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A téma rovid bemutatas:

A fehérjék N-glikozilacidjanak vizsgalata a biotechnologiai kutatasok aktiv teriilete, mivel minden antitest,
szamos bioterapias szer, valamint extracellularis és sejtfelszini fehérje hordozza ezeket a poszttranszlacios
modositasokat. A terapids glikoproteinek részletes elemzése nagy jelentséggel bir, mivel e gyogyszerek
mindsége ¢és hatékonysaga nagymértékben fligg a glikanrészek felépitésétdl. A peptid-N4-(N-acetil-p-
gliikozaminil) aszparagin amidazok (PNGazok) enzimatikusan szabaditjak fel az aszparaginhoz kotott
glikanrészeket a glikoproteinekbdl, igy a glikoterapias szerek elemzésének értékes eszkdzei. A bioanalitikai
alkalmazasokban hasznalt PNGazok egy alcsoportja az eukariota glikoproteinek széles skalajaval szemben
aktiv, beleértve a novényekbdl és rovarokbol szarmazo glikoproteineket is. Ezen tilmenden ezen enzimek
alacsony pH-optimuma kiilonésen érdekes a savas koriilményeket igényl6 analitikai modszerek, példaul a
gyors  N-glikan-szarmazékképzési modszerek vagy a  glikoproteinek  hidrogén-deutériumcsere
tomegspektrometridja (HDX-MS) szamara.

Nemrégiben leirtak egy talajbaktériumbdl szarmazo PNGaz enzimet, melynek aktivitasa meglepéen alacsony
pH-n, 2,5 koriil maximalis. Az enzim a Terriglobus roseusbol szarmazik, E. coli-ban rekombinansan
expresszaltak, és PNGase H'-nak nevezték el. Bar a Terriglobus roseusbdl szarmazé6 PNGaz H'
enzimaktivitasat sikeresen lehetett hasznalni a hagyomanyos N-glikan analitikai protokollokban, az analitikai
munkafolyamatok szélesebb korében vald felhasznalasat hatraltatjidk az enzim nagyobb [éptékii
expressziojanak és tisztitdsanak optimalizalasi nehézségei. A szakdolgozat célja olyan eljaras felkutatasa,
mellyel a PNGase H' enzim hatékonyan expresszalhato és tisztithatd. A munka soran a hallgato jartassagot
szerezhet a rekombinans DNS technoldgia, a fehérje expresszio, kiillonbdzé DNS és fehérje elvalasztasra
alkalmas elektroforézisen alapuld technikak és a preparativ fehérje folyadék kromatografia teriiletén.
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