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laboratérium az ELTE Kémiai
Intézetében: ELTE-Crystallab

kristdlyos anyagok rontgendiffrakciés szerkezetvizsgélata-

nak (rontgenkrisztallogréfidnak) meghatdrozé szerepe volt
a mult szdzad sordn az anyag szerkezetérdl alkotott ismeretek
hatalmas bgviilésében, lehet6vé téve az anyag fizikai, kémiai tu-
lajdonsdgainak megértését és tervezését. A kémia, fizika, anyag-
és kornyezettudomdny és biolégia fejlddésére is alapvetd hatds-
sal volt. A mdédszer jelentGségét mutatja az is, hogy a 2014-es évet
az ENSZ a Krisztallogrédfia Nemzetkozi Evének nyilvénitotta az
els§ krisztallogréfiai kisérletek 100. évforduldjdnak alkalmdbdl
(https://www.iycr2014.org; Max von Laue 1914-ben kapott Nobel-
dijat az els§ rontgendiffrakcids kisérlet elvégzéséért, egy évvel
késibb pedig Sir William Henry Bragg és William Laurence Bragg
az els§ kristdlyszerkezetek meghatdrozdsdért).

Az anyagot alkotd atomok, ionok és molekuldk térszerkezeté-
nek és kristélybeli kolcsonhatdsainak atomi szintd megismerése
az egykristély-diffrakcids vizsgdlatok célja. Két nagy vizsgdlati te-
riilete a kismolekulds krisztallogréfia (szerves és fémorganikus
vegyiiletek) és a fehérjekrisztallogréfia (stabil térszerkezettel ren-
delkez§ biolégiai makromolekuldk: fehérjék, nukleinsavak és
komplexeik). Nemcsak az atomok térbeli elrendez&dése (konsti-
tdcid, abszolut konfigurdcié és konformdcid) és a szerkezet geo-
metriai paraméterei, de a molekuldk kristdlybeli elrendez§dése
és szimmetridja, a kozottiik haté mdsodlagos kélcsonhatdsok is
tanulmdnyozhatdk; és megérthetSk a polimorf mddosulatok sta-
bilitdsi viszonyai. A szupramolekuldris kélcsonhatds-hélézat fel-
deritésével és a kolcsonhatdsok finomhangoldséval kiilénbozg tu-
lajdonsdgu anyagok tervezhet8k és dllithatdk eld. A fehérjekrisz-
tallogréfia célja annak a megértése, hogy hogyan képes egy mak-
romolekula elldtni szervezetbeli funkciéjat molekuldris felisme-
rés, a kolcsonhatdsok specifikussdga, kémiai reakcidk katalizdldsa
révén, és ezek befolydsoldsa a fehérjék vagy ligandumok kémiai
modositdsa dltal.

Az ELTE-Crystallab torténete

Az ELTE Kémiai Intézet rontgenkrisztallogréfiai laboratériumét
25 éve, 1993-ban alapitotta Ndray-Szabd Gédbor és Bicskei Zsolt
azzal a céllal, hogy megteremtsék a fehérjekrisztallogréfiai vizs-
gdlatok feltételeit Magyarorszdgon. Az dj laboratériumban ins-
tallélt rontgendiffraktométer (Rigaku R-AXIS Ilc tipust térde-
tektoros, forgéanédos diffraktométer) volt Magyarorszdgon az
elsd, ami alkalmas volt a kismolekula-kristdlyok mellett fehérje-
kristdlyok vizsgdlatdra is. Kutatdsi egyiittmiikodések létesiiltek a
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Az XtaLAB Synergy-R rontgendiffraktométer

BME, az SE és az ELTE Kémiai és Bioldgiai Intézetei, az MTA
Enzimoldgiai Intézet tobb kutaticsoportjdval és a Sanofi gy6gy-
szeripari céggel. A kezdetektd] nagy hangsulyt kapott a kutaték
kovetkez8 generdcidjdnak kinevelése az ELTE vegyész- és biold-
gusképzés, valamint Kémia és Bioldgia doktori iskoldk elméleti
és gyakorlati kurzusain. A magasabb szintd gyakorlati tudds 4t-
addsa, a fiatal kutatcék kiképzése kutatdsi egyiittmiikodések ke-
retében folyik. A laboratérium az MTA-ELTE Fehérjemodellezd
Kutatdécsoport és 2006 6ta az ELTE Szerkezeti Kémia és Bioldgia
Laboratérium integrédns részeként miikodik, amelynek vezetdje
Perczel Andrds (https://prot.chem.elte.hu). A laboratérium alapi-
tdsakor kismolekulds vizsgélatok szdmdra az MTA Kémiai Kuta-
tékozpontban és a Chinoinban mtkodtek diffraktométerek, az-
Gta a hazai késziilékek szdma jelentdsen bgviilt: a Debreceni
Egyetemen, az Egis gydgyszergydrban és az MTA Wigner Kuta-
téintézetben elsGsorban kismolekulds, mig a BME és MTA TTK
Enzimoldgiai Intézet kozos laborjéban és az MTA SZBK-ban el-
s@sorban fehérjekrisztallogrdfiai kutatdsokra alkalmazzdk eze-
ket. Az ELTE laboratériuma szempontjdbdl kiemelked§ a BME —
MTA TTK Enzimoldgiai Intézet laboratériumdval (https://bio-
struct.org) valé egyiittmiikodés: 1) a krisztallogréfiai infrastruk-
tirdk megosztott haszndlata; 2) nydri iskoldk szervezése fiatal ku-
taték szdmadra; 3) kozos pélydzatok szinkrotron sugdrforrdsokndl
torténd mérésekhez és a magyarorszdgi kutatéhelyeket 6sszefo-
g6 konzorcidlis palydzatok szervezése.

2018-ban laboratériumunk infrastruktirdjdnak teljes felujitd-
sdt tudtuk megvaldsitani kutatécsoportok széles kori 9sszefo-
gédsdnak koszonhetSen két VEKOP-pdlydzat keretében, melyek-
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nek résztvevdi az ELTE Kémiai, Bioldgiai és Matematikai Intéze-
tei, az MTA TTK Enzimoldgiai Intézet, a Semmelweis Egyetem,
a BME ABET Tanszék, az MTA SZBK és Kineto Lab kutatécso-
portjai. A projekteken beliil tervezett rontgenkrisztallografiai
vizsgélatok egyrészt az amiloidképz§déshez kapcsolédnak: mo-
dellpeptideken vizsgdljuk a 3-red§-képzddés feltételeit és vj, 3 di-
menziéban kiilonboz§ kapcsoldddsi mintdzatokat mutatd pepti-
deket terveziink, amelyek molekuldris ragasztdk alapegységei le-
hetnek. A mdsik kutatdsi teriilet a biomolekuldk és bioldgiailag
aktiv molekuldk kolcsonhatdsainak vizsgdlata. Vizsgdljuk a fe-
hérjék betegségekkel osszefiiggd kémiai mdédosuldsait (oxiddcid,
pontmutdcidk, foszforildcié); feltérképezziik az immunrendszer
(komplement-rendszer protedzai) specifikus gétldsdra kifejlesz-
tett peptidinhibitorok kolcsonhatds-mintdzatdt. Jellemezziik a
molekuldris felismerés szerkezeti aspektusait csomdéponti fehér-
jék komplexeiben (pl. S100 fehérjék, MAP kindzok) és onszerve-
z8d6 multimer fehérjékben. Tovdbbd céljaink kozé tartozik bio-
aktiv kismolekuldk geometriai paraméterei és aktivitdsa kozotti
Osszefiiggések értelmezése és a kirdlis felismerés vizsgdlata kris-
tédlyos fdzisban.

A laboratérium hdrom berendezéssel bgviilt. Az 4j forgéand-
dos Rigaku XtaLAB Synergy-R tipusu rontgendiffraktométer al-
kalmas kismolekulds és fehérjekrisztallogrdfiai mérésekre is. A
hazai késziilékek koziil ez rendelkezik legnagyobb sugdrintenzi-
tdssal, igy lehetdvé vélik a kristdlyok tdgabb korének vizsgdlata.
Lehetdség van a kristdlyok in situ tesztelésére is, amelynek sordn
diffrakcids képek készithetSk a 96 kristdlyositdsi kisérletet tar-
talmazd kristdlyositdsi tdlcin ndtt barmelyik kristdlyrdl anélkiil,
hogy ezeket ki kellene venni a kristdlyosité oldatukbdl, igy meg-
dllapithatd, hogy a kristély fehérje- vagy a pufferkomponenseit
tartalmazé kismolekula, illetve sékristdly-e.

Mig a kismolekuldk oldatdbdl (esetleg oldészerek kombindci-
Gjdval) viszonylag konnyen el@éllithaték megfelel§ nagysdgu és
mindség kristdlyok, fehérjék esetén nagyon sok kiilénbozg kris-
télyositdsi koriilmény kiprdobéldsdra van sziikség — ennek a gaz-
dasdgos, nagy dteresztGképességli megvaldsitdsa az Gjonnan ins-
talldlt TTP Labtech Mosquito tipusu kristdlyosité robottal torté-
nik, aminek segitségével egyszerre 96 kristdlyositdsi korillmény
tesztelhetd, melyek mindegyikéhez csak 50-150 nl fehérjeoldat
sziikséges. A pdratartalom kontrolldldséval elérhet§ a sziikséges
fehérjeoldat mennyiségének tovébbi csokkentése a kristdlyosi-
tdsi kisérletek reprodukdlhatésagdnak megtartdsa mellett. A kris-
tédlyositds torténhet vizes oldatbdl vagy lipid mezofdzis felhasz-
néldsdval is. A nagyszdmu kristdlyositdsi kisérlet dokumentdld-
sdra és kiértékelésére az vij Formulatrix Rock Imager 2 tipusu fél-
automata mikroszkép szolgdl, amely a kristdlyokrdl UV- és l4t-
hat6 fénnyel fotdkat készit, ezekbdl adatbézist hoz létre, és esz-
kozt nydjt annak elemzéséhez.

Rontgenkrisztallografiai mérések
lehetGségei, kitekintés

Az tj krisztallogréfiai infrastruktira a Magyarorszdgon eddig el-
érhetdnél gyorsabb rontgendiffrakcids mérésekre ad lehetGséget
a mikrofékuszdlt sugdrzds, érzékeny detektor és gyors goniomé-
ter kombindcidjdval: tn. shutterless mérési médban a mérés id§
j6l sz6r6 kristdlyok esetén a kristélyszimmetridtdl fiiggden akdr
7-10 percre is csokkenhet (kismolekulds kristdlyok és lizozim fe-
hérjekristély); a tipikus mérési id§ fehérjekristdlyokndl azonban
0,5-1 nap. A mérési id§ alatt is zajlik az adatfeldolgozds és kis-
molekuldkndl az automatikus szerkezetmegoldds. A fotonszdmld-
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16 HPC (hybrid photon counting) detektor gyengén sz6ré kristd-
lyokrdl is j6 min§ségt diffrakcids adatokat szolgdltathat. Adott az
alacsony hdmérsékleten valé mérés lehetGsége is, ami a kismole-
kulds vizsgélatokndl hasznos, fehérjekristdlyokndl kovetelmény.

A kristélyosit6 robot és félautomata mikroszkép segitségével a
fehérjekristdlyositds elsd 1épése, a kristélyositdsi korilmények elgze-
tes szlirése automatizdltan torténik, igen kis mennyiségd minta
felhaszndldsdval. Emellett az elérhet§ kristdlyositdsi médszerek
béviilése és a kristdlyok in situ rongendiffrakcids vizsgélata is nagy-
ban hozzdjérul a fehérjekrisztallogréfiai kutatdsok sikeréhez.

Napjainkban a kismolekulds vizsgdlatok a modern laboratdriu-
mi diffraktométerekkel rutinszertien elvégezhetdk, emellett a mai
felhaszndldbardt szoftvercsomagokkal dltaldban az adatok feldol-
gozdsa és a szerkezetmegoldds is gyors. A sugdrforrds befolydsol-
ja, hogy milyen tipusti mintdk vizsgélatdra a legalkalmasabb a ké-
sziilék. A XtaLAB Synergy-R késziilék rézanddot tartalmaz, ami
idedlis sok konnyi- és kevés nehézatomot tartalmazé szerkezetek
vizsgélata esetén; gyengén sz6r6 kristdlyokhoz; és akkor, ha a mo-
lekula abszolut konfigurdcijdnak meghatdrozdsa is cél.

A fehérjekristélyok szérdképessége gyengébb, mint a kismo-
lekulds kristdlyoké, ezért sok esetben laboratériumi diffrakto-
méterrel nem lehetséges megfelel§ mingség (felbontdsu) diff-
rakcids adatkészletet gydjteni. Ilyenkor a tobb nagysdgrenddel
nagyobb fényességgel rendelkezd rontgenforrdsokhoz — szink-
rotronokhoz vagy rontgen szabadelektron-lézerehez (XFEL) cél-
szer( folyamodni (pl. az ESRF és az Eurdpai XFEL fényessége a
laboratériumi sugdrforrdsokéndl kb. 12, illetve 16 nagysdgrenddel
nagyobb; https://www.esrf.eu; https://www.xfel.eu). Ezeknél a
nagy infrastrukturdkndl a kisérletek elvégzésére a kutatdsi célt
és a rendelkezésre 4ll6 kristdlyok jellemzését is magdban foglald
pélydzatok elbirdldsa utdn van lehet§ség — a sikeres pélydzathoz
pedig elengedhetetlen a kristdlyok el§zetes tesztelése (elemi cel-
la, szimmetria, vdrhaté felbontds); a sikeres mérések elvégzésé-
hez pedig az, hogy a kristdlyokat a széréképesség szempontjdbdl
is optimalizdljuk. A laboratériumi diffraktométerek mindezekre
alkalmasak. Az XtaLAB Synergy-R késziilékben a mikrofékuszdlt
forrds és lesziikithetd sugdrnyaldb lehet§vé teszi problémds —
nagy elemi celldval rendelkez§ vagy nagyon kis fehérjekristdlyok
vizsgalatdt is.

Készonetnyilvénitds. A VEKOP-2.3.2-16-2017-00014 és VEKOP-2.3.3-15-2017-00018
projektek keretében foly6 kutatdsokat az Eurépai Unié és Magyarorszdg Kormdnya

tdmogatta az Eurdpai Regiondlis Fejlesztési Alap hozzdjdruldsdval. A kutatdsokat az
MTA MedInProt programja tdmogatta.

Az ELTE-Crystallab tj infrastrukturdjanak
bemutatdsa

2019. janudr 3-4n lesz, ahovd minden érdekl6dét varunk. Ezt kovetGen
félnapos bevezet§ szintii gyakorlati tanfolyamokat tartunk, kémikus és
biokémikus hdtter( érdekl&d6 kutatéknak, doktoranduszoknak. A tan-
folyamok tervezett programja a kovetkezd: a) Kismolekulds krisztal-
lografia: A kristdly felszerelésének, a rontgendiffrakcids mérésnek és
adatfeldolgozdsnak a bemutatdsa jol sz6ré kristdlyok segitségével; auto-
matikus szerkezetmegoldds bemutatdsa a késziilék vezérlGszoftverével
(,,What is this”); a szerkezetmegoldds lépései, a szerkezet validdldsa (ér-
tékelése); gyakorlds: egy vagy két ,.kedvenc kristdly” vizsgdlata. b) Fehér-
jekrisztallogrdfia: kristélyok tesztelése, a rontgendiffrakcids mérés és
adatfeldolgozds bemutatdsa és gyakorldsa demd kristdlyokon (lizozim);
igény szerint a kristélyosité robot programozdsa és haszndlata, a krista-
lyositasi kisérletek kiértékelése. Tovabbi informdcidk a https://prot.chem.
elte.hu/news oldalon taldlhatok. Jelentkezés: crystallab@chem.elte.hu
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