A biralobizottsag értékelése

Gyémant Gyongyi az értekezésében leirt kutatomunkat magas szinvonalon, a kitlizott
céloknak megfeleléen és kovetkezetesen hajtotta végre, az j tudoméanyos eredményeket
nivés nemzetkozi folyodiratokban kozolt publikacidkban részletesen bizonyitotta. A birald
bizottsag kiemelte, hogy az értekezés témaja, a szénhidratokon aktiv enzimek szerkezete,
aktivitasa és gatlasa, napjainkban kiemelkedd jelentdséggel bir mind a biotechnoldgiai, mind
a gyogyaszati alkalmazasok terén.

A bizottsag értékelése szerint a jelolt altal vizsgalt enzimvariansok szerkezeti és funkcionalis
vizsgalatai preciz és innovativ modszerekkel valosultak meg, és a 1étrehozott mutaciok
hatasanak tanulmanyozasa jelentésen hozzajarult a szénhidratokon aktiv enzimek
mukodésének mélyebb megértéséhez. Az enzimatikus transzglikozilacidés folyamatok
vizsgalata 0j lehet6ségeket tart fel a szénhidratok biotechnologiai alkalmazasaban. A
bizottsag kiemelten fontosnak itélte a jelolt altal kidolgozott 0j aktivitasmérési modszereket,
kiilondsen az izotermikus titralasi kalorimetrian (ITC) alapul6 eljarasokat, amelyek jelentds
eldrelépést jelentenek az enzimmiikddés természetes szubsztratokkal torténd vizsgalataban.

A birdl6 bizottsag a jeldlt valamennyi tézispontjat elfogadta, és a jelolt legfontosabb uj
tudomanyos eredményeinek ismeri el a kovetkezoket:

1. Kimutatta egyes aminosavak meghatarozé szerepét a szubsztratok megkdtésében és
hidrolizisében poliszacharid hidrolazokban, az a&rpa AMY 1 a-amilaz-izoenzimében.
Mutécios  eljarasokkal létrehozott enzimvaridnsokkal, az alhely-térképek
segitségével kimutatta a glikon kotOhelyek specificitas valtozasat. Kimutatta, hogy
célzott mutdcidval létrehozott enzimekkel a tetramer szubsztratok hidrolizise
nagyobb sebességgel torténik, mint a heptamereké.

2. Arpa o-amildz-izoenzimek esetében kimutatta, hogy a masodlagos kotéhely
aminosavainak cseréje hatassal lehet a termékaranyokra, és az aktiv és masodlagos
kotOhelyen 1s mutéaciot hordozo enzimvariansok esetében az aktiv hely mutacio
modosito hatasa érvényestil.

3. Megallapitotta, hogy a burgonyabogar szénhidrat-emésztésében létfontossagli o-
amilaz-enzim (LdAmy) az emlés és a Tenebrio molitor rovaramilaz szerkezetéhez
hasonlo.

4. Az exo hatasmodi édesburgonya B-amildz-enzim esetében kimutatta a lancvégi
maltoz hasitast és transzfert, valamint leirta a maltoz transzferét inverzios glikozidaz
esetén.

5. A biofilmeket bontd DispersinB-enzim miikddése sordn igazolta az aktiv hely
aromas aminosavainak a hidrolizisben betoltott szerepét.

6. Osszefiiggést talalt a szekvencia eltérései és a transzferaktivitds mértéke kozott a
burgonyabogar a-amilaz transzglikozilezési aktivitdsa esetén.

7. Kidolgozta ¢és sikeresen alkalmazta az izotermikus titralasi kalorimetriat (ITC) a-
amilaz-enzimek aktivitdismérésére. Az egyszeres és tObbszords titralas elonyeit
kombinal6 mddszerben a hdmennyiség-valtozas ardnyos a reakcidsebességgel, €s igy
alkalmas az enzimaktivitds mérésére. A mddszer alkalmas az amildzok természetes
szubsztratjan torténd gatlas vizsgalatara akkor is, ha az inhibitor szine nem teszi
lehetvé a spektrofotometrias mérést.

8. Az ITC-alapt aktivitismérés modszerét alkalmazta megfordithatd reakciokat is
biztosito glikogén foszforildz-enzim esetében a szintézis €s a foszforolizis irdnyaban



10.

is. A modszer alkalmazisaval gatlasi vizsgalatokat végzett kompetitiv ¢és
allosztérikus gatloszerek jelenlétében

Egy altala kidolgozott HPLC elvalasztasi modszerrel a nyal a-amiléz-aktivitdsanak
mérését ¢és gatlasanak vizsgalatat alkalmazta hidrolizistermékek koncentracio-
valtozésanak kovetésére.

Tobbiranyu és fontos vizsgalatokat folytatott tobbféle a-amildz-aktivitadsanak
gatlasara alkalmas vegyiiletek azonositasara, és a gatlo hatas igazoldsara. In vitro
vizsgalatokkal igazolta nem cukor-alaptl inhibitorokként hasznalhat6, igynevezett
,drug-like” molekulak a-amilaz-gatld hatasat. Tobb célponton is hato specifikus és
aggregacio-alapu inhibitorokat azonositott.



