Gyémant Gyongyi
“Szénhidratokon aktiv enzimek szerkezete, aktivitasa és gatlasa”

cimU MTA doktori értekezésének birdlata

A doktori értekezés kozéppontjaban a poliszacharid hidrolazok, illetve ezek szintetikus
alkalmazasai és a glikoenzimek aktivitasanak mérési mddszerei allnak.

A glikoenzimek, amelyek a glikdnok (cukorlancok) szintézisében és mddositasaban vesznek
részt, jelent8s ipari és terapias jelent&séggel birnak. Az iparban kulcsfontossaguak a
biolizemanyagok, a bioldgiailag lebomIé mianyagok és kilénféle élelmiszer-adalékanyagok
el6allitasaban, Osszetett szénhidratok lebontasaval. A glikan szerkezetek mddositasara valo
képességiik miatt elengedhetetlenek a gydgyszerek, kilondsen a fehérjealapu gydgyszerek
hatékonysaganak és stabilitasanak javitasaban.

Terapias szempontbdl a glikoenzimek fontos szerepet jatszanak a glikoengineering teriletén,
ahol glikoproteinek és mads biomolekuldk mddositasara haszndljak &ket a jobb
gyogyszertervezés és -szdllitas érdekében. Részvételiik a rdk, cukorbetegség és lizoszomalis
tarolasi betegségekhez kapcsolédd anyagcsere utvonalakban tovabb hangsulyozza
potencialjukat mint terapids célpontok. Emellett a glikoenzimek alapvetfek a diagnosztikai
eszkdzok fejlesztésében, lehetévé téve specifikus betegségjelz6k glikanprofilozas altali
kimutatasat. Osszességében a glikoenzimek kulcsfontossagliak a biotechnolégia és az
orvostudomany fejl6désében. Ennek alapjan a bemutatott kutatasok alapvetd célkitlizéseit
messzemenden alatdmasztottnak latom.

Az értekezéshez kozvetlenil 26 kdzlemény kapcsolddik, ebbél 9 utolsé szerzds. A kozlemények
a 2007-2023-ig terjedd periddust olelik fel. Hét cikk az utolsé 6t évben sziletett jelezve a
folyamatosan aktiv kutatasokat. A dolgozat 99 oldal terjedelmd, abrakkal és tablazatokkal
gazdagon illusztralva. A szakirodalmi attekintés témor, kifejezetten a teriileten jaratos olvaso
szamara készllt. Az irodalmi attekintés 15 oldaldbdl o6t oldalt az alhelytérképezés
modszertanaval kapcsolatos el6zetes eredmények bemutatdsanak szenteli. Az
eredményekben kulcsszerepet betoltd kalorimetriardl és a glikoenzimek gyogyszerkémidjarol
nem olvashatunk. A kisérleti rész egyetlen oldalt kapott hivatkozva a terjedelmi korlatokra.
Igaz, a eredményeknél fellelhetiink ezzel kapcsolatos adatokat. Ezzel egyltt az értekezés a
terjedelmi felosztasat tekintve aranyosnak tekinthet8, a zomét az Uj eredmények teszik ki,
amit jol olvashatd stilusban prezental. Gépelési hibat maximum elvétve talalhatunk. A
dolgozat formailag megfelel az MTA doktori értekezésekkel szemben tamasztott
kdvetelményeknek.

Az eredményeket hiarom négy f6 fejezetben tdrgyalja: (i) Poliszacharid hidrolazok
szerkezetének felderitése, (ii) Enzimes szintézisek, (iii) Glikoenzimek Uj aktivitasmérési
modszerei, (iii) a-Amildz gatldsa. Ezek a kutatdsok egymasra épul6ek, igy a doktori m



egységes keretet alkot. Az aldabbiakban foglalom 0&ssze nagyon tomoren a dolgozat

tézispontjait, amelyeket a jelolt jol tervezett kisérletekkel és szamitasokkal alaposan

alatdmasztott, meggy6z6en bemutatott és megfelel6 Gjdonsagtartalommal biralt

kdzleményekben publikalt.
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Az arpa AMY1 izoenzimében a Vald7 és Ser 48 oldalldancok meghatarozd szerepet
jatszanak a szubsztratok megkdtésében és hidrolizisében.

Az arpa AMY1l madsodlagos kotShely aminosavainak cseréje is hatassal lehet a
termékaranyokra.

Egy a- amildz enzim (LdAmy) alhely szerkezete.

Az exo hatasmodu édesburgonya B-amilaz enzimre igazoltdk a nem redukalé lancvégi
maltdz hasitast és transzfert, valamint a processziv m(ikodést.

A PNAG matrixu biofilmeket bonto DispersinB enzim mikddése.

Az AMY1 V47F mutdns alkalmazdsa fluorofor metil-umbelliferon aglikont tartalmazé a-
amildz szubsztratok szintézisére.

Leirtak a burgonyabogar a-amilaz transzglikozilezési aktivitasat mindkét végén aromas
védScsoportot tartalmazd szubsztratokkal. Osszefiiggést taldltak a szekvencia és a
transzfer aktivitas kozott.

a-amilaz aktivitasanak és gatlasanak mérése ITC-vel.

A glikogén foszforildz enzim ITC alapu aktivitdsmérésének mddszere a megfordithatd
reakcid szintézis és foszforolizis iranyaban.

Human nyal a-amildz aktivitas és gatlas mérése HLPC és UV detektalassal.

Taplalék 6sszetev6k HSA gatld hatdsai.

o- amilaz gatld hatds kimutatdsa in silico szliréssel kivalasztott konyvtarban.
Gallotanninok promiszkuitasanak kimutatasa és PPA enzimen, és azok aggregdacid-alapu
gatld mechanizmusa.

2-tioxo-4-tiazolidinon szarmazékok kozott azonositottak specifikus és aggregacio alapu
inhibitorokat.

Az alabbiakban a kérdéseimet, megjegyzéseimet és javaslataimat az oldalszam megjeldlésével

adom meg (pN).

pl5: Hosszabb prébaszekvenciaknal nincsenek parhuzamos reakcidk? Vagy ezt a SUMA

egyidejlileg illeszti a AG additivitas feltételezésével?

pl7 és mindenitt a szovegben: A DP rovidités definicidjat nem taldltam a réviditésjegyzékben.

Feltételezem, hogy a polimer kémidban haszndlatos polimerizacié fokra utal. Ez a terlleten

jaratlan olvasé szamdra nem nyilvanvalé. Kiléndsen amiatt zavard, hogy a “DP N tagszamu”

formatumot haszndlja, ami redundans. Ezt javaslom DP N-re vagy N-tagszamu jeldlésre

maodositani.



p28: Megdobbentd, hogy egy egyszerli szerkezeti minimalizalds ennyire prediktivnek
bizonyult. Szerencsés lett volna néhdany grafikont bemutatni az adatok illeszkedésérél a
statisztikai adatokon tul, hogy az olvasé kaphasson egy grafikus képet a valds illeszkedésrél
esetleges kildgd pontokrdl.

p28: Mi lehet az oka a toltott oldallancok kilégasanak a predikciobdl? Olddszer modell
figyelembevétele javitott volna ezen?

p30: Nagyon érdekes, hogy az oligoszacharid préba hidrolizisének a hasonlésaga a LdAmy és
PPA fehérjék szerkezetének hasonldsagaval is egyutt jar. Itt csak a katalitikus felszin a hasonld
vagy a teljes fehérje?

p42: A sebességi dllanddk értékeit nem szemléltette az abran, de az latszik, hogy parhuzamos
reakcidutak jelen vannak. Mennyire unikalis az elméleti modell? Hogyan zarhatd ki, hogy mas
modell is illeszkedik a kisérleti adatokra?

p43: “Az is kiderilt, hogy a hidrogénkotés Gnmagaban nem magyardzza nagyobb stabilitast,
ehhez a hidroféb (van der Waals) kdlcsénhatdsok is nagymértékben hozzajarulnak.” Vizes
kdzegben hatékony kot6dés soha sem lehetséges kizardlag hidrogén kotésekkel, a hidroféb
kélcsonhatasok és azok kooperativ H-kotés arnyékold hatasa nélkilozhetetlen. Hogyan
érvényesllt ez a modellezett DspB komplexnél?

p46, 25. abra: A HPLC kromatogramokat annotdacidé nélkil abrazolja, ami neheziti a megértést.
Az elegyek Osszetétele alapjan megdllapitja, hogy a DspB enzimet exo mechanizmusu
enzimként azonositottdk. Ez a megfogalmazas kizardélagossagot sugall. Ugyanakkor az
eredmény nem zar ki egy parhuzamos endo folyamatot. Ezt a kdvetkez6 lépésekben be is
mutatja a korabbi megallapitassal ellentétben. Javaslom az emlitett szoveg finomitasat,
elkeriilendd az olvasd nem kivant iranyba torténd terelését.

p49, 29. dbra: “A szubsztratok fogyasa alapjan kapott kezdeti sebesség mérések azt mutattak,
hogy a tetramer és pentamer szubsztratok kozétt mar nincs jelentés kilonbség a hidrolizis
kezdeti sebességében.” Az abran észrevehetéen a DP5 kisebb bomlasi sebességet mutat. Mi
lehet erre a magyarazat?

p52, 30. abra: Az abra aldirds nem definidlja, mit jelentenek a szamok az dabran.
Reakcidsebességre vonatkoznak? Relativ specificitds? Ha igen, akkor ennek a mennyiségnek
mi a definicidja?



p53: Altaldnos az az 6sszefiiggés, hogy ha nincs jelen hosszU oligo, akkor a révidekkel
transzglikozilezés torténik? Elég rontani a hosszuak kotédését mutdcioval?

p55, 35. dbra: Az abra mindsége, értelmezhetGsége és a feliratok olvashatdésdga nem
megfeleld.

p58: Az ITC mérési eredményeket igy vezeti fel: “..mddszerek, amelyek lehetévé teszik a
természetes szubsztraton és korilmények kdzott vald mérést a folyamatba vald beavatkozas
nélkil.” Igaz ugyan, hogy a komponensek viselkedését nem befolyasoljuk kémiai jeloléssel, de
az ITC tisztitott komponenseket és optimalizalt kortlményeket igényel (pH, puffer,
hémérséklet) a megfelel6 DH el6idézéséhez. Emiatt az ITC minden el6nyével egyltt sem
tekinthet6 altalanosan beavatkozas-mentes modszernek.

p60: A DQ/Dt kifejezés véges differencia hanyadost jelol. A leirt ITC mérésben a celldban
termel6dd/elnyel6d6 hételjesitményt mérjiik, amit matematikailag differencialhanyados
dQ/dt helyesebben ragad meg. A szovegben igy is talaljuk.

p61, 8. tabl.: A Km értékek becslilt kisérleti hibdi hidnyoznak a tdblazatbdl, ami ITC mérések
esetében jellemzéen nem elhanyagolhaté. Igy a Km értékek alapjan tett megallapitdsokat
6vatosan kell kezelnink.

p69, 10. tabl.: Az inhibicids allanddkat nem egységes mértékegységgel adja meg. Javaslom a
molaris koncentraciok megadasat minden esetben. A tablazatban lévé adatoknal nincs
feltiintetve, hogy melyek irodalmi eredmények.

p70: Megallapitja, hogy detergens hatasara nétt az inhibicids allandd, amit a tannin fehérje
aggregaciét novel6 hatasaval magyardz. Torténtek-e kiegészit§ részecskeméret mérések az
aggregacié aldtdmasztdsdra hasonldéan a 82. oldalon bemutatott mérésekhez (pl.
méretkizdrdsos kromatografia, dinamikus fényszoéras, diffuzios NMR)? Hogyan zartdk ki a
kdzvetlen detergens-enzim kblcsOnhatast, mint az egyik lehetséges, nem aggregacié-alapu
magyarazatot a 47. dbran bemutatott eredményekre?

p79, 14. tabl.: A gydgyszerkémiai tesztek a kismolekulas talalatok és keményit§ esetén magas
mikromolos 1C50-et mutattak, ami sajnos nem ad jo kiindulépontokat egy kismolekulds
fejlesztéshez. Egyrészt a korabbi vizsgdlataik azt mutattak, hogy tobb alkdtéhely egyittes
mikddése képes kialakitani a megfelel§ kdlcsénhatast az enzimekkel. Ezzel 6sszhangban a
referencia akarbo6z is nagyobb molekula. Valdszinlsithetf, hogy az enzim nagyfeliletre



kiterjed6, de sekély kotShellyel rendelkezik. Lehetséges az, hogy a talalt kismolekuldk
kilénb6z6 alkot6helyekkel hatnak kolcson és fragmens-alapu ligaldasuk jé inhibitorhoz
vezetne?

Osszefoglalva, a szdmos felmeriilt kérdéssel és megjegyzéssel egyiitt tartom az értekezést
értékesnek és elgondolkodtaténak. A felsorolt tézispontokat Uj tudomanyos eredményeknek
fogadom el. Az eredmények sokasaga és minGsége lehetévé tette, hogy a kovetelményeknek
megfelel6 doktori értekezés sziilessen. Mindennek alapjan a doktori mdvet nyilvanos vitara
alkalmasnak tartom, és sikeres védés esetén javaslom a doktori cim odaitélését.

Szeged, 2024. augusztus 15.
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