyezetében térténé ADC feldisulasat kévetben (antitest esetén még beiktatnak egy un.
clearing eljarast, mellyel kivonjak a szervezetbl (gyors méjon keresztiili kiliriiléssel) a még szabadon
keringé Ab-TCO-Dox konjugatumot), a kismolekulas aktivator tetrazint adjak szisztémasan. A Tagworks
hozzaférhet6 adatai alapjan behatban tanulmanyoztak a szisztémasan adagolt reagensek stabilitasat,
keringési idejét, kitirtilését. Ezek alapjan az aktivator tetrazinnak pl. 12 perc a keringési felezési ideje, a
nem ko6t6d6 diabody-konjugatum pedig egerekben 2 nap alatt teljesen kitiriil, ami jol illeszkedik a TCO
reagens 5,6 napos inaktivalasi felezési idejéhez (https:/doi.org/10.1038/s41467-018-03880-y és
https.//doi.org/10.1007/s41061-025-00495-y). Fontos megjegyezni, hogy ezekben az alkalmazasokban a
klikk-termékek nem dnmagukban keletkeznek, hanem vagy antitesthez/diabodyhoz (Tagworks), vagy egy
hidrogél implantatumhoz kétve (Shasqi). Az antitesteknek a kis bioortogonalis csoporttal valé modositasa
gyakorlatilag nem befolyasolja azok farmakokinetikai szempontbdl alaposan jellemzett tulajdonséagait, mig
a masik megkdzelitésben a klikk termék nem hagyja el az implantatumot.

A Memorial Sloan Kettering Cancer Center altal fejlesztett, eredetileg csontrak bioortogonalis kémiai alapt
képalkoto diagnozisara alkalmas eljaras ugyancsak a pretargeting megkézelitésen alapul. A kutyakban
sikerrel alkalmazott megkézelitésben a csontrékos sejteket biszfoszfonattal modositott TCO vegyiilettel
céloztak, majd ezt kivetben PET képalkotasra alkalmas rézkomplexszel modositott tetrazinnal (¢*Cu-Tz)
jellték (https://doi.org/10.1021/acs.molpharmaceut.2c00220). A kisérletek igazoltak, hogy az egészséges
sejtek csak minimalis mértékben vették fel a radioligandot, annak felddsulasat a célteriileten kiviil a
vesékben és a hugyholyagban figyelték meg, ami a hatékony kivalasztasnak volt kdszénhet6. E

fras

alapu pretargeting modszert fejlesztettek ki, melyet jelenleg a klinikai fazisban (fazis 1) tesztelnek.

A fehérjék barmilyen jellegli modositasa befolyasolhatja azok eredeti funkcidjat, stabilitasat. A torekvés a
bioortogondlis kémidban nyilvanvaléan az, hogy ez ne kovetkezhessen be, ez lenne az idedlis eset.
Ismeretesek-e a bioortogonalis reakciok kapcsan erre vonatkozoan kutatasi eredmények a
szakirodalomban?

Fehérjék bioortogonalis modositasanak legfejlettebb, a fehérje funkciéjanak és szerkezetének legkisebb
aminosavat kicseréliink egy bioortogonalizalt, nem-természetes aminosavra. Annak lehet6ségei, hogy ezt
az aminosav cserét olyan helyen ejtsiik meg, ahol nem okoz funkcio- vagy szerkezetbeli valtozast az évek
soran jelent6s fejlédésen mentek keresztiil. A kordbbi empirikus/racionalis megkézelitések altalaban 5-6
mutacié tesztelésével azonositottak egy-eqy optimalis mutacidos helyet, ahogy ezt mi is tettiik
https://doi.org/10.26434/chemrxiv-2025-k7vd4. Az AlphaFold térnyerésével azonban mar sokkal nagyobb
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szamu, tébb szempontot figyelembe vevd sziirések eredményeként jeléinek ki mutaciés helyeket a
fehérjeszekvenciaban. J6 példa erre Nikic és mtsainak munkaja (https./doi.org/10.1242/jcs.260600), akik
az AlphaFold segitségével utdlagosan értették meg, hogy az empirikus/racionalis modszer alapjan a
funkcié szempontjabdl jonak itélt mutaciés hely miért nem eredményezte a fehérje sikeres jelélését a
bioortogonalis reakcioban annak ellenére, hogy a nem-természetes aminosav hatékonyan beéplilt és a
fehérje funkcidja is megmaradt. Kideriilt, hogy a bevitt bioortogonalis funkci6 egyszeriien nem
hozzaférhet6 a jelzbvegyiilet szamara.

Az eddig alkalmazott bioortogonalis reakcidok szama meglehetésen alacsony az ismert szerves kémiai
reakciok szamahoz viszonyitva. Lehet-e ebben a tekintetben arra vonatkozéan javaslatot tenni, hogy ezt
a szamot milyen modszerekkel lehetne jelentésen bdviteni? Tekintettel a tématerilet fontossagara,
lyenekre minden bizonnyal sziikség lenne.

A bioortogonélis kémia b6 két évtizedes térténelmének elso fele olyan reakciok felfedezésérél, gyakran az
Uj perspektivaban torténé Ujrafelfedezésérdl szolt, melyek tobbé-kevéshé kielégitik a bioortogonalitas
feltételeit. Bar joval ritkabban, de mostanaban is jelennek meg Uj bioortogonalis reakciokrol szol6 cikkek,
igy ezek szama, ha lassabban is, de folyamatosan béviil (pl. http.//dx.doi.org/10.1002/anie.201708790). A
mostani bioortogonalis kutatasi trendek azonban egészen mas iranyt vettek. ElGtérbe kerliltek olyan
kutatasok, melyek az ismert bioortogonalis reagensek belsé, pl. enzimatikus, vagy kilsé, pl. fény-altali
aktivalasat célozzak. Ugyancsak megnétt azoknak a bioortogonalis kémiaval foglalkozd kutatdsoknak a
Szama, ami a bioortogonalis reakciok altal elbidézett kitéshasitassal foglalkoznak (click-to-release). Mig
ez utdbbi messzebb visz a kérdéstél, a bioortogonalis reakciok atmeneti blokkolasan és adott triggerrel
valé aktivalasan alapuld eljarasok olyan iranyt képviselnek, melyek a meglévé bioortogonalis
eszkozkészleten beliili diverzifikalast eredményeznek. Pl. ha ugyanannak a bioortogonalis funkcids
csoportnak a reaktivitasat két, egymasra nézve kdlcsénésen ortogonalis triggerrel tessziik aktivalhatova,
akkor a triggerek megfelel6 sorrendben torténé alkalmazéséval id6- és térbeli mintézatot érhetiink el a
bioortogonalis reakcidk lefolyasaban. Ez tébbcsatornas, un. multiplexing képalkotd eljdrdsokban
kiilénGésen elényds. Tobb bioortogonalis reakcio ortogonalis triggerekkel valo aktivalasa pedig a
komplexitas tovabbi névekedését eredményezheti.

A tématerlleten a Diels-Alder reakciok kozul az inverz elektronigénylek a gyakran alkalmazottak.
Elképzelhetdk-e normal elektronigény, esetleg hetero-Diels-Alder reakcidk is a bioortogonalis kémiaban?

Az inverz elektronigény(i Diels-Alder reakciok valoban dominalnak a bioortogonalis kémiaban, azonban
talalunk példat ett6l eltér6 mechanizmusra is. Waldmann és munkatarsai butadién és maleimid
szarmazékok kozott lejatszddo normél elektronigényli Diels-Alder reakciét hasznéltak fehérjék
livegfeliileten vald immobilizalasara (https:/doi.org/10.1002/anie.200502266). A maleimid dienofil féleg
tiol tipusti nukleofilekkel szembeni reaktivitdsa azonban er6sen gatolia e kémiai reakcié in cellulo
alkalmazasat. Raadasul a normal elektronigény(i reakcio sebessége is joval elmarad a tetrazinok és feszlilt
gylriis rendszerek inverz elektronigényii reakcidjanak sebességétdl. Az irodalomban talalunk példat arra
is, amikor a reakcio ,elektronigénye” a diénen Iévé helyettesitoktdl fiigg. JO példa erre Wang és
munkatarsainak kutatasa, amelyben ciklopentadiénon szarmazékok és ciklooktin kézti reakciot vizsgaltak
fluorogén jelzés céljabdl (https://doi.org/10.1021/acs.joc.6b02654).

Hetero Diels-Alder reakciok bioortogonalis alkalmazasara pedig j6 példa o-kinon metid tipusd vegytiletek
vinil-(tio)éterekkel vald reakcioja (https://doi.org/10.1021/ja401989p; https://doi.org/10.1021/ja302970x;
https://doi.org/10.1039/D10B00697E ).
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Bar e megkdzelitések egyel6re nem terjedtek el széleskériien a bioortogonalis kémiai alkalmazasokban,
a bioortogonalis kémiai kutatasok uj iranyai rairényithatiak a figyelmet ezekre a reakciokra. Ebbél a
szempontbdl, véleményem szerint, a kinon-metid alapt reakcioknak kiilénés jelentéségiik van, hiszen
generalasuk -enzimatikus vagy fotokémiai tton- tovabbi kontrollelemek integralasat teszi lehetévé.

Ugy tlinik, hogy bizonyos szintézislépések soran, gyengébb hozam esetén nem optimalizaltak a
reakciokoriimenyeket a hozam javitasa érdekében, hanem csak elfogadtak azt, esetleg kerestek egy
masik reakcioutat. Igy volt-e?

A csoportunkban folyd kutatasok soran valdban kevesebb hangsulyt fektettiink az egyes reakciok
kériilményeinek optimalizalasara. Ez els6sorban amiatt van igy, mert a célmolekulak felhasznalasén van
a hangsuly, nem pedig az elééllitasan. A csoportunkban az utobbi ét évben elkezdett uj kutatasi iranyok
miatt viszont mar fontosabb szempont (klinikai transzlacié, forgalmazas) a vegytiletek jo6 hozammal t6rtén6
elballitasa. Ezek miaft az okok miatt, illetve a lassan valtozd0 nemzetkézi trendekhez illeszkedve,
melyeknek kbszénhetben nagyobb ellenallast tanusitunk a publikacios nyomassal szemben, az utobbi
id6ben mi is igyeksziink a kémiai szempontbdl fontos ismeretek alaposabb tanulmanyozasara.

Budapest, 2025 aprilis 4. y M{%’

Kele Péter
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