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Ausschreibung einer Bachelorarbeit zum Thema

,Untersuchung des Einflusses einer SpyTag-Fusion auf die Aktivitat von
Vanadium-Chloroperoxidasen als Grundlage fiir die Enzymimmobilisie-
rung“

Hintergrund und Forschungsziel

Vanadium-Chloroperoxidasen (VCPOs) sind vielversprechende Biokatalysatoren fur die selektive Oxyfunktio-
nalisierung organischer Verbindungen. Fiir einen wirtschaftlichen Einsatz in der industriellen Biokatalyse ist
jedoch eine effiziente Wiederverwendung der Enzyme sowie deren Integration in kontinuierliche Prozesse von
groRer Bedeutung. Eine vielversprechende Strategie hierfir stellt die Immobilisierung der Enzyme in Hydroge-
len auf Basis des SpyTag/SpyCatcher-Systems dar. Im Gegensatz zu klassischen Immobilisierungsmethoden
bestehen diese Hydrogele ausschliel3lich aus Enzymen und enthalten keine inerten Tragermaterialien,
wodurch eine maximale Katalysatordichte erreicht werden kann. In dem angestrebten System sollen die
VCPOs mit einem SpyTag und eine Glucoseoxidase mit dem Gegenpart, dem SpyCatcher, fusioniert werden.

Ziel dieser Bachelorarbeit ist es, den Einfluss einer SpyTag-Fusion auf die Aktivitdt der VCPO zu untersu-
chen. Hierfir werden verschiedene Positionen des SpyTags am Enzym evaluiert, um eine geeignete Fusions-
strategie fur die spatere Immobilisierung zu identifizieren.

Inhalt der Arbeit

Im Rahmen der Arbeit werden zunachst drei unterschiedliche SpyTag-Fusionsvarianten der VCPO hergestellt,
bei denen sich die Position des SpyTags unterscheidet. Die rekombinante Produktion der Enzyme erfolgt in
Escherichia coli in Schittelkolben. AnschlieRend werden die Proteine mittels chromatographischer Verfahren
(AKTA) aufgereinigt und hinsichtlich ihrer Reinheit analysiert.

Im Anschluss erfolgt die biochemische Charakterisierung der Fusionsproteine. Dabei wird insbesondere die
katalytische Aktivitat der einzelnen Varianten mit der Spytag-freien VCPO verglichen, um den Einfluss der
SpyTag-Fusion auf die Enzymeigenschaften zu bewerten. Die gewonnenen Erkenntnisse bilden die Grundla-
ge fur die spatere Entwicklung eines enzymatischen SpyTag/SpyCatcher-Hydrogels zur Immobilisierung von
VCPO und Glucoseoxidase fur kontinuierliche Biotransformationsprozesse.

Methoden:
¢ Molekularbiologische Arbeiten und rekombinante Proteinexpression in E. coli
e Proteinaufreinigung mittels AKTA
e Enzymcharakterisierung und Aktivitdtsmessungen
e Datenauswertung und Vergleich verschiedener SpyTag-Fusionsvarianten
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