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DR. GYEMANT GYONGYI a Debreceni Egyetem, Természettudomanyi és Technologiai Kar,
Kémiai Intézet, Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék egyetemi tanaraként nyujtotta be MTA Doktori
értekezését, ahol vezetésével folyik a szénhidrat anyagceserében résztvevd enzimek tanulmanyozasa. A
kutatdcsoportja altal vizsgalt a- és B-amilazok és tovabbi glikoenzimek a cukorbetegség, fogszuvasodas,
elhizas és hiperlipémia kezelésének célpontjai lehetnek.

DR. GYEMANT GYONGYI munkassagarol egy 99 oldal terjedelmii, magyar nyelven megirt
értekezésben szamol be. Az értekezés felépitése a kémiai ¢és biokémiai teriiletekrél szolo
kozleményeknek megfeleld: 1. Bevezetés, célkitiizés — 2. Irodalmi dttekintés, elézmények — 3. Vizsgalati
médszerek — 4. Tudomdnyos eredmények — 5. Osszefoglalds — 6. Irodalomjegyzék részekre tagolt. Az
értekezés alapjat a PhD fokozat megszerzése utan nemzetkdzi folyoiratban megjelent 36 kozlemény
kiiziil a 2006 utan megjelent 26 kozlemény képezi. A tartalom és a tudoményos eredmények
Osszefoglalasat egy tizoldalas tézisfiizet segiti, amely tartalmazza a szakteriiletnek megfeleld
szcientometriai mutatok tablazatos 6sszefoglalasat.

Az értekezés az 1. Bevezetes, célkitiizés fejezet utan a 2. Irodalmi attekintés, elozmények fejezet 6t
alfejezetében (2.1. Szénhidrdaton haté enzimek — CAZy (Carbohydrate Active enZyme) adatbdzis; 2.2.
Glikozid-hidroldzok, a szénhidraton haté enzimek legnagyobb csaladja; 2.3. Szénhidrdt dtalakito
enzimek aktiv helyének topologidja; 2.4. A vizsgalt enzimek bioldgiai funkcidja, szerkezete,
csoportositasa; 2.5. Alhely térkép az enzimek aktiv hely szerkezetének jellemzésére) 16 oldalon, 151
relevans irodalmi hivatkozas felhasznalasaval 0sszefoglalja a kapcsolodo eredményeket és tomdren
vazolja a célkitlizéseket. Ezt kovetbéen a 3. Vizsgdlati modszerek fejezet 1 oldalon ismerteti az
értekezéshez kapcsolodo fehérjék, szubsztratok és inhibitorok eldallitasi és vizsgalati modszereit (ennek
rovidsége és atfogo jellege indokolt, hiszen a felhasznalt 26 kdzleményben a kisérleti leirasok
részletesen megtalalhatéak). A 4. Tudomdnyos eredmények fejezet négy alfejezetében (4.1.
Poliszacharid hidroldzok szerkezetének felderitése; 4.2. Enzim katalizdlta szintézisek; 4.3. Glikoenzimek
uj aktivitasmérési modszerei; 4.4. a-Amilazok gatlasanak vizsgalata) targyalja a munka négy, egymassal
csak lazan 0sszefiiggd teriileteit. Biralo egyetért a tematikai szempontok alapjan torténd négy alfejezetre
bontissal. Az értekezés lezarasaként az 5. Osszefoglalas fejezet harom oldalon, az egyes teriileteknek
megfelel négy pontban foglalja 6ssze a munka eredményeit.

Az 6t, a munkaval 0sszefliggo alfejezetet tartalmazd ,,[lrodalmi attekintés, el6zmények” els6ként a
szénhidraton haté enzimek atfogo bevezetését célozza a CAZy (Carbohydrate Active enZyme) adatbazis
bemutatasaval, amely elsdsorban szerkezeti és mikodésmechanizmus alap6 szempontok alapjan épiil
fel. Az adatbazisban megkiilonboztetett csoportok a glikozid hidrolazok (GH), a glikozil-transzferazok
(GT) a poliszacharid liazok (PLs), a szénhidrat észterazok (CEs) és a kiegészitd aktivitasok (AAs).
Megallapitja, hogy a fehérjék feltekeredése (folding) jobban konzervalt, mint a szekvenciaik, tehat
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vannak olyan szekvenciak melyek egynél tobb csaladhoz kapcsolddnak, és a szerkezeti meghatarozasok
a kiilonboz6 csaladok tagjai kozotti hasonlosagot mutattak. Ez az oka annak, hogy példdul a GH enzimek
kozé tartozd a-amildzok a GH13 csaladba tartoznak, egyiitt néhdny, az EC besorolas szerint nem
hidrolaz enzimmel, mint pl. a trehal6z szintaz (EC 5.4.99.16) vagy a szukréz foszforilaz (EC 2.4.1.7).
A masodik alfejezet a glikozid-hidrolazokat, mint a szénhidraton hat6 enzimek legnagyobb csaladjat
ismerteti, bemutatva a glikozidos kotés sav katalizissel torténé enzimatikus hidrolizis Koshland szerinti
két f6 mechanizmusat, melyek (a) az anomer konfiguracié inverziojat vagy (b) retenciojat
eredményezik. A harmadik alfejezet és a 4. abra a szénhidratokon haté enzimek aktiv/kdtohelyek
foglalkozik a vizsgalt enzimek biologiai funkciojuk és szerkezetiik szerinti csoportositasaval, Ebbe az
alfejezetbe keriiltek az a-amilazokkal, a biofilm képz6déssel kapcsolatba hozhat6 enzimek, elsésorban
a B-N-acetil-gliikozaminidazokkal, valamint a glikogén foszforilaz enzimekkel kapcsolatos informaciok
is. Az otodik, a bevezetd részt zard alfejezet mutatja be az enzimek aktiv hely szerkezetének
jellemzésére alkalmas alhely térkép készitési modszert, melynek elkészitéséhez a szubsztratokbol és
modellszubsztratokbdl képz6do termékelegyek analizise szolgalt alapul. A modszer alapjan fejlesztették
Ki szabadon elérhet6 SUMA (SUbsite Mapping of a-Amylases) szamitogépes programot. Bemutatta a
program alkalmazhatdsagat sertés pankreasz a-amilaz (PPA), rizs a-amilaz (Amy3D), és arpa a-amilaz
izoenzim (AMY 1) kiilonbdz6 mutansainak elemzése soran. Az irodalmi el6zmények bemutatasa logikus
sorrendet kovet és alkalmas arra, hogy bevezesse az olvasot a ténylegesen elért eredmények
értelmezésébe.

A 4. Tudomdnyos eredmények fejezet négy fé részben mutatja be az elért eredményeket. Az elsé
wPoliszacharid hidroldzok szerkezetének felderitése” alfejezet cime kissé félrevezetd, hiszen az itt
bemutatott esetekben az enzimek és mutansaik vizsgalata soran nem szerkezetfelderités, hanem inkabb
szerkezet-hatas Osszefiiggések felderitése volt a cél. Az olvasas soran Orvendetes volt latni, hogy a
kisérletes analitikai modszereket hogyan o6tvozték e munkak soran kiilonbdzé egylittmiikodések
felhasznalasaval a  mutaciokat eredményez6 molekularis  genetikai  moddszerekkel — és
rontgenkrisztallografiai  szerkezetmeghatarozassal, valamint szamitogépes molekulamodellezési
modszerekkel. Ez utobbi igen igéretes lehet6ség arra, hogy a fehérjeszerkezetek joslasat elésegitd
programok (AlphaFold) erdteljes fejlddésével generalhato 3D szerkezeteket a SUMA programmal
kombinalva térbeli alhelytérképek hozhatok 1étre. Bemutatta, hogyan alkalmazta ezeket a modszereket
a burgonyabogar a-amilaz (LdAmy) mikodésének pontosabb megismerésehez, a kisérletekhez a
rovarbol izolalt enzimet felhasznalva. Az eredmények szerkezeti értelmezéséhez az LdAmy AlphaFold
modellt a human nyéal a-amilaz (HSA) ismert szerkezetével vetette Gssze. Ezutan ismertette az exo
hatasmddu édesburgonya eredetii f-amilaz (EC 3.2.1.2) hasonlé médszerekkel tortént vizsgalatai soran
elért eredményeket. A hasitasi képek alapjan felallitott kinetikai reakcié modellekkel elére jelzett
értékek jo egyezést mutattak a kisérleti értékekkel. Végezetiil betekintést kaphatunk egy masik az exo
hatasmodu enzim, az Aggregatibacter actinomicetemcomitans szajben el6forduld patogén
mikroorganizmus altal termelt Dispersin B hidrolitikus hatasanak vizsgalataba. Mivel a Dispersin B a
biofilmet felépitd N-acetil-glikozamin (GlcNAc) egységekbdl allo poliszacharid lebontasara képes,
fontos szerepet jatszhat a mikroorganizmus biofilmbdl térténd kiszabadulasa soran. A Debreceni
Egyetem-MTA Szénhidratkémiai Kutatocsoporttal egyiittmiikddve vizsgaltak jelolt oligomerek
hasitasat NMR, HPLC és MALDI-TOF mérésekkel. A hasitasi képek alapjan felallitott Kinetikai reakciod
modell jol felhasznalhat6 volt tovabbi vizsgalatokban.

A masodik, ,,Enzim katalizdlta szintézisek” alfejezet az amilaz enzimek mutansainak hidrolitikustol
eltér6 aktivitasat vizsgalja, amely egy ujabb felhasznalasi lehet6ségként ezen enzimek oligoszacharid
szintézisekhez torténd alkalmazasat célozza. Ezt a lehetdséget az arpa AMY1 izoenzim kiilonb6zd
mutansai kozott a hidrolizis vizsgalatok soran fellelt, kiemelkedd transzglikozilezési aktivitasu varians
alapozta meg. A transzfer reakcioban metil-umbelliferil (MUB)-B-Glc akceptort hasznalva vizsgaltak
az akceptor koncentracio, a pH, a donor tagszama, és koncentracidja, valamint a szerves oldoszer
(DMSO) koncentracio hatasat. Az izolalt 2-5 tagszamu a-MUB aglikont tartalmazo6 termékeket BSMA,
HSA és BLA enzimek tanulmanyozasa soran lehetett felhasznalni. Hasonloképpen vizsgaltak az LAAmy
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burgonyabogar a-amilaz szintetikus (transzferaz) aktivitisat is. Szekvencia és szerkezeti adatok
felhasznalasaval értelmezték a rovar eredetii enzimek megndvekedett transzferaz aktivitasanak okat.

A harmadik ,,Glikoenzimek vj aktivitasmérési modszerei” alfejezet a szénhidrat manipulald
enzimek korében alkalmazott ujszerli vizsgalati modszerek alkalmazéasaval foglalkozik. Az ITC
modszereket elterjedten hasznaljak kotddési vizsgalatokra, de enzimkinetikai mérésekre kevesebb példa
van. Ezt a lehet6séget vizsgalta az a-amilazok keményité bontasanak ITC modszerrel torténd Kinetikai
vizsgalataiban. Szabad oligomerek és aromas csoporttal modositott oligomerek enzimreakcio
sebességének ITC-alaptit mérésével meghatarozott kinetikai konstansok jo egyzése jelezte, hogy a
modszer felhasznalhato jelolésmentes oligomerekkel torténé vizsgalatokra. Hasonloan vetette 0ssze a
gliikéz egységek hidroxil csoportjain reaktiv antrakinon festékkel (Remazol Brillant Blue) kovalensen
modositott oligomerek hidrolizisét a szabad oligomerekkel, és megallapitotta, hogy itt az aromas
festékynag kotdsét javitd hatasa jelentdsen gyorsitja a hidrolizist, igy az jelentdsen gyorsabba valik a
szabad oligomerekhez képest. Az ITC modszer végezetiil hasznos eszkéznek bizonyult egy
megfordithato reakciot katalizaldé enzim (nyul vazizom eredetii glikogén foszforilaz, rmGFb) esetében
is aktivitasmérésre és gatlas vizsgalatokra. Itt kifejezetten elényds a jel6lésmentes szubsztratok
alkalmazhatosaga a megfordithaté reakcido mindkét iranyaban, mivel kimutathato volt, hogy a 2-klor-4-
nitrofenil (CNP) jel6l6 funkcid szubsztrat gatlast okozhat. Ezek utan ismerteti a CNP jel616 funkcioval
ellatott oligomerek felhasznalasat a-amilaz HPLC-alapu aktivitaismérésen alapuld kinetikai és gatlasi
vizsgalatokra.

Ezek a modszerek szolgaltak alapul a negyedik ,,a-Amildzok gatlisanak vizsgdlata” alfejezet
vizsgalataihoz, amelyek szénhidrat manipulald enzimek gatlasat céloztak. A vizsgalatok kozt emlitést
érdemel a tannin komponens pentagalloil-gliikoznak (PGG) HSA fehérjéhez kotodési sajatsagainak
vizsgalata kinetikai analizissel, feliileti plazmarezonancias (SPR) k6tddési vizsgalattal és telités atviteli
kiilonbség mérésen (STD) alapuld6 NMR mérésekkel. Mivel a tanninok sokféle fehérjével képesek
kolcsonhatasba 1épni, felmertilt a nem specifikus gatlas lehet6sége, pl. tannin aggregacio alapu hatasok
miatt is. Ezt a lehet6séget a PPA példajan tobb biokémiai modszerrel is behatdan tanulmanyozta. A gatld
hatas detergens jelenlétében torténd csokkenése az ITC alapi mérések soran aggreagacio-alapu hatasra
utalt. Az ITC aktivitasmérés kedvez6 tulajdonsagait felhasznalva vizsgalta szamos olyan vizes névényi
kivonat gatlo hatdsat, melyek fizikai jellemz6i (pl. szin, rossz oldékonysag) lehetetlenné teszik a
szokésos spektrofotometrids modszerek alkalmazasat. A vizsgalt 25 fiiszernovény koziil 22 gatolta a
HSA-t, 15 esetben mérhet6 ICso értékkel. Az eredmények értelmezéséhez a HSA kisérleti szerkezet
(IMFV) akarbozzal alkotott komplexét hasznalva alapul, dokkolasi vizsgalatokat végeztek a cianidin-
3-gliikozid és -rutinozid, valamint a malvidin-3,5-digliikozid ligandumokkal és értelmezték az eltérd
kotodési modokat. Végezetiil molekularis dokkolason alapuld virtualis sziirést hasznaltak uj gatloszerek
azonositasara. A kutatasok soran tobb gatloszer és amilaz felhasznalasaval farmakoféor modelleket
készitettek, majd a modellek segitségével 1.346.275 vegyiiletbol kisziirt 299 jeldltet dokkoltak a human
pankreasz amilaz (HPA PDB: 30LE) szerkezetbe. A dokkolasok alapjan kivalasztott 7 vegyiiletbdl 5
esetében kaptak uM nagysagrendii gatlasi allandokat HSA enzim és GalG2CNP szubsztrat
alkalmazasaval. A vizsgalt vegyiiletekb6l azonban csak egy (a 19 szamu tiazol szarmazék) mutatott
IC50= 100 puM gatlast ITC alapu keményités mérések soran, ami jelezte a kismolekulads szlirések
korlatait és ellenbrzésiik sziikségességét. Mivel a taldlatok kozt szerepld tiazol és tiazolidindion
vegyiileteket korabban mar t6bb célponton is hatékony gatloszernek talaltak, hét, ilyen szerkezetet
tartalmazo (5-arilidén-4-oxo-2-tioxotiazolidin-3-il)ecetsavszarmazékot vizsgaltak a PPA mellett o-
gliikkozidazzal is, a kozvetlen gatlas mellett az aggregacios viselkedést is figyelembe véve. A vizsgalt
vegyiiletek koziil a leghatékonyabb IC50= 62-66 uM gatlast mutatott mindkét enzimmel, aggregacios
hatas nélkiil.

Az alfejezetek nagyjabol megfelelnek a jelolt kozleményiben vizsgalt kérdéskoroknek.
Megallapithato volt, hogy a vizsgalt teriileteken felmeriil6, jol kivalasztott témakat igényes, sokoldala
megkozelitésen alapuld modszerekkel vizsgalta és a vizsgalatok alapjan érdemi és eléremutatd
kovetkeztetéseket vont le. Ezekkel kapcsolatban kiilonosebb formai kifogasom sincs, csupan a biralat
végén megfogalmazott észrevételek / kérdések meriiltek fel bennem.
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Aprobb formai észrevételek az értekezéssel kapcsolatban:

- Az atomtipusokra utal6 roviditések doltek: pl. 5. oldal: ... N-acetil ..., 6. oldal ... O-glikozidazok ...
N-glikozidazok ... S-glikozidazok ... és késébbi esetek;

- Az 1. abra, 2. abra esetében sajat készitési, jobb felbontasu abrak elegansabbak lettek volna, az 1.
abra félig kitakart magyaritisa sem elegans;

- Kicsit elnagyolt a hivatkozasok formazasa, pl. a 45. hivatkozas cimében ,,A-Amylase ...”, az ,,a-
Amylase ...” helyett.

Felmertilt észrevételek és kérdések:

1. A prokaridta és eukariota eredetli enzimek kozt jelentds eltérést okoz(hat) az eukaridta enzimek
nagyobb foku poszttranszlaciés modosulasa (pl. nagyobb foka glikozilaltsag). Van-e valamilyen
informacid errdl a vizsgalt a-amilazok (és tovabbi enzimek) esetében? (Ennek lehet jelentOsége
abban az esetben, ha a vizsgalatokhoz felhasznalt enzim rekombinans bakterialis expresszios
eredetil).

2. Mennyire stabilak ezek az enzimek a termékeloszlasi vizsgalatok soran? Befolyasolhatja-e az
eredményeket inaktivalodott, am kotésre még képes formak jelenléte?

3. A sajat munkak harmadik alfejezetében el6sz6r bemutatja, hogy a 2-klor-4-nitrofenil (CNP) jel516
funkcid a nyal vazizom eredetli glikogén foszforilaz (rmGFb) vizsgalatahoz felhasznalt oligomer
szubsztratok esetében szubsztrat gatlast okozhat. Ezek utan ismerteti a CNP jel6lé funkcioval
ellatott oligomerek felhasznalasat a-amilaz HPLC-alapt aktivitismérésen alapuld kinetikai és
gatlasi vizsgalatokra. Itt nem szamit a modosité? Mennyire vizsgaltak?

4. A gatloszerek vizsgalatai soran tobb esetben is alkalmaztak nagyméretii, viszonylag flexibilis
ligandumokat. Mennyire érvényesiil a Koschland féle indukalt illeszkedés ezeknél az enzimeknél
és hogyan kezelték az enzimet a dokkolasok soran? Sajat tapasztalat alapjan nagyobb konformacios
teret fed le nagy és flexibilis ligandumok dokkolasa esetén az eljaras, ha tobb kiinduld
konformaciobdl, tébb dokkolasi sorozat késziil. Az értekezésben bemutatott esetekben hogyan
jartak el (ez inkabb az értelmez6 munka, mint a virtualis szlirés esetén fontos)?

Az értekezés hozzam eljutott példanyaban sajtohibat, aprobb formai, stilisztikai hibakat és
fogalmazasbéli pontatlansagat csak mérsékelt szamban talaltam (ezekbdl csak néhanyat emlitettem). A
bevezet6 elemzésbdl és a kisérletek leirasbol kitiinik, hogy az értekezés komoly, igényes, Gsszetett és
0nallo elemzo és kisérleti munkan alapul. A frissen lekért és a tézisflizet tablazataban szereplé adatok
szerint Dr. Gyémant Gyongyi PhD fokozatanak megszerzése ota 82 kozleményt jelentetett meg (IF
>159; 67 SCI kozlemény, ebbdl 18 esetben levelezd szerzd), 1 szabadalomban tarsfeltalalo.
Onhivatkozasok nélkiili idézettsége 1326, az 6t legmagasabb idézettségii munkajara dnhivatkozasok
nélkiil 397 hivatkozast kapott, dsszidézettség alapjan szamitott H-indexe 22. Ezek az adatok messze
meghaladjak a Szerves és biomolekularis kémia teriilet minimumkdvetelményeit (SCI publikaciok és
szabadalmak szama >35; IF >80; fiiggetlen SCI idézetek >200), tehat az értekezés tudomanyos
tartalmanak mennyisége megkérddjelezhetetlen. Az értekezésben foglaltakat tudomanyos tartalmukat
illetden is értékesnek és igen tiszteletre mélto teljesitménynek tartom. Az értekezés MTA Doktora cim
megszerzéshez sziikséges nyilvanos vitira bocsajtasat és sikeres védést kovetden az MTA Doktora cim
odaitélését melegen javaslom.

Budapest, 2024. oktober 17.

S>o ‘/Lp L‘;‘;@

(Dr.llP(')ppe Laszl6)

4. oldal



