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cimmel elkészitett akadémiai doktori értekez&sér

Dr. Gyémant Gyongyi doktori értekezését 100 géplelalon készitette el, és azt
2023-ban nyujtotta be a Magyar Tudomanyos AkadéBiktori Tanacsahoz az
akadémiai doktori cim elnyerése érdekében.

A tudomanyos munkassag egy atfogé jelldgokémiai vonatkozasu téma, a
szénhidratatalakitd enzimek szerkezetének é#kodesének minél alaposabb
megismeréséere szolgal. A munka soran kulotb@milaz enzimek szerkezeti
tulajdonsagainak megvilagitasaval, szubsztratok desmimatikus szintézisével, és
enzim-aktivitas géatlok jellemzésével foglalkozott.

Az értekezés fejezetei, &imlapt kovetve, Roviditések jegyzékd oldal,
Tartalomjegyzél oldal, Bevezetés, célkités2 oldal, Irodalmi attekintés, ézmeények
16 oldal,Vizsgélati modszerek oldal, Tudomanyos eredményék oldal,Osszefoglalas
3 oldal, Irodalomjegyzék13 oldal, Kbszonetnyilvanitasl oldal. Az értekezés 55
szamozott abrat és 15 szamozott tablazatot tarzalma

Az értekezés, a felsorolt fejezet-cimeket megfiggeformajat tekintve bizonyos
fokig eltér az altaldnossagban szokasos alaki szet&kdl, elsisorban bizonyos
fejezetek hatarozott megformaldsanak hianya migtyanakkor tartalmaban is egy —
véleményem szerint sajatos széveges leirasatlja az elvégzett munkanak, és azok
értékelésének.

Az értekezés mellett egy 11 gépelt oldalt tartadiBZZISEKis készilt, amely a
Bevezetés és célkies, Kisérleti modszerek, Uj tudomanyos eredmények,
eredmények hasznosithatosaiggezeteket tartalmazza. Ebben a tézisfiizetbeanoly
0sszefoglalasa szerepel az eredményeknek, amebnlbamdédon nem szerepel az
értekezésben, valamint (csak) itt talalhathz értekezés alapjaul szolgalé
kozleményeiek a (megjelenés ddendjében megadott) jegyzéke is. E két utdbbi



fejezetnek az értekezésbe totidmelefoglalasa éhydsen segithetné (segithette volna) a
kimondottan nagyszamu kisérlet attekintését étngatresét.

A Bevezetéssebsszekapcsolicélkitizések jOl visszaadjak a tobb évtizedes
kutatasban tervezett feladatokat. Amdalmi attekintés, @ékzményekfejezetben a
szénhidraton haté enzimek osztdlyozdsadhoz és edémez szilkséges szakirodalmi
hatteret tartalmazza, igy a targyalja glikozid-bldeok altalanos jellemzését, a
szénhidrat-atalakito enzimek aktiv helyének kordeliasat, és a vizsgalt enzimek
biolégiai funkciojat és szerkezetét. Egy Ondlléetet a jelolt és munkatarsai altal
alhelyek szamanak meghatarozasahoz, illetve azlyakhekoétési energigjanak
szamitasahoz hasznalt SUMA (SUbsite Mapping-#imylases) programot irja le. Itt
jegyzem meg, hogy az egész értekezésben — igy eblvészben is — hianyoznak a
felhasznalt abrak hivatkozasai, amelyeknek megatiigeegesen kdénnyebbé tenné a
tartalom nyomon kovetését és pontos értelmezését.

A Vizsgalati modszereltejezet a kisérleti €és elméleti munkaban felhdszna
mobdszereknek és kisérleti korilményeknek a kozlgeldren megadott leirdsaira tesz
nagyon rovid és nem részletezett utalast. A kigémeunka soran kinetikai,
kalorimetrias, spektrofotometrias, nagyhatéekonystyadéekkromatografias (HPLC),
tomegspektrometrias (MALDI-TOF-MS, ESI-MS) és NMR@i vizsgalati eljarasok
kidolgozasa és alkalmazasa tortént.

Az értekezésTudomanyos eredményd&jezete négy részre bontva taglalja a
kivalasztott enzimek szerkezeti tulajdonsagaiteddpiitését leir6 eredményeket, néhany
enzim katalitikus alkalmazasa soran megfigyelt doatokat, a glikoenzimek kinetikai
aktivitasméréseihez kifejlesztett 0j modszerek lalkaasat, s végul az iparilag is
hasznosithaté enzim-géatlasi folyamatokkal kapceslatredményeket. Az értekezés
torzsanyagat ez a fejezet adja, amely dsszesarhéimem alfejezetre oszlik. A megiras
soran a jel6lt az adott téméat elbeszéléstsrerfogalmazta meg, amely tartalmazza a
megtervezett célt, a végrehajtott kisérleteket,apokt eredményeket, és azok rovid
értékelését. E fejezet mutatja meg egyértelm hogy a jeldlt a kutatasi témak
felvetésében, kidolgozasaban és értékelésében melyszéleskdir ismeretekkel

rendelkezik. Itt a biralé kénytelen Gjbdl megemmitdiogy a kézlemeényekre, ésorban



a sajat kozleményekre vald hivatkozds nem kovétegykonnyen, kiléndsen jellethz
ez a bemutatott abrakra és tablazatokra.
Az Osszefoglalas kisérleti eredményekre tortérészletes utalasok és értékelés

nélkil roviden dsszefoglalja a négy kutatasi tedilkapott eredményeket.

A formara és tartalomra utalé megallapitdsaim aianak, hogy egy olyan,
osszefoglald jelley munka, mint amilyet most a kezinkben tartunk, sazildileg
konnyebben forgathato lett volna egy kilonaha,eredmeények megbeszéliegezettel,
amelynek tartalmat most részleteiben talalhatjukg m& sajatos szerkesztéis
elézményeket és eredményeket felsorold, valamint szefisglalo részekben.

A biralo az értekezés attanulmanyozasa utdidkdlgesen azt tudja megallapitani,
hogy nagyon nagy szamu, és a témaban felvetett @aakmajdnem attekinthetetlen
valtozatossagu korulmények kozott vegzett kisédwede kellett a jeldltnek az
0sszefliggéseket megtalalnia, és egyuttidet teremtenfe Meg kell még emliteni azt
is, hogy az értekezés témajaval kapcsolatos tudpmsamunkajanak csak egy részét
tartalmazza az értekezés. A kutatdsok nem elhathatgorésze széleskbtazai és
nemzetkdzi egyuttitkodésben zajlott.

A jeldlt fébb tudomanyos eredményeinek ismerem el a kovékledz

1. Kimutatta egyes aminosavak meghatadrozé szerepétszubsztratok
megkotésében és hidrolizisében poliszacharid Hidosban, az arpa AMY&-amilaz
izoenzimében. Mutacios eljarasokkal létrehozotiranzariansokkal, az alhely-térképek
segitségével kimutatta a glikon kbelyek specificitas valtozasat. Kimutatta, hogy
célzott mutacioval létrehozott enzimekkel a tetrasmubsztratok hidrolizise nagyobb
sebességgel torténik, mint a heptamereké.

2. Arpa o-amilaz izoenzimek esetében kimutatta, hogy a niagod koshely
aminosavainak cseréje hatassal lehet a termékdaayés az aktiv és masodlagos
kotohelyen is mutacidt hordoz6 enzim-variansok esetébenaktiv hely mutacio
maédosito hatdsa érvényeslul.

3. Megallapitotta, hogy a burgonyabogér szénhidnaésztésében létfontossagu
a-amilaz enzim (LdAmy) az er$ és aTenebrio molitorrovar amilaz szerkezetéhez

hasonl6 szerkezit



4. Az exo hatdsmoda édesburgoflyamildz enzim esetében kimutatta a lancvégi
maltéz hasitast és transzfert, valamint leirta #dnaranszferét inverziés glikozidaz
eseten.

5. A biofilmeket bont6 DispersinB enzimtkddése soran igazolta az aktiv hely
aromas aminosavainak a hidrolizisben betoltottegwsr

6. Osszefliggést talalt a szekvencia eltérései@mszfer aktivitds mértéke kozott
a burgonyabogar-amilaz transzglikozilezeési aktivitasa esetén.

7. Kidolgozta és sikeresen alkalmaztazatermikus titralasi kalorimetriafITC)
a-amildz enzimek aktivitAsmérésére. Az egyszeresto@bszoros titralds éhyeit
kombinalé modszerben asmmennyiségvaltozas aranyos a reakciésebességgéaly €s
alkalmas az enzim-aktivitas mérésére. A modszealmtks az amilazok természetes
szubsztratjan tortén gatlas vizsgalatara akkor is, ha az inhibitor ezfrem teszi
lehetivé a spektrofotometrias mérést.

8. Az izotermikus titralasi kalorimetria alapu aktivitasmérés maodszerét
alkalmazta megfordithato reakcidkat is biztosii@agén foszforilaz enzim esetében a
szintézis és a foszforolizis iranyaban is. A méds#icalmazasaval géatlasi vizsgalatokat
végzett kompetitiv és allosztérikus gatloszeredrjitében

9. Egy éaltala kidolgozott HPLC elvalasztasi modezdlera nyal a-amilaz
aktivitAsanak mérését és gatlasanak vizsgalataalnadizta hidrolizis termékek
koncentracio valtozasanak kovetésére.

10. Tobbiranyu és fontos vizsgalatokat folytatodbliféle a-amilaz enzim
aktivitasanak gatlasara alkalmas vegylletek aztas#sna, és a gatld hatas igazolasara.
In vitro vizsgalatokkal igazolta nem cukor-alapuhilitorokként hasznalhato,
agynevezett ,drug-like” molekuldki-amilaz gatlé hatasat. Tébb célponton is hatd

specifikus és aggregacié alapu inhibitorokat aztiatis

Az eredményeknek jelefg agrartudomanyi és human gyogyaszati vonatkosasa i
lehet. Az arpa amildz szerkezetével kapcsolatos () eregekémmegteremtik a
lehetiséget az ipari jelesédi enzimek specificitasanak megvaltoztatasara az akti
hely, vagy a masodlagos kbely aminosavainak célzott mutacidjaval. A
burgonyabogar amildzanak gatlasa a rovar ellenekexs egy Uj megkozelitése lehet,

mert szekvenciajanak és szerkezetének eltéréseandis enzimekil, valamint a



szerkezet funkcid kozotti kapcsolatok feltardsayrautatd lehet megndvelt transzfer
aktivitadssal bir6 amildzok létrehozasakor. Az idazmnilaz-gatlé hatas a tea, fahéj,
bogyds gyuimdlcsok levelei és szinanyagok esetébiEmikos taplalékkiegeszdk és

funkcionalis élelmiszerek létrehozasat inspirabnatpz elhizas vagy akar a

cukorbetegség megelésére és kezelésére.

Mindezek alapjan a témavalasztédésizetinek tekintend és alkalmas arra, hogy a
jelolt az elkészitett értekezés sikeres megvéedédsdzenyitsa kutatdi kvalitdsait. A
jelolt a téma elismert kutatéja, amit jelez a kdzdmyekre kapott tébb mint 1200
fuggetlen hivatkozas (az I1SI adatai alapjan).

Az értekezést kétféle szempontbol lehet értékeda. enzimek szerkezetének
tanulmanyozasara alkalmazott modszerek kivalasztass tovabbfejlesztése
szempontjabol milyen eredményeket ért el a jeltitve a szerkezetvizsgalat és az
enzim-aktivitds tanulmanyozasara feltett kérdésehegfeleben alkalmazta-e azokat.
Meg kell allapitanom, hogy jelolt munkdja e két rapentbdl megfelel a
kovetelményeknek.

Az értekezés sokagu, tartalmas munka eredmeényettli, ke néhany
megjegyzésem van mind formai, mind tartalmi vonaflsihan. Ezeken kivil kérdéseim

lesznek a kisérletes kutatomunka eredményeivelskdgiban.

Néhany formai megjegyzeés.

A gépelt értekezés gyakorlatilag tieba-mentes, csak néhany ilyen jelleg
megjegyzésem lehet (plfellleti plazmon rezonancia; robusztussélgibas [78]
hivatkozds a sztvegben). Néhany érdekes szoO-foemiézdbfordul (pl. helyesen
»optimalizalt). Az abrakhoz irt szévegekkel kapcsolatban csakaamegjegyzésem,
hogy az abrak teljes alairasai a korabbi kozlese&rsa kdzleményekben megjelennek,
de éppen ezért hasznos (vagy még inkabb szikssdgedly megadni a hivatkozast,
miutan a kisérleti korulményeket csak a kozleméhgakehet megtalalni.

A tartalommal kapcsolatos észrevételek.

Szamomra nagyon impressziv volt a kilorbddrulmények kozoétt végzett
vizsgalatok hatterének magyarazata. Azt gondolononizan, hogy egy ilyen
osszefoglald jellefy munka, részleteiben atfogd értekezés esetéberkakbngés nem is

szabad minden egyes kis részletre kitérjgdrdés-sorozatot feltenni. Ezért én azt az



utat valasztottam, hogy néhany, szamomra és valdegia szakmai kozosség szaméara
is érdekesnek, és igy fontosabbnak itéleeedménnyel, tervvel kapcsolatban szeretnék

kérdéseket feltenni a jel6ltnek.

1. A jelolt és munkatarsai &ltal kidolgozott és adkazott SUMA programmal
jellemzett (szamitott) alhelyek szama nagy intémwvaban valtozik az értekezésben
is felsorolt enzimek esetében, akérl2 alhelyet is meg lehet kilonbéztetni. Lehet-e
a fehérje-mérettel kapcsolatba hozni a lehetséipetyak szamat és a kiszamithatd

latszOlagos kotési energia-értékekgysagrendjét?

2. Lényeges hatasa van az enzimek aktivitasarai&sdésere az aminosavak célzott
esetén az esetlegesen bekovetkeaelektromos porteli valtozas az etslleges ok-
e, vagy inkdbb mas tulajdonsagokban tditéaltozasokat kell figyelembe venni az

enzimek nikodésében?

3. Az értekezésben feltlintetett abradk és abraatddirédsajnélatos mdédon, nem mindig
adjak meg az abrdn megjeterertékek, jelek, spektrum-komponensek pontos
azonositasat. Egy kiragadott, de fontosnak és njelleek mondhatdé abrardl
szeretnék kérdezni. Bar a hivatkozott kdzleményekBkalaban kiderithék az
utalasok és értelmezések, a pontos értelmezés]aglidivatkozasbdl kiemelt 18.
abran szikséges lenne a tomegspektrumban megjetendegyik komponens
azonositasaval. Megkdszondm, ha ezt roviden felwdzaniutdn az édesburgonya
béta-amilaz enziménekiikodése tényleg kildnleges, amelyet a tomegspektrusno

megjele® komponensek jelenléte igazolhat.

4. Az értekezésben bemutatott munka egyik legfaitioseredménye, amely Ujabb
lehetségeket nyit a tertleten, a kulonBdanzim-gatlé folyamatok kovetésének és
jellemzésének  jasbeni  kifejtése. Az  alkalmazott és  kidolgozott
folyadékkromatografias eljarasok, valamint a izotiéus titralasi kalorimetria ebben
a munkaban etsorban aglikoenzimeksizsgalatara iranyultak. Véleménye szerint az
enzim-inhibitorok kutatasaban, masfajta enzimekkddési tertletein lehetséges-e

ezen technikanak az alkalmazasa?



Osszességében megallapitasaim a kovékkez

Megallapitom, hogy jeldlt az értekezésben leirt kdttnmagas szinvonalon, a
kittizott céloknak megfeléen, és kovetkezetesen hajtotta végre. Munkajavaubsta
és alatdmasztotta a glikoenzimek szerkezeti és cfonélis tulajdonsagai
dsszefliggéseinek megvilagitasaréatt célokat.

A jelolt témavalasztasa kors#erA tudomanyos eredmények Ujak, és eékelr
jelélt a nemzetkozi folydiratokban kozolt publikékban részletesen beszamolt. Az
értekezés elfogadhaté, mint a palyazé magas Uszidomanyos kutatasra vald
alkalmassagat bizonyit6 munka. Ezért a Doktori Tanak javaslom, hogy az
ertekezést nyilvanos vitara bocsassa, €s sikedEss\w@setén a tudomany doktora cimet

a jeldltnek megadia.

Pécs, 2024 julius 12.

Dr. Kilar Ferenc

a biolégiai tudomany doktora



