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Az els§ magyar krio-elektron-
mikroszképos cimlapsztori

Beszélgetés Perczel Andras professzorral

Miért éppen ennek a fehérjének a térszerkezetét vizsgdltdk?

Az acilaminoacil-peptiddz (AAP) enzim minden él§lényben meg-
taldlhatd, a legegyszer(ibb baktériumoktdl az emberig. Ennek el-
lenére eddig senkinek sem sikeriilt meghatdroznia az enzim em-
18sokben fellelhetd varidnsainak térszerkezetét. Kordbban csak a
bakteridlis AAP-valtozat térszerkezete volt ismert. Nem most
kezdtiink ezzel foglalkozni, hiszen térszerkezet-kutatdsaink im-
madr 25 éves multra tekintenek vissza: az egyik elsd, ebbe az en-
zimcsalddba tartozé fehérje szerkezetmeghatarozdsat is a mi la-
borunk inicidlta. Ez az enzimcsaldd egyszerre fontos és izgalmas.
Szerkezeti szempontbdl is, mert a funkciondlis formadt dltaldban
nagy fehérje-oligomerek alkotjék, és gyakorlati szempontbdl is,
hiszen ezek az enzimek részt vesznek példdul szervezetiink cu-
korhaztartdsdnak szabdlyozdsédban, hormonok, neuropeptidek le-
bontdsdban. Az AAP a fehérje-minGségbiztositds folyamatainak
fontos szerepldje, részt vesz a sériilt fehérjék lebontdsdban. Ezen-
kiviil az AAP felelds azért, hogy egy pszichés zavarok és epilep-
szia ellen szedett gydgyszer (valprodt) hatékonysdgat bizonyos
antibiotikumok (pl. meropenem) befolydsolhatjdk, és egyiittes al-
kalmazdsuk veszélyforrdsokat rejt magaban. Mostani eredmé-
nyeinkkel mdr meg tudjuk magyardzni, hogy az enzim hogyan
vesz részt e keresztreakcidban. A gydgyszerhatdsok molekuldris
szintli megértéséhez mindenképpen ismerniink kell a részt vev
fehérijék térszerkezetét, de a kordbban elterjedt mddszerekkel saj-
nos nem mindet tudjuk vizsgdlni.

Miért nem tudta eddig senki meghatdrozni az emlds-AAP szer-
kezetét?

Ennek oka, hogy nem lehet elég jol kristalyositani, mdrpedig a
klasszikus rontgendiffrakciés mérésekhez kristalyos fehérjékre
n
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A vildg egyik vezetd kémiai folydirata az ELKH-ELTE Fehérjemodel-
lezd Kutatdcsoport €s a Szerkezeti Kémiai és Bioldgiai Laboratdrium
munkatdrsainak felfedezését tette a tavaly év végén megjelent szdm
cimlapjdra. Ebben a kutatdsban egy univerzdlis jelentdségi, de eddig
ismeretlen alakui fehérje térszerkezetét hatdroztdk meg. Perczel Andrds
akadémikus, az ELKH-ELTE Fehérjemodellezd Kutatdcsoport és a
Szerkezeti Kémiai és Bioldgiai Laboratdrium vezetdje szerint az ered-
mény egytttal a molekulaszerkezet-meghatdrozds uj, de mdris egyik
uralkodd mddszerében, a krio-eletronmikroszkdpidban rejld lehetdsé-
geket is jol mutatja. Az interjiit az MTA honlapja nyomdn kozoljiik.!

Chemical
Science

van sziikség. Ezért meg kellett varnunk annak a technoldgidnak
a megjelenését, amelynek segitségével nem csupdn a kristdlyo-
sithat6, hanem gyakorlatilag szinte minden nagyobb fehérje tér-
szerkezete vizsgalhatd: ez pedig a krio-eletronmikroszkdpia. A
vizsgdlati médszer kifejlesztéi jogosan kaptak 2017-ben Nobel-
dijat, hiszen az utdbbi évtizedben az eljdrds felnétt arra a szint-
re, hogy ma mdr ugyanolyan részletgazdag 3D képet kapunk vele
a molekuldrdl, mint a rontgendiffrakciés mddszerrel. Az AAP
fontossdga mellett részben a krio-eletronmikroszkdpia djszerd-
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sége és forradalmi jelentésége indokolja, hogy a legtjabb tanul-
mdnyunkat a cimlapjdn mutatta be a Royal Society of Chemistry
kiaddsdban megjelend Chemical Science.’

Milyen eszkiozikkel lehet ma molekula-térszerkezetet meghatd-
rozni?

Ahhoz, hogy relevans informdcidkat gydijtsiink egy molekula md-
kodésérdl, atomi felbontdst képet kell réla késziteniink. Ez egy-
két angstromos felbontdst jelent. Az ilyen felvételeken mdr atomi
részletességgel ldthaté a fehérjemolekula térbeli alakja, és példd-
ul a fehérjékhez kot6d6 gydgyszerek helyzete is egyértelmten
azonosithat6vd valik, ami a megértés és tervezés alapjat képezi.
Jelenleg hdrom vizsgélati médszer létezik, amely ilyen nagy fel-
bontdsra képes: a mdgneses magrezonancia-spektroszkdpia (NMR),
a réntgendiffrakcié (XRD) és legtjabban a krio-elektronmikrosz-
kopia (krio-EM). Az ELTE-n hairom NMR-késziilékkel dolgozunk;
ennek koszonhetGen az ELTE Fehérjemodellez§ Kutatécsoport és
a Szerkezeti Kémiai és Bioldgiai Laboratérium az egyik legna-
gyobb NMR-kapacitdssal rendelkez§ csoport Magyarorszdgon.
Emellett van egy igen korszerd rontgen-diffraktométeriink is,
hozzd pedig robotikai appardtus, ami igen hatékonnyd teszi a
kristdlynovesztést.

Miben dll a krio-elektronmikroszkdp elénye a tobbi eljdrdshoz ké-
pest?

A rontgendiffrakciés mérések sikerének szifk keresztmetszete a
kristélyositds: az egykristdlyokban az elemi celldk legékockak
mddjdra egymds mellé rendezddnek, és ,erdsitéként” teszik le-
hetGvé a sikeres felvételek készitését. Ha nem tudunk elég jo egy-
kristélyt elgdllitani egy kis vagy nagy molekuldrdl, akkor nem ér-
hetiink el nagy felbontdst. Viszont vannak anyagok, amelyekbél
egyszeriien nem lehet j6 egykristdlyt noveszteni. Ilyen az eml@s-
AAP is, hiszen mi minden elképzelhet§ tritkkot megprébéltunk
az elmult évek sordn, de 5-6 angstromnél jobb felbontdst nem
tudtunk elérni. Ez nem alkalmas példdul a gydgyszerhatéanyag-
AAP komplexek vizsgdlatdhoz, az NMR-médszerek pedig a fe-

2 hérje nagy mérete miatt nem al-
kalmazhatdk. Itt jon a krio-elekt-
ronmikroszképia hatalmas elénye:
nem igényel egykristalyt. A fehér-
jemolekuldk vizes oldatdnak egyet-
len cseppjét — nagy sebességgel —
cseppfolyés etdnban lefagyasztjuk,
ugymond, ,,beldjik” a fagyaszté
vagy kriogén kozegbe, majd csepp-
folyés nitrogénben tdroljuk az 1 pum
vékony, tivegszer( tisztasdguivd fa-
gyott, ablakszerGen atldtsz6 mintdt.

Es az igy el6készitett mintdt he-
lyezik az elektronmikroszkdp ald?

Igen, ez a fagyasztott minta Ugy
mikodik, mintha a fénymikrosz-
kép tiveg tdrgylemeze lenne, csak
természetesen itt nem fotonok,
hanem vakuumkamrdban nagy se-
bességre, akdr a fénysebesség 70%-
dra gyorsitott, fokuszdlt elektronok hatolnak 4t rajta. Tehdt
transzmissziés elektronmikroszképidrdl van sz6. Az tiveghez ha-

Krio-EM-minta
fagyasztasa (NIH, USA)
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sonl6 fagyasztds azért fontos, mert igy a vizes kozeg nem fogja
kristalyként szérni az elektronokat, és az az effektus, ami a mé-
rési eredményekben megjelenik, kizdrélag a mintdhoz kothetd.
Ugyanakkor a fagyasztds abban is kiilonbozik a kristdlynovesz-
téstél, hogy itt nincs meghatdrozva, milyen orientdciéban dllja-
nak a molekuldk. Igy a felvételen a legkiilonfélébb orientdciok-
rél kapunk képet: a hdromdimenzids térszerkezet kétdimenzids
vetiileteit ldthatjuk. Nagyon sok egyedi fehérjérél nagyon sok ori-
entdciéban gydjtiink dsszeségében sok terabdjt mérési adatsort:
hiszen a fehérjékrdl minden szemszogbdl képet kell készitentink
a sikeres 3D rekonstrukciéhoz. Ezeket a , felvételeket” egy ugyan-
csak Nobel-dijjal jutalmazott matematikai eljards segitségével
egymadsra illesztjiik, és egy bonyolult, szrési és képtisztitasi el-
jardssort kovetGen hatdrozzuk meg a krio-EM térképet, majd en-
nek alapjan a fehérje térszerkezetét.

Mostani sikeres kutatdsaikat nem a sajdt krio-elektronmikrosz-
kdpjukkal végezték, mivel az ELTE-n még nincs ilyen.

[gy van, kiilfoldi partnereknek kellett kikiildeniink a mintdt,
majd 6k visszakiildték nekiink a mérés nyers eredményeit tar-
talmazé hatalmas adatsort. Ez 6ridsi adatmennyiség: hat-nyolc
terabdjt, ami csak a nagyobb winchesterekre fér rd, és még md-
solni is sok-sok ¢rdig tart, nemhogy feldolgozni. Gondolhatjuk,
hogy ekkora adatmennyiségnek a feldolgozdsa sem egyszert, de
ezt mdr megoldottuk énerébél az ELTE-n, hiszen mindazokkal a
szoftverekkel és szdmitégépekkel rendelkeziink, amelyek az
elemzés hazai elvégzéséhez sziikségesek. Ezutdn kovetkezik az
eredmények értelmezése, a modellépités, amiben sokat segit a
csoportunk tobb évtizedes krisztallogréfiai tuddsa, Harmat Ve-
ronika, Karancsiné Menyhdrd Déra és tjabban Kiss-Szemdn Anna
komoly jértassaga, a kristdlyositott molekuldk vizsgdlatdval kap-
csolatos tapasztalataink. Ha idevessziik még Jakli Imre tobb évti-
zedes informatikai szakértelmét, akkor a csoportunkban minden
adott a még ennél is szenzdcidsabb, fagyasztott mintdn végzett
elektronmikroszképos felfedezésekhez, kivéve, hogy nincs (még)
krio-elektronmikroszképunk. Igy jelenleg a kiilfsldi kutatck szi-
vességére kell tdmaszkodnunk. Ez alkalommal a kutatdsban a
krio-EM késziilékeket druld japan és amerikai gydrtécégeket kér-
tiik fel, hogy mintegy a berendezéseik képességeit demonstrd-
landd, mérjék le nekiink a mintdinkat. Hatalmas ugrds lesz tehdt
az egész Kdrpdt-medence szdmadra, ha a napokban tdmogatdst
nyert Pécsi Tudomanyegyetemen felépiil§ krio-EM Kompetencia
Kozpont megkezdi miikodését, ezzel lehet§vé téve mdr itthon is
a hatékony adatgyfjtést, a krio-EM technika bevondsdt a hazai
szerkezetkutatds miivelésébe és oktatdsdba.

Milyen karriert futhat be a krio-elektronmikroszkdpia a jovében?

Ez az eszkoz 4t fogja irni (vagy inkdbb mdr napjainkban is dtir-
ja) a biokémidt, az immunoldgidt, a genetikdt, szinte minden bio-
molekuldris tudomdnydgat. Egyszertien megsztinnek azok a kor-
latok, amelyek a kordbbi mddszereknél meghatdroztdk, hogy
mely molekuldk térszerkezetét lehet, és melyekét nem lehet vizs-
gdlni. A krio-elektronmikroszképpal mindenr6l lehet felvételt ké-
sziteni, csak nagy és tiszta legyen a fehérje. Ezért lenne sziikség
egy ilyen késziilékre az ELTE-n! Hiszen a krio-EM néhdny éven
beliil gy elterjed majd szerte a vildgon, mint annak idején a sze-
mélyi szdmitdgépek: kezdetben tri huncutsignak tiintek az asz-
tali komputerek, ma pedig mdr minden réluk szdl a tudomdny
berkeiben. Egy krio-elektronmikroszkép uj pélydra dllitand az ELTE
oktatdsdt, kutatdsdt és rajta keresztiil az egész orszdg tudomad-
nyos fejlédését.
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