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1.	 A szerkezeti biológia fejlődése az elmúlt évtizedben 

A sejtben lévő makromolekulák szerkezetének pontos 
ismerete elengedhetetlen a működésük megértéséhez.  
A szerkezeti biológia nagyszámú kísérletes és számítá-
sos eljárást kínál a biomolekulák szerkezeti megismeré-
séhez, mely kapcsolódó kísérletes vizsgálatokkal együtt 
az élő szervezetek működésének jobb megértését célozza.  
Az elmúlt évtized során a szerkezeti biológiai módszerek 
kiemelkedő fejlődésének lehettünk tanúi. A kísérletes mód-
szerek, valamint neurális hálózatok által vezérelt, mester-
séges intelligencián alapuló adatelemzési és számítási in-
novációk új távlatokat biztosítottak összetettebb biológiai 
folyamatok szerkezeti alapú megértésében, és rendkívül 
megnövelték a szerkezetmeghatározás folyamatainak haté-
konyságát. Érdemes számba vennünk e fejlődési folyamat 
néhány lényeges mérföldkövét, a röntgenkrisztallográfia, a 
kriogenikus elektron-mikroszkópia és mesterséges intelli-
gencia alapú szerkezeti modellezés terén.

A röntgenkrisztallográfia, a biomolekulák és röntgen-
sugarak diffrakciós kölcsönhatásán alapuló képalkotó 
eljárás már hagyományos szerkezeti biológiai techniká-
nak tekinthető. A krio-EM és a mesterséges intelligencia 
alapú szerkezetmodellezés ugrásszerű fejlődése ellenére 
a szinkrotron röntgenkrisztallográfia továbbra is a nagy 
felbontású szerkezetmeghatározás fontos módszere. Ez 
utóbbi módszer széles körben való elterjedését a közel-
múlt technológiai fejlesztései is elősegítették, amik nö-
velték az áteresztőképességet, a felbontást, megoldást 
kínáltak a kihívást jelentő kristályok mérésére, valamint 
felhasználóbarátabbá tették a szerkezetmeghatározást.  
Az új, negyedik generációs szinkrotronok nagyobb in-
tenzitású és koherenciájú röntgen sugárzást biztosítanak 
a kísérletes vizsgálatokhoz.1 Mindez, a mikrofókusz su-
gárforrások fejlődésével,2 valamint a korábbinál gyor-
sabb adatkiolvasást és alacsonyabb zajszintet biztosító 
hibrid pixel detektorok (EIGER, PILATUS) alkalmazá-
sával3 együttesen teszi lehetővé az eredményes adatgyűj-

tést a korábban kihívást jelentő mikrokristályok, inho-
mogén egykristályok, valamint rosszabbul diffraktáló 
kristályok esetén is. A röntgen szabadelektron-lézerek 
fejlődése (X-ray Free Electron Laser, XFEL) hatékonyabb 
időfelbontás elérését, valamint a sorozatos femtoszekun-
dumos krisztallográfia (SFX) révén sugárzás okozta ká-
rosodás nélküli szerkezeti vizsgálatokat tett lehetővé.  
A szinktrotron forrásoknál elterjedő automatizált valós-ide-
jű adatfeldolgozási és modellépítési szoftvercsomagok (pl. 
DIALS, xia2 3dii, AutoPROC) jelentősen csökkentették a 
kristálytól a szerkezetig jutáshoz szükséges időt. Szintén 
a szerkezeti biológusok munkáját egyszerűsítheti, hogy a 
közelmúltban a Diamond szinkrotron bevezette a teljesen 
felügyelet nélküli adatgyűjtési módot (Unattended Data 
Collection, UDC), amely a helyszíni, illetve távoli kap-
csolat során a felhasználók által vezérelt adatgyűjtési mó-
dot válthatja ki. A szerkezetmegoldó szoftvercsomagok 
fejlődése emellett a röntgenkrisztallográfia, krio-EM és 
Alphafold szerkezeti modellezés módszereinek integrálását 
is biztosítja.4-6

A kriogén elektronmikroszkópia (krio-EM) a biomole-
kulák natív konformációjának megfigyelését teszi lehető-
vé a minták gyors lefagyasztását követő elektronszóródás 
kölcsönhatás nagy felbontású szerkezetelemzése révén. A 
módszer az elmúlt évtizedben rendkívül jelentős fejlődésen 
ment keresztül és mostanra a szerkezeti biológiai közösség 
egyik, ha nem leghatékonyabb módszerének tekinthető. A 
krio-EM áteresztőképessége, és az elérhető felbontás javu-
lása egyaránt rendkívül látványos, köszönhetően a hardver, 
a mintaelőkészítés, az adatgyűjtés és a számítógépes elem-
zés terén elért szinergikus fejlesztéseknek. A hardver olda-
láról érdemes megemlíteni az úgynevezett direkt elektron 
detektorokat, melyek forradalmasították a technikát. Ezek 
segítségével „filmeket” tudunk rögzíteni, amelyek alkal-
masak arra, hogy számításosan kiküszöböljük a moleku-
lák mozgásából eredő homályosságot7. A felbontóképesség 
robbanásszerű fejlődésének (ún. resolution revolution)8 és 
a technika széles körű elérhetőségének9 köszönhetően a jó 
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felbontású szerkezetek krio-EM-mel történő meghatározá-
sa rutinszerűvé vált a szerkezeti biológusok széles közös-
ségének. Az egyrészecske kriogén elektron-mikroszkópia 
során eddig elért legnagyobb felbontás 1,09 Å10, ami való-
di atomi szintű feloldóképességet jelez. Az egész sejtekről 
való krio-EM képalkotás és az in situ szerkezeti vizsgálato-
kat célzó krio-elektrontomográfia (krio-ET) szintén rendkí-
vüli fejlődésen ment keresztül és várhatóan további áttörés 
küszöbén áll, lehetővé téve a komplex biológiai rendszerek 
működésének szerkezeti alapú megismerését.11

A kísérletes szerkezeti módszereket kiegészít-
ve meghatározó szerepet nyert a szerkezetbecslés is.  
A DeepMind 2020-ban bemutatott AlphaFold szerkezeti 
modellezés az ismert szekvencia és szerkezeti informáci-
ókra támaszkodva mesterséges intelligencia segítségével 
közel kísérleti pontosságot ért el a szerkezet előrejelzésé-
ben.12 Jelenleg számos továbbfejlesztett, felhasználók szá-
mára elérhető szerkezeti modellező algoritmus, valamint 
a több, mint kétszázmillió szerkezeti modellt tartalmazó 
AlphaFold DataBase könyvtár13 a szerkezeti alapú hipoté-
zisek széleskörű bázisát biztosítja, ami jelentős segítséget 
jelent orvosbiológiai kutatások felgyorsításához. 

A fenti bevezetőben bemutatott módszerek a szerkezeti 
biológiai kutatások fontos részét képzik, amelyek egy-
mást kiegészítve alkalmazhatók a felmerülő élettudomá-
nyi kérdések szerkezeti alapon való megválaszolására.  
A továbbiakban a kutatócsoportunkban folyó szerteágazó 
tudományos munkák eredményeit bemutatva szemléltetjük 
ezen módszerek széleskörű felhasználhatóságát.

2.	A Genom metabolizmus és Biostruct csoport

A Biostruct laboratórium 2011 óta működik a Budapesti 
Műszaki és Gazdaságtudományi Egyetem Alkalmazott 
Biotechnológia és Élelmiszertudományi Tanszékén.  
A fehérjekristályosítás kísérleteket nagy áteresztőképeségű 
kristályosító screenek alkalmazásával egy Mosquito nano-
literes folyadékkezelő robot (TTP Labtech) segíti, míg az 
összeállított kristályosító tálcák tárolását és automatikus 
fotózását egy Rock Imager kristály tálca ‘hotel’ rendszer 
végzi (Formulatrix). A labor SuperNova egykristály rönt-
gendiffraktométer (Agilent Oxford Diffraction) házi rönt-
gen sugárforrással is rendelkezik, mely egykristályok rönt-
gendiffrakció tesztjét, valamint teljes adatkészlet felvételét 
teszi lehetővé. A labor korábban már bemutatásra került 
a Magyar Kémiai Folyóirat 124. évfolyam kiadásában14, a 
jelen tanulmány az azóta történt szerkezeti biológiai kuta-
tásokat mutatja be. Megjegyzendő, hogy a Biostruct labor 
e kutatások mellett a szerkezeti biológiai oktatás fontos pil-
lére is, különféle egyetemi kurzusok (pl.: Analitika labor, 
Modern szerkezetfelderítési módszerek, Projekt feladatok) 
valamint rendszeresen szolgált tudománynépszerűsítő 
programok (Kutatók Éjszakája, Lányok Napja, BME Nyílt 
Nap) helyszíneként. 

3.	 A dUTPáz fehérje típusú inhibíciója

A dUTPáz fehérje a dUTP nukleotid hidrolízisét katalizálja, 
ezáltal a dUTP/dTTP szintet alacsonyan tartja. Mivel osz-
tódó sejtekben a polimerázok által DNS-be beépített uracil 
mennyiségét ezen nukleotidok sejtbéli aránya határozza 
meg, így a dUTPáz a dUTP lebontásával megelőzi az ura-
cil esetleges beépülését a genomba, ezáltal fontos szerepet 
játszik az örökítőanyag preventív védelmében.15, 16 A dUT-
Páz fehérje hiánya örvény-és fonálférgekben, ecetmuslicá-
ban és egérben egyaránt letálisnak bizonyult.17-20 A humán 
dUTPáz fehérje Y54C mutációja pedig összefüggésbe hoz-
ható diabétesz és csontvelő elégtelenség kialakulásával.21 
Kimutattuk, hogy a mutáció következtében a szubsztrát 
kötődése és az enzimaktivitás változatlan azonban a fehérje 
hőstabilitása jelentősen csökken, ami magyarázhatja, hogy 
miért tapasztalták a mutáns fehérje mennyiségének csökke-
nését nyúl modellben.22, 23

A dUTPáz inhibitorok fejlesztése a patogén mikroorganiz-
musok elleni küzdelemben és a humán daganat terápiában 
is kutatások fókuszában áll.24 2010-ben azonosítottak egy 
olyan Staphylococcus aureus patogenitási szigetek (SaPI) 
életciklusát vezérlő fehérjét (Stl), amelynek működését a 
f11 bakteriofág dUTPázzal való kölcsönhatás szabályoz-
za.25 Ez a bakteriofág dUTPáz szekvenciája alapján ha-
sonló más bakteriális és eukarióta dUTPázokhoz, viszont 
tartalmaz egy fágokra jellemző szekvenciába beékelődő 
szegmenst, így az első megközelítésben a kölcsönhatást eh-
hez a szegmenshez kötötték. A fág dUTPáz szerkezetének 
meghatározásával megmutattuk, hogy ez az inszert egy a 
dUTPázokra jellemző mag szerkezetből kinyúló, elkülönült 
mini domént alkot26 (1. Ábra) és további vizsgálataink ki-
mutatták, hogy nincs esszenciális szerepe az Stl fehérjével 
való kölcsönhatásban.27

1. Ábra. A f11 bakteriofág dUTPáz szerkezete (PDB ID:4GV8)26.  
A trimer fehérje három alegysége a szürke szín különböző árnyalataival 
lett színezve, a kristályosításhoz használt szubsztrátanalóg (dUPNPP) 
fekete pálcikaként, míg a kofaktor magnézium ion szürke gömbként 
van megjelenítve. A fágra jellemző, Stl kölcsönhatás specificitásáért 
felelős inszert fekete szalagmodellként látható, ezen régió evolúciósan 
konzervált dUTPáz szerkezetből (térkitöltő modell) nyúlik ki, mintegy 
önálló minidomént alkotva. Jól látható, hogy a kép közepén található 
szubsztrátkötő zseb két alegység közös felszínén helyezkedik el. 
A zsebet a harmadik alegység karboxi terminális régiója zárja. 
Ezen szakasz elhelyezkedését konformációs flexibilitása miatt a 
kristályszerkezetben nem lehetett meghatározni.
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Emellett fluoreszcens stopped-flow gyorskinetikai mód-
szerrel kimutattuk, hogy az Stl fehérje a f11 fág dUTPáz 
lassan, de erősen kötődő kompetitív inhibitora,28 így az 
első ismert fehérje típusú dUTPáz inhibitor. Eredményeink 
alapján a fág dUTPáz csak azután képes kölcsönhatásba 
lépni az Stl fehérjével, miután elhidrolizálta a sejtbéli dUTP 
nagy részét. Ez a modell rámutat a kölcsönhatás esetleges 
evolúciós előnyére, hiszen a patogenitási sziget csak ura-
cil-mentes környezetben replikálódik, ami biztosítja gene-
tikai információjának megőrzését és elősegíti annak hori-
zontális transzferét. 

Érdekes módon az Stl fehérje ugyan nem minden fajta fág 
dUTPázzal lép kölcsönhatásba, azonban a mikobakteriális 
dUTPáz aktivitását ötödére csökkenti.29 Emellett az Stl-t 
Mycobacterium smegmatis sejtben expresszálva a sejtbeli 
dUTP szint megemelkedését figyeltük meg, amely zavart 
okozott a mikobaktérium kolóniaképzésében is. Továbbá 
az Stl fehérje különböző mértékben gátolja az Escherichia 
coli, ecetmuslica (Drosophila melanogaster) és a humán 
dUTPázokat, a legerősebb kölcsönhatást és teljes mértékű 
inhibíciót azonban a f11 bakteriofág dUTPáz esetében ta-
pasztaltuk.28, 30-32

A fent bemutatott trimer dUTPázok aktív zsebét két alegy-
ség alkotja, amelyet a harmadik alegység karboxi-termi-
nális régiója zár le katalízis során. Ez a záródás-nyílás a 
karboxi terminális régió flexibilitásától függően különböző 
mértékű konformáció változást jelent az enzim szerkezeté-
ben.33 Az E. coli dUTPáz fehérje esetében ezen átlapoló ún. 
kar régió flexibilitásának csökkenését eredményező pont-
mutáció növelte mind az Stl inhibitorhoz való kötődés erős-
ségét, mind az aktivitás gátlás mértékét.31 Így feltehetőleg 
a dUTPáz-Stl kölcsönhatás erőssége mellett, az aktív hely 
záródása során bekövetkező konformációváltozás kinetiká-
ja is modulálja az Stl által kifejtett inhibíció mértékét. 

A Kardos József kutatócsoportjával együttműködésben 
(ELTE, Budapest) végzett szinkrotron radiációs cirkuláris 
dikroizmus vizsgálataink kimutatták, hogy az Stl fehérje 
főként alfa helikális térszerkezetű. A fehérje amino és kar-
boxi terminális szegmenseit vizsgálva kimutattuk, hogy a 
DNS kötésért az amino terminálison található hélix-csa-
var-hélix motívum felelős, azonban ez a motívum nem 
szükséges a dUTPázzal való kölcsönhatáshoz.34 Továbbá 
igazoltuk, hogy a fehérje dimereket képez, és a dimerizáci-
ós felszín a karboxi terminális részen található.35

2017-ben Hill és munkatársai felfedezték, hogy az álta-
lunk vizsgált Stl fehérje a főként b-redős szerkezetű tri-
mer dUTPázoktól szerkezetükben teljesen különböző, 
a‑helikális, dimer dUTPázokkal is kölcsönhatásba lép.36  
Ez alapján feltételezhető volt, hogy az Stl egy a szubsztrátot 
mimikáló szegmenssel rendelkezik, amivel kapcsolódik a 
dUTPázokhoz. Azonban Antoni J. Borysik (King’s College, 
London) csoportjával együttműködésben HDX-MS (hid-
rogén-deutérium cserés tömegspektrometria) módszerrel 
kimutattuk, hogy az Stl fehérje két különböző szegmense 

lép kölcsönhatásba a trimer illetve a dimer dUTPázokkal.35 
(2. Ábra) Az, hogy ez az Stl fehérje különböző szegmensei 
révén bármely típusú dUTPázt képes felismerni, arra utal, 
hogy az uracil-mentes környezet előnyt jelenthet a patog-
enitási szigetek terjedésében. 

2. Ábra. Az Stl fehérjén HDX-MS módszerrel detektált tömegváltozás 
trimer (felső panel, PDB ID: 4GV8) illetve dimer (alsó panel, AlphaFold 
szerver) fág-eredetű dUTPázzal való kölcsönhatás következtében.  
A fehérjék alegységei a szürke különböző árnyalataival színezve.  
A szubsztrátanalóg (dUPNPP) fekete pálcikaként a kofaktor magnézium 
ion gömbként van ábrázolva.35

2018-ban Dimitri I. Svergun kutatócsoportjával kollaborá-
cióban (DESY, Hamburg) méretkizárásos kromatográfiával 
kombinált kisszögű szinkrotron radiációs röntgenszórás 
(SEC-SAXS) vizsgálattal meghatároztuk a humán dUTPáz 
és az Stl fehérje komplexének kis felbontású szerkezetét.32 
A kapott szerkezeti modell egyértelműen arra utal, hogy a 
komplexképződés megzavarja az Stl fehérje dimerizációját.  
Ez alapján feltételezhető, hogy a trimer fág dUTPázok a 
patogenitási szigetek átíródását az azt szabályozó génsza-
kaszhoz kötődő Stl represszor dimer megbontásával képe-
sek iníciálni. Kötődési kinetikai méréseink alapján megha-
tároztuk, hogy az Stl dimerizáció disszociációs egyensúlyi 
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állandója KDIM = 0.12 nM.37 Ennek fényében a fág dUTPá-
zok tehát csak egy összetett és finomhangolt interakciós há-
lózat révén lehetnek képesek a patogenicitási sziget repres�-
szor dimerjének megbontására. 

A humán dUTPáz esetében az Stl fehérjével való kölcsön-
hatás erőssége és az enzimgátlás mértéke (70%) is kisebb, 
mint a fág dUTPáz esetében (közel 100%). Annak érde-
kében, hogy az Stl-t mint a humán dUTPáz térben és idő-
ben szabályozható szelektív inhibitoraként használhassuk 
humán sejtes kísérletekben a humán dUTPázra kifejtett 
Stl-általi gátlást többféle stratégia alapján kíséreltük meg 
növelni.38 A dimerizációs domén eltávolítása, illetve a di-
merizációt gyengítő specifikus pontmutációk nem eredmé-
nyeztek jelentős növekedést az inhibíció mértékében. Ezzel 
kimutattuk, hogy az Stl karboxi terminális doménje teljes 
egészében fontos szerepet játszik a humán dUTPáz inhibí-
ciójában. Az általunk meghatározott dUTPáz-Stl kristály-
szerkezet alapján specifikus pontmutációkat terveztünk a 
kölcsönhatás erősítésére (3. Ábra, 1. Táblázat). Itt megjegy-
zendő, hogy a kristályosításhoz az Stl C‑terminális régióját 
nem tartalmazó fehérjekonstruktot használtunk, mivel a 
teljes hosszúságú Stl fehérje az amino és karboxi terminális 
domének közötti szakasz flexibilitása32 következtében nem 
kristályosítható.

3. Ábra. A humán dUTPáz az Stl fehérje amino terminális szegmensével 
(StlNT) alkotott komplexének röntgendiffrakciós módszerrel meghatározott 
szerkezeti modellje (PDB-kód: 8C8I). A könnyebb átláthatóság kedvéért 
a trimer dUTPáz (szalag model és áttetsző felszín) mellett a három 
kölcsönható Stl láncból csak egyet ábrázoltunk szalag modellként.  
A tervezett mutációk helyét nyilakkal és sötétítéssel jelöltük. A kialakuló 
új kölcsönhatásokat az 1. Táblázatban mutatjuk be.

1. Táblázat. A humán dUTPázzal való kölcsönhatás erősségének 
növelésére tervezett Stl mutációk

Stl mutáció Lehetséges új kölcsönhatása humán dUTPázzal

Y106K
poláris vagy ionos kölcsönhatás Asp104

Y106R

V55S poláris kölcsönhatás Glu144

S114E
poláris vagy ionos kölcsönhatás Lys91

S114D

Y116R poláris vagy ionos kölcsönhatás Asp127

Az előállított Stl pontmutánsok elvárásainktól eltérően 
nem javították a humán dUTPáz inhibíció hatékonyságát. 
Feltételezésünk szerint ez a megközelítés a fehérje átlapoló 
karjának flexibilitása, azaz a fehérje inherens tulajdonsága 
miatt volt sikertelen.

A dUTPáz és Stl fehérje közötti kölcsönhatás mélyebb meg-
értése érdekében a teljes hosszúságú fehérjék által alkotott 
komplex térszerkezetének megfejtésére krio-EM kísérlete-
ket végeztünk (Jiri Novacek, CEITEC, Brno), ezek eredmé-
nyének kiértékelése jelenleg folyamatban van.

Továbbá vizsgáltuk azt is, hogy az Stl fehérje amino termi-
nális szegmense (StlNT) képes-e jobban vagy legalább a vad 
típushoz hasonló hatékonysággal gátolni a M. tuberculosis 
dUTPázt (MtDUT). A szerkezeti vizsgálatokhoz ebben az 
esetben is az StlNT amino terminális szegmenst használ-
tuk. A MtDUT-StlNT komplex kristályszerkezet (PDB-kód: 
8P8O) alapján elmondható, hogy az StlNT fehérje a MtDUT 
aktív centrumába kötődik (4. ábra/A), itt alakul ki az elsőd-
leges kölcsönhatási felszín a két fehérje között a korábban 
ismert dUTPáz-N‑terminális Stl komplex szerkezetekhez 
hasonlóan.39-41 

4. Ábra. A M. tuberculosis dUTPáz Stl általi gátlása. A) A MtDUT-
StlNT komplex kristályszerkezete (PDB-kód: 8P8O). A trimer MtDUT-
hoz (sötétszürke) három StlNT (világosszürke) kötődik. B) A MtDUT 
enzim aktivitás gátlása a két Stl variáns által. C) A MtDUT enzim 
teljes hosszú Stl fehérjével alkotott komplexének AlphaFold modellje. 
A fehérjék megjelenítése az A) panelhez hasonló, az Stl fehérje N-és 
C-terminális doménjeit jelölve, a fehérje komplex két orientációban 
látható.

Ezáltal az inhibitor sztérikusan gátolja a szubsztrát bekö-
tődését. Különböző biokémiai és biofizikai módszerek se-
gítségével kimutattuk, hogy a StlNT fehérje kevésbé képes 
gátolni a MtDUT-ot, mint a teljes hosszú Stl fehérje (StlWT), 
az enzim aktivitását nagyjából csak a felére csökkenti (4. 
Ábra/B), és szubsztrát mentes környezetben is gyengébb 
kötődést mutat, amely különbség a disszociációs rátákban 
mutatkozik meg (2. táblázat). 
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2. Táblázat. Az Stl variánsok és MtDUT közötti kölcsönhatás kinetikai 
paraméterei, bioréteg interferometria (BLI) mérések alapján

Ligandum Analit KD  
(pM)

kon  
(M-1s-1)(105)

koff  

(s-1)(105)

StlWT MtDUT <1 2,70 ± 0,01 < 0,01 ± 0,01

StlNT MtDUT 190 ± 1 5,42 ± 0,01 10,28 ± 0,04

A szerkezeti modellezés fejlődését kihasználva próbáltunk 
magyarázatot találni arra, hogy az Stl fehérje C-terminális 
doménje hogyan járul hozzá az erősebb MtDUT-tal való 
kölcsönhatáshoz és gátláshoz. Ehhez AlphaFold modelle-
ket alkalmaztunk, amik azt sugallják, hogy a két fehérje 
közötti kölcsönhatás kialakulása során az Stl karboxi ter-
minális domének (StlCT) egymás között létrehozhatnak egy 
oligomerizációs felszínt (4. ábra/C), ami által növekszik az 
aviditás, és ez magyarázhatja a teljes hosszú Stl fehérje erő-
sebb kötődését.42 Ezt a hipotézist a továbbiakban krio-elekt-
ronmikroszkópiás módszerrel tervezzük vizsgálni.

4.	Zebrahal dUTPáz szerkezeti és élettani vizsgálata

A zebrahal, mint modellorganizmus ma nagyon népszerű a 
kutatók körében, mivel könnyen, alacsony költségen fenn-
tartható, fejlődése meglehetősen gyors, és jó túlélőképessé-
get mutat a különböző megtermékenyítés utáni eljárásokkal 
szemben. Mindezek mellett további előnye, hogy olyan ge-
rinces faj, amely 70%-os homológiát mutat az emberi gen-
ommal. Továbbá az embriók az anyaállaton kívül fejlőd-
nek és átlátszók. Ezen előnyök következtében ez a modell 
jól alkalmazható az embrionális fejlődés vizsgálatára.43-45 
Eredményeink azt mutatták, hogy a korai embrionális fej-
lődés során a genomi uracilszint és a sejten belüli dUTP 
szint igen magas zebrahalakban. Emellett azt tapasztaltuk, 
ha ezeket a szinteket a dUTPáz megtermékenyített petesejt-
jeibe történő mikroinjektálásával csökkentjük, az az emb-
riókra nézve letális. Annak érdekében, hogy minél jobban 
megértsük ezt a folyamatot többek között a zebrahal dUT-
Páz enzim izoformáit karakterizáltuk. Termofluorimetriás 
hőstabilitás vizsgálataink és spektrofotometriai alapú enzi-
maktivitás méréseink során azt tapasztaltuk, hogy az izo-
formák különböző stabilitással és aktivitással rendelkeztek. 
Emellett a zebrahal dUTPáz röntgen krisztallográfiás szer-
kezetét is meghatároztuk egy szubsztrát analóggal (dUPN-
PP) komplexben. A zebrahal dUTPáz szerkezete igen nagy 
hasonlóságot mutat a humán dUTPázhoz. A szerkezetben 
jól azonosítható a fehérjeláncok és a szubsztrát konformá-
ciójának összefüggése, mivel a trimer dUTPáz három aktív 
helyén a szubsztrát és a karboxi terminális kar többféle té-
rállást vesz fel. Egyes szubsztrátkötő zsebek esetében a fe-
hérjelánc kaboxi terminálisa nem zárja az aktív centrumot, 
ekkor a szubsztrát egy nem hidrolizálható, transz konfor-
mációt vesz fel és a reakció lejátszódásához szükséges mag-
nézium ion kofaktor sincs jelen (5. Ábra/A). Amennyiben az 
aktív helyet a karboxi terminális régió zárja a szubsztrát a 
hidrolízishez megfelelő gauche konformációt vesz fel és a 
magnézium ion kofaktor is bekötődik (5. Ábra/B). 

5. Ábra. A zebrahal dUTPáz szubsztrát analóg konformációs 
flexibilitása A zebrahal dUTPáz kristályszerkezet egyik aktív helyén 
a dUPNPP szubsztrát analóg az enzim működésben fontos szerepet 
játszó C-terminális karjának távollétében a katalízisre alkalmatlan 
trans konformációt vett fel. Ugyanazon kristályszerkezetben az enzim 
C‑terminális karja (Phe159, S161) és Mg2+ kofaktor a dUPNPP szubsztrát 
analógot katalízisre alkalmas gauche konformációját stabilizálják. 

5.	 Onkogén mutációt hordozó KRAS fehérjék 
kölcsönhatásainak vizsgálata

Csoportunk a Semmelweis Egyetemmel, az Eötvös 
Loránd Tudományegyetemmel, a KINETO Lab és a 
Fototronic Kft-kel való együttműködés (Rasopátia 
konzorcium) keretében a KRAS fehérje onkogén mu-
tánsaira specifikus inhibitorokat fejleszt.46 A KRAS 
fehérje a sejt növekedését, és osztódását szabályozó jelát-
viteli folyamatok kulcsfontosságú eleme, mutációi a daga-
natos megbetegedések közel egyharmadában vannak jelen.  
A KRAS fehérje molekuláris kapcsolóként működik, aktív 
formában GTP-t, inaktív állapotban GDP-t köt. A jelátvitel 
lecsengése a GTPáz aktiváló fehérjékkel (GAP) való köl-
csönhatás következtében valósul meg, az onkogén mután-
sok esetében azonban ez a folyamat jelentősen gátolt.

Ezen probléma egyik kezelési stratégiája a GDP kötött ál-
lapot rögzítése a mutáns aminosavhoz szelektíven kapcso-
lódó ágensek által. A G12C mutáns KRAS fehérje esetében 
nagy áteresztő képességű szűrővizsgálatot végeztünk egy 
585 elemű diverz fragmens vegyülettáron, hogy felmérjük, 
mely vegyületek képesek a mutáns ciszteinnel reakcióba 
lépni.47 Az ígéretes találatok méretnövelését követően nuk-
leotidcsere vizsgálatokkal szűrtük a vegyületek hatékony-
ságát. Öt vegyületet ezután állat modellben is teszteltünk, 
amelyből kettő hatékonynak bizonyult, ezek további vizs-
gálata jelenleg is zajlik.

Egy másik lehetséges megközelítés a KRAS-GAP komp-
lex kölcsönhatásának erősítése a mutáns KRAS fehérjék 
esetében. Ilyen vegyületetek után kutatva Grolmusz Vince 
(ELTE, Budapest) kutatócsoportjával együttműködésben, 
in silico szűrési módszert alkalmazva, ígéretes jelölteket 
találtunk a kovalens molekulákkal nehezebben célozható 
G12D mutáns KRAS fehérje GAP-pal való kölcsönhatásá-
nak javítására.48 Emellett Rosta Edinával és munkatársaival 
kollaborációban (University College London) vizsgáltuk a 
G12 mutáns KRAS fehérjék GAP fehérjék által elősegített 
GTP bontásának mechanizmusát.49 
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6.	További kutatási témák az elmúlt évtized során

A fentebb részletezett kutatások mellett számos további 
szerkezeti biológiai vizsgálat folyt az ABÉT Biostruct labo-
ratóriumban különböző akadémiai és ipari partnerekkel kö-
zösen, melyeket e bekezdésben egészen rövid összefoglaló 
ismertet. Leveles Ibolya a BME SZKTT Szupramolekuláris 
Kémia Kutatócsoportjával való együttműködés során új 
királis koronaéterek röntgenkrisztallográfiás szerkezet-
meghatározását végezte el.50-52 Hegedűs Tamás kutatócso-
portjával együttműködve Ibolya hozzájárult a cisztikus 
fibrózis betegség CFTR kulcsfehérjéjének szerkezeti alapú 
vizsgálatához, mely során a fehérje funkcióját meghatáro-
zó konformációs változásait krio-EM szerkezetek mole-
kuladinamikai (MD) vizsgálatával derítették fel.53 Emelett 
fehérjekristályosítás és házi röntgen sugár kísérletekkel já-
rultunk hozzá az SH3 domén fehérjék tirozin foszforiláció 
inhibíciós mechanizmusának feltárásához. 54 

Az elmúlt évben egy iparilag releváns enzim szerkeze-
te is meghatározásra került a Biostruct Laboratóriumban.  
A Dr. Bata Zrt.-vel együttműködésben határoztunk meg az 
első ismert fumonizin észteráz szerkezetet röntgen-krisz-
tallográfia útján.55 Ez az enzim képes a fumonizin B1 
mikotoxin lebontására, így alkalmazható ilyen módon 
szennyezett élelmiszerek és takarmányok enzimatikus 
detoxifikálására. A szerkezet meghatározása lehetővé tet-
te a további dokkolási modellezéseket, amivel közelebb 
kerültünk az fumonizin észteráz működésének megérté-
séhez, ami elengedhetetlen a későbbi nagyléptékű ipari 
felhasználáshoz.

A Biostruct laborból kiindulva Nagy Gergely 2017-től 
2022-es visszatéréséig Oxfordban a Division of Structural 
Biology (STRUBI) intézet Yvonne Jones által vezetett 
kutatócsoportjában végzett posztdoktori kutatásokat.  
A szemaforin-plexin extracelluláris jelátvitel szerkezeti bio-
lógiáját vizsgálva kutatásai fényt derítettek e ligandum re-
ceptor fehérjék egy különleges kölcsönhatási elrendezésére, 
mely során a két fehérje egyazon sejtmembránon elhelyez-
kedve lép kölcsönhatásba.56 Emellett fehérjekrisztallográfia 
révén azonosította a Semaphorin-5A fehérje glükózaminog-
likán kötőhelyét, majd együttműködő partnerivel együtt 
meghatározta e fehérje-proteoglikán kölcsönhatás specifi-
citását, valamint in vivo szerepét a neuronális progenitor 
sejtek vándorlása során.57

Szintén a Biostruct laborból kiindulva Kőhegyi Bianka 2017 
januárjában fél évig a fehérjekrisztallográfia rejtelmeiről ta-
nult tovább az ESRF (Grenoble, Franciaország) laborjában, 
majd szeptember végén Cambridge-ben, az MRC LMB, 
Ingo Greger által vezetett csoportjában kezdte meg dokto-
ri tanulmányait. A memória, illetve tanulás folyamatában 
kulcsfontosságú fehérjék, az AMPA receptorok különböző 
komplexeit vizsgálta krio-elektronmikroszkóppal. Többek 
között sikeresen megfejtette a hippokampusz egyik jellem-
ző komplexének nyitott és deszenzitizált állapotban úgyne-
vezett single particle elemzés technika alkalmazásával.58

7.	 Krio-EM centrum Pécsen 

Az utóbbi évtizedekben a Krio-elektronmikroszkópia for-
radalmasította a szerkezeti biológiát: lehetőséget nyújt 
olyan kérdések megválaszolására, melyek korábban elkép-
zelhetetlennek tűntek. Ennek megfelelően 2022 decembe-
rében megszületett az a döntés, hogy Magyarországon is 
szükséges egy 300 keV-os krio-eletronmikroszkóp, illetve 
az ahhoz kapcsolódó infrastruktúra kialakítása Pécsett, 
mely majd nyitva áll az ország kutatói számára. A projekt 
vezetője Czéh Boldizsár lett, akinek munkáját a Szakmai 
Tanácsadó Testületének tagjaként Vértessy Beáta is segí-
tette. A kialakulóban lévő mérőállomáshoz 2025 januárban 
volt kollégánk, Kőhegyi Bianka csatlakozott első munka-
társként. Márciustól pedig Horváth Péter 10 évnyi külföldi 
krio-elektronmikroszkópos tevékenysége után a létesít-
mény vezetői tisztségét tölti be. Előreláthatóan 2026-ban 
érkezik meg a műszer, azonban a központ addig is rendel-
kezésre áll a technikával és mintaelőkészítéssel kapcsolatos 
kérdések megválaszolásában. 
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Structural biology studies in the BME ABÉT Biostruct Laboratory

Over the past decade, structural biology has undergone remark-
able technological and methodological advances, greatly en-
hancing our understanding of macromolecular structures and 
their roles in cellular processes. This review summarizes major 
developments in experimental and computational structural bi-
ology techniques, including X-ray crystallography, cryogenic 
electron microscopy (cryo-EM), and AI-based structure predic-
tion methods such as AlphaFold. X-ray crystallography, though 
long established, continues to play a key role in high-resolution 
structure determination due to improvements in synchrotron radi-
ation sources, hybrid pixel detectors, and automation. Meanwhile, 
cryo-EM has achieved near-atomic resolution and has become 
widely accessible, revolutionizing the study of complex biological 
systems and in situ structures through cryo-electron tomography. 
Complementing experimental approaches, AlphaFold has dramat-
ically advanced the accuracy and accessibility of structure predic-
tion, offering over 200 million models that support biomedical re-
search and hypothesis generation. Using these advanced tools, the 
Genome Metabolism and Biostruct group at Budapest University 

of Technology and Economics has explored the structural basis of 
dUTPase inhibition, a key enzyme that prevents uracil incorpora-
tion into DNA by hydrolyzing dUTP nucleotides. We character-
ized the interaction of dUTPase enzyme with its unique protein 
inhibitor, Stl, from bacteriophage φ11, identifying distinct struc-
tural elements involved in competitive inhibition across different 
species, including human and Mycobacterium tuberculosis. We 
probed to enhance Stl inhibition of human dUTPase via rational 
mutagenesis; however, the structural flexibility of Stl limited the 
feasibility of this approach. Further investigations involved cryo-
EM and HDX-MS analyses, revealing the modular binding modes 
of Stl to trimeric and dimeric dUTPases. Additionally, structur-
al and physiological studies in zebrafish embryos demonstrated 
the critical role of dUTPase in early development, highlighting 
conserved enzymatic mechanisms across species. These multi-
disciplinary studies emphasize the power of integrated structural 
biology in understanding enzyme regulation, host-pathogen inter-
actions, and potential therapeutic interventions.




