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Herstellung von Aminen und Diaminen aus einer Carbonsaure oder Dicarbonsaure oder

eines Monoesters davon

Die Erfindung betrifft einen Ganzzellkatalysator, der eine rekombinante o-Dioxygenase
und/oder die Kombination aus einer rekombinanten Fettsdurereduktase und aus einer die
Fettsaurereduktase phosphopantheteinylierenden Phosphopantheteinyl-Transferase exprimiert,
und der zusatzlich eine Transaminase exprimiert, wobei die Phosphopantheteinyl-Transferase
und/oder Transaminase bevorzugt rekombinant ist; sowie ein Verfahren zur Umsetzung einer
Carbonsaure oder Dicarbonsaure oder eines Monoesters davon zu einem Amin oder Diamin,
umfassend die Schritte Kontaktieren der Carbonsdure oder Dicarbonsaure oder des
Monoesters davon mit einer phosphopantheteinylierten Fettsdurereduktase oder einer o-

Dioxygenase und Kontaktieren des Produktes mit einer Transaminase.

Polyamide sind eine Klasse von Polymeren, die durch sich wiederholende Amidgruppen
gekennzeichnet sind. Der Begriff ,Polyamid® betrifft im Unterschied zu den chemisch
verwandten Proteinen gewohnlich synthetische, im Handel erhaltliche, thermoplastische
Kunststoffe. Polyamide werden von primaren Aminen oder von sekundaren Aminen abgeleitet,
die herkdmmlich Uber gecrackte Kohlenwasserstoffe gewonnen werden. Es kdnnen jedoch
auch Derivate, genauer Aminocarbonsauren, Lactame und Diamine, zur Polymerherstellung
verwendet werden. Von Interesse sind weiterhin kurzkettige, gasférmige Alkane als Edukte, die
ausgehend von nachwachsenden Rohstoffen mit biotechnologischen Verfahren gewonnen

werden konnen.

Die konventionelle chemisch-technische Erzeugung von derartigen Aminen und Diaminen ist
von der Versorgung mit fossilen Rohstoffen abhangig, ineffizient, und es fallen dabei grof3e
Mengen unerwiinschter Nebenprodukte an, in manchen Schritten der Synthese bis zu 80 %.
Ein Beispiel fir einen solchen Prozess stellt die Herstellung von Laurinlactam dar. Konventionell
erfolgt diese Uber ein vielstufiges Verfahren, das nicht nur eine geringe Ausbeute ergibt,

sondern gleichzeitig die Bereitstellung einer aufwandigen Infrastruktur erfordert.

Angesichts dieser Nachteile wurden Verfahren entwickelt, um Amine und Diamine unter
Verwendung von Biokatalysatoren ausgehend von nachwachsenden Rohstoffen zu gewinnen.
Als nachwachsende Rohstoffe kommen insbesondere Quellen fiir Fettsduren in Frage, die in

Form von Rapsol, Kugeldisteldl, Palmkerndl, Kokosnussdél, Sonnenblumenkerndl und ahnlichen
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Naturprodukten aus einer Vielzahl von biologischen Quellen, insbesondere aus Pflanzen,

gewonnen werden kdnnen.

PCT/EP 2008/067447 beschreibt ein biotechnologisches System zur Herstellung chemisch
verwandter Produkte, genauer w-Aminocarbonsauren, unter Verwendung einer Zelle, die eine
Reihe von geeigneten enzymatischen Aktivitaten aufweist und in der Lage ist, Carbonsauren zu
entsprechenden w-Aminocarbonsdure umzuwandeln. Das Verfahren umfasst eine Kaskade
enzymatisch katalysierter Reaktionen, insbesondere die Oxidation einer Fettsdure am
endstandigen Kohlenstoffatom bis zum Aldehyd und die anschlieende Aminierung unter
Verwendung einer Transaminase und einer Aminosaure als Amindonor, die Uber eine

Aminosauredehydrogenase regeneriert werden kann.

Ein bekannter Nachteil des dabei verwendeten AlkBGT-Oxidasesystems aus Pseudomonas
putida GPO1 besteht jedoch darin, dass es nicht in der Lage ist, eine selektive Oxidation von
aliphatischen Alkanen zu primaren Alkoholen zu leisten. Vielmehr treten eine Vielzahl von
Oxidationsprodukten auf; insbesondere erhdht sich der Anteil an hoher oxidierten Produkten
wie dem entsprechenden Aldehyd, Keton oder der entsprechenden Carbonsdure mit
zunehmender Reaktionsdauer (C. Grant, J. M. Woodley and F. Baganz (2011), Enzyme and
Microbial Technology 48, 480-486), was die Ausbeute an erwinschtem Amin entsprechend

verringert.

Das Problem der relativ unselektiven Oxidation ist dadurch verscharft, dass die entstehenden
Oxidationsprodukte strukturell sehr ahnlich sind. Dies bedingt, dass es sehr schwierig ist, sie
von den erwtinschten Oxidationsprodukten effizient und ohne signifikanten Ausbeuteverlust

abzutrennen.

Ein weiterer Nachteil dieses Verfahrens besteht darin, dass (iberoxidierte Nebenprodukte,
beispielsweise die Dicarbonsaure der als Edukt eingesetzten Fettsaure, das Recycling von
hydrophoben Lésungsmitteln und hydrophoben fllissigen Kationenaustauschern, die gemaf der
PCT/EP2011/071491 zur Abtrennung des Produktes aus der wassrigen Reaktionsmischung

verwendet werden kdnnen, auf Kosten der Effizienz bei der Ressourcennutzung gehen.

In diesem Zusammenhang ist hervorzuheben, dass die Komplexitdt biotechnologischer
Systeme mit einer Kaskade von Reaktionen wie dem in der PCT/EP 2008/067447
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beschriebenen, von denen jeweils eine Reaktion von einem bestimmten Enzym katalysiert wird,
die Optimierung der Reaktionsbedingungen erschwert. So ist im Falle der grundsatzlich
reaktiven o-Aminofettsduren als Produkt die Moglichkeit gegeben, dass sie ab einer
bestimmten kritischen Konzentration im Inneren der Zelle mit essentiellen Bestandteilen des
Organismus reagieren und somit toxisch wirken. Ist das der Fall, so ist die Wachstums- und
Synthesefahigkeit des Organismus bis hin zum Absterben der Zelle beeintrachtigt, ohne dass
der Entwickler die Toxizitdt unmittelbar erkennen oder gar einem bestimmten Edukt,
Zwischenprodukt oder Produkt zuordnen kénnte. Welcher Organismus welche Konzentration an

einem chemisch reaktiven Stoff vertragt, ist ebenfalls nicht vorhersehbar.

Auch mit Hinblick auf eine zu verbessernde Produktausbeute und eine zu verringernde
Entstehung von Nebenprodukten kann der Fachmann limitierende und entscheidende Faktoren
in einem System wie dem in der PCT/EP2008/067447 beschriebenen nicht routinemalfiig
identifizieren. Ist die Ausbeute an Produkt zu niedrig, so kann dies daran liegen, dass eines der
Enzyme in einer zu niedrigen Konzentration vorhanden ist, ohne dass bekannt ware, um
welches der in Frage kommenden Enzyme es sich dabei handelt, d. h. das Edukt wird im
vorgesehenen Zeitrahmen oder vor dem Abbau durch konkurrierende Enzyme aufgrund
unzureichender Synthesekapazitat nicht umgesetzt. Alternativ ist es durchaus moglich, dass ein
Enzym zwar nachweisbar in der Zelle in Form eines Polypeptids vorhanden ist, aber gerade in
dieser Zelle nicht die fur die Aktivitat essentielle Faltung aufweist oder ein bis dato unbekannter,
fur die Aktivitat aber essentieller Cofaktor fehlt. Gleichermal3en kann, wie bereits erwahnt, das
Stoffwechselprodukt fir die Zelle toxisch sein oder abgebaut werden. Schliellich ist mit
interferierenden Wechselwirkungen mit endogenen, d. h. natirlich in einer als

Ganzzellkatalysator verwendeten Zelle vorhandenen Enzymen zu rechnen.

Es besteht somit Bedarf an Verfahren zur Herstellung von Alkylmonoaminen und -diaminen aus
Fettsauren, bei denen die enzymatisch katalysierten Reaktionen selektiver verlaufen und die

Bildung unerwiinschter Nebenprodukte minimiert ist.

Vor diesem Hintergrund besteht die der Erfindung zu Grunde liegende
Aufgabe darin, ein mit Hinblick auf Ausbeute, Kohlenstoff- und/oder Stickstoffbilanz und/oder
Reinheit moglichst effizientes biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von

Alkylmonoaminen und -diaminen aus Fettsduren bereitzustellen.
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Eine weitere der Erfindung =zu Grunde liegende Aufgabe besteht darin, ein
mit Hinblick auf Ausbeute, Kohlenstoff- und/oder Stickstoffbilanz, Wiederverwendbarkeit
verwendeter Agenzien und/oder Reinheit des Produktes mdglichst effizientes
biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von Alkylmonoaminen und -diaminen aus
Fettsduren bereitzustellen. In diesem Zusammenhang wird unter einer effizienten Kohlenstoff-
und/oder Stickstoffbilanz bevorzugt verstanden, dass sich ein moglichst hoher Anteil des zur
Umsetzung einer Carbonsaure oder eines Carbonsaureesters in Form von geeigneten
Substraten an eine Zelle verfltterten Kohlenstoffs und/oder Stickstoffs im erwiinschten
Endprodukt wiederfindet, anstatt beispielsweise zu anderen Produkten als den erwiinschten

umgesetzt zu werden.

Eine weitere der Erfindung zu Grunde liegende Aufgabe besteht darin, die Aufarbeitbarkeit
einer mehrphasigen Reaktionsmischung aus der Herstellung von Alkylmonoaminen und -
diaminen aus Fettsduren zu verbessern, besonders mit Hinblick auf die Wiederverwendbarkeit
zur Aufarbeitung verwendeter hydrophober Losungsmittel und fliissiger Kationenaustauscher,
sowie mit Hinblick auf die Phasenbildung und -trennung bei einem biphasischen System
umfassend eine wassrige Phase, in der die Umsetzung der Carbonsaure oder des
Carbonsaureesters ablauft, und eine organische Phase mit organischen Losungsmitteln

und/oder flissigen Kationenaustauschern.

Diese und weitere Aufgaben werden durch den Gegenstand der vorliegenden Anmeldung und
insbesondere auch durch den Gegenstand der beigefiigten unabhangigen Anspriiche geldst,

wobei sich Ausflihrungsformen aus den Unteranspriichen ergeben.

Das der Erfindung zu Grunde liegende Problem wird in einem ersten Aspekt geldst durch einen
Ganzzellkatalysator, der eine rekombinante a-Dioxygenase oder die Kombination aus einer
rekombinanten Fettsdurereduktase und aus einer die Fettsdurereduktase
phosphopantheteinylierenden Phosphopantheteinyl-Transferase exprimiert, und der zusatzlich
eine Transaminase exprimiert, wobei die Phosphopantheteinyl-Transferase und/oder

Transaminase bevorzugt rekombinant ist.
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In einer ersten Ausflhrungsform des ersten Aspekts wird das Problem durch einen
Ganzzellkatalysator geldst, der zusatzlich eine Aminosauredehydrogenase exprimiert, die

bevorzugt rekombinant ist.

In einer zweiten Ausfiihrungsform, die auch eine Ausflihrungsform der ersten Ausfiihrungsform
darstellt, wird das Problem durch einen Ganzzellkatalysator geldst, der zusatzlich eine

Alkanhydroxylase exprimiert, die bevorzugt rekombinant ist.

In einer dritten Ausflihrungsform, die auch eine Ausfuhrungsform der ersten bis zweiten
Ausfuhrungsform darstellt, wird das Problem durch einen Ganzzellkatalysator geldst, der

zusatzlich ein Polypeptid der AlkL-Familie exprimiert, das bevorzugt rekombinant ist.

In einer vierten Ausflihrungsform, die auch eine Ausflihrungsform der zweiten Ausfiihrungsform
darstellt, wird das Problem durch einen Ganzzellkatalysator geldst, der zusatzlich eine

Alkoholdehydrogenase exprimiert, die bevorzugt rekombinant ist.

In einer flnften Ausfihrungsform, die auch eine Ausfiihrungsform der ersten bis vierten
Ausfuhrungsform darstellt, wird das Problem durch einen Ganzzellkatalysator geldst, wobei die
Aktivitat wenigstens eines an der B-Oxidation beteiligten Enzyms gegeniiber dem Wildtyp des

Ganzzellkatalysators verringert ist.

In einer sechsten Ausfuihrungsform, die auch eine Ausfiuhrungsform der ersten bis flinften
Ausfuhrungsform darstellt, wird das Problem durch einen Ganzzellkatalysator geldst, wobei die
Aktivitadt von BioH oder einer Variante davon gegenliber dem Wildtyp des Ganzzellkatalysators

verringert oder erhoht ist.

In einer siebten Ausflihrungsform, die auch eine Ausfihrungsform der ersten bis sechsten
Ausfuhrungsform darstellt, wird das Problem durch einen Ganzzellkatalysator geldst, wobei die
Aktivitadt von FadL oder einer Variante davon gegeniiber dem Wildtyp des Ganzzellkatalysators

erhoht ist.

In einem zweiten Aspekt wird das der Erfindung zu Grunde liegende Problem gel6st durch ein
Verfahren zur Umsetzung einer Carbonsaure oder Dicarbonsaure oder eines Monoesters davon

zu einem Amin oder Diamin, umfassend die Schritte
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a) Bereitstellen einer Carbonsaure oder Dicarbonsdure oder eines Monoesters davon,
fur den Fall, dass es sich um eine Dicarbonsaure handelt, bevorzugt durch
Kontaktieren einer Carbonsdure mit einer Alkanhydroxylase und/oder

Alkoholdehydrogenase,

b) Kontaktieren des Carbonsaure oder Dicarbonsaure oder des Monoesters davon mit
einer phosphopantheteinylierten Fettsdurereduktase oder einer a-Dioxygenase unter

Bildung eines Aldehydproduktes, und
c) Kontaktieren des Produktes aus Schritt a) mit einer Transaminase.

In einem zweiten Aspekt wird das der Erfindung zu Grunde liegende Problem geldst durch ein

Verfahren, wobei bei Schritt ¢) eine Aminosauredehydrogenase anwesend ist.

In einer ersten Ausfuhrungsform des zweiten Aspekts wird das Problem geldst durch ein
Verfahren, wobei wenigstens ein Enzym aus der Gruppe umfassend phosphopantheteinylierte
Fettsaurereduktase, o-Dioxygenase, Transaminase, Aminosauredehydrogenase und
Alkanhydroxylase, bevorzugt alle verwendeten Enzyme aus dieser Gruppe, in Form eines

Ganzzellkatalysators dem ersten Aspekt der vorliegenden Erfindung bereitgestellt werden.

In einer zweiten Ausfiihrungsform, die auch eine Ausflihrungsform der ersten Ausfiihrungsform

darstellt, wird das Problem geldst durch ein Verfahren, wobei es sich bei der Carbonsaure oder

Dicarbonsaure oder dem Monoester davon um eine Verbindung der Formel (1)
R'-A-COOR?(l)

handelt, wobei R" aus der Gruppe ausgewahlt ist, die -H und COOR® umfasst,

wobei R? und R® jeweils und unabhingig voneinander aus der Gruppe ausgewihlt sind,

die H, Methyl, Ethyl und Propyl umfasst,

mit der MaRgabe, dass wenigstens einer der Reste R? und R® H ist,
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wobei A eine unverzweigte, verzweigte, lineare, zyklische, substituierte oder

unsubstituierte Kohlenwasserstoffgruppe mit wenigstens vier Kohlenstoffatomen darstellt.

In einer dritten Ausflihrungsform, die auch eine Ausfuhrungsform der ersten bis zweiten
Ausfuhrungsform darstellt, wird das Problem geldst durch ein Verfahren, wobei A die Formel -

(CHy), - aufweist, wobei n wenigstens 4, bevorzugt wenigstens 10 ist.

In einem dritten Aspekt wird das der Erfindung zu Grunde liegende Problem gelést durch eine
Verwendung des Ganzzellkatalysators nach dem ersten Aspekt oder des Verfahrens nach dem
zweiten Aspekt zur Aminierung einer Fettsdure, w-Hydroxy-Fettsdure, ow-Oxo-Fettsdure oder

einem Monoester davon.

In einem vierten Aspekt wird das der Erfindung zu Grunde liegende Problem gel6st durch eine
Reaktionsmischung umfassend den Ganzzellkatalysator nach dem ersten Aspekt in wassriger
Losung sowie eine Fettsdure, w-Hydroxy-Fettsaure, o-Oxo-Fettsdure oder einen Monoester

davon der Formel (1)

R'-A-COOR?(l),

wobei R" aus der Gruppe ausgewihlt ist, die -H, -CHO, -OH und COOR?® umfasst,

wobei R? und R® jeweils und unabhingig voneinander aus der Gruppe ausgewihlt sind,

die H, Methyl, Ethyl und Propyl umfasst,

mit der MaRgabe, dass wenigstens einer der Reste R? und R® H ist,

wobei A eine unverzweigte, verzweigte, lineare, zyklische, substituierte oder
unsubstituierte Kohlenwasserstoffgruppe mit wenigstens vier Kohlenstoffatomen darstellt,
bevorzugt die Formel - (CH,), -, wobei n wenigstens 4, besonders bevorzugt wenigstens
10 ist.

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis der Erfinder, dass eine funktionell

rekombinante Fettsdurereduktase oder a-Dioxygenase in einem Ganzzellkatalysator, der zur
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Herstellung von Aminen und Diaminen aus Fettsauren verwendet wird und eine entsprechende

Enzymausstattung aufweist, Giberraschend die Ausbeute an Aminen und Diaminen erhdht.

Weiterhin beruht die vorliegende Erfindung auf der Erkenntnis der Erfinder, dass eine funktionell
rekombinante Fettsdurereduktase oder a-Dioxygenase in einem Ganzzellkatalysator, der zur
Herstellung von Aminen und Diaminen aus Fettsduren verwendet wird und eine entsprechende
Enzymausstattung aufweist, Uberraschend die Konzentration storender Nebenprodukte,
insbesondere von Uberoxidierten Fettsduren in Form von Dicarbonsduren und Estern davon, im

anfallenden Produkt verringert.

Weiterhin beruht die vorliegende Erfindung auf der Erkenntnis der Erfinder, dass eine funktionell
rekombinante Fettsdurereduktase oder a-Dioxygenase in einem Ganzzellkatalysator, der zur
Herstellung von Aminen und Diaminen Fettsduren verwendet wird und eine entsprechende
Enzymausstattung aufweist, die Reinheit und Wiederverwendbarkeit von flissigen
Kationenaustauschern wie Olsaure verbessert, die zur Entfernung des Amins und Diamins aus

einem Fermentationslosung umfassend den Ganzzellkatalysator verwendet werden.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur Umsetzung einer Carbonsaure
oder Dicarbonsaure oder eines Monoesters davon zu einem Amin oder Diamin, das sich
dadurch auszeichnet, dass neben den Enzymen, die die Uberfilhrung der Fettsiure (iber ihre
verschiedenen Oxidationsstufen zum Amin katalysieren, auch eine Fettsaurereduktase oder o-
Dioxygenase anwesend ist, bevorzugt, wenn ein Ganzzellkatalysator zur Durchflihrung des
Verfahrens eingesetzt wird. In einer bevorzugten Ausfiuihrungsform wird unter dem Begriff
,Fettsaurereduktase®, wie hierin verwendet, ein Enzym verstanden, das die Umwandlung einer
o-Carboxysaure, auch als Dicarbonsaure oder o-Carboxy-Fettsdure bezeichnet, zur
entsprechenden o-Oxofettsdure unter Verbrauch von ATP und NAD(P)H katalysiert. Im Stand
der Technik, beispielsweise in der WO/2010/135624, sind Fettsdurereduktasen zur Herstellung
von e-Hydroxyfettsduren beschrieben, nicht jedoch als Teil eines Systems zu Herstellung von
o-Aminofettsauren. In einer noch bevorzugteren Ausfiihrungsform ist die Fettsdurereduktase
aus der Gruppe von Fettsdurereduktasen ausgewahlt, die die Aminosauresequenzen
YP_887275.1, ZP_11001941.1, ZP_06852401.1, NP_959974.1, YP_001070587.1,
ZP_05217435.1, YP_882653.1, YP_639435.1, ZP_10800193.1, YP_006452763.1,
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YP_006730440.1, ZP_11196216.1, YP_005349252.1, ZP_05224908.1, YP_005338837.1,
YP_006307000.1, YP_005343991.1, ZP_11001942.1, ZP_09979565.1, YP_005003162.1,
YP_953393.1, YP_001850422.1, ZP_11011489.1, ZP_12689264.1, YP_905678.1,
ZP_09976919.1, YP_004746059.1, NP_217106.1, YP_004525443.1, NP_337166.1,
ZP_09685823.1, YP_978699.1, ZP_06437984.1, ZP_06514086.1, NP_856267.1, CAA19077.1,
NP_301424.1, ZP_06522140.1, ZP_06518098.1, ZP_11008938.1, ZP_07432374.2,
AAR91681.1, YP_006808747.1, YP_001851230.1, ZP_15327751.1, ZP_15455857.1,
ZP_12874284.1, ZP_15332534.1, ZP_15512956.1, ZP_14244106.1, ZP_15470899.1,
ZP_11439367.1, YP_001703694.1, ZP_15446742.1, YP_006808978.1, ZP_07964926.1,
YP_006521379.1, ZP_10796908.1, ZP_15512957.1, ZP_12874283.1, YP_005350955.1,
ZP_14243341.1, YP_001705436.1, ZP_15329649.1, YP_006522325.1, YP_006732197.1,
YP_003658971.1, ZP_05227804.1, YP_001703695.1, YP_006308707.1, ZP_15342047.1,
YP_006521380.1, ZP_15327752.1, YP_005340557.1, ZP_11439578.1, ZP_15392943.1,
ZP_15514789.1, ZP_12996178.1, ZP_09412214.1, ZP_06849686.1, YP_889972.1,
YP_006570321.1, ZP_15375693.1, YP_006308219.1, YP_006521600.1, YP_005340029.1,
YP_005350457.1, ZP_11439836.1, ZP_12994664.1, ZP_14240588.1, ZP_14236860.1,
ZP_09410830.1, YP_006731697.1, YP_005264225.1, YP_001704097.1, ZP_15328186.1,
ZP_09402885.1, ZP_12690463.1, AFO59871.1, ZP_07966879.1, YP_118225.1,
YP_001828302.1, YP_006566873.1, YP_003660169.1, ZP_15337407.1, ZP_08240521.1,
ZP_10456477.1, YP_001537947.1, YP_004016539.1, ZP_07664024.1, ZP_14244107.1,
ZP_09794557.1, ZP_09274211.1, ZP_05224899.1, ZP_15484175.1, @ AAA17105.1,
ZP_11437924.1, ZP_15446621.1, YP_003646340.1, ZP_15382134.1, ZP_14237669.1,
ZP_09165547.1, YP_004019203.1, ZP_14240225.1, YP_001220863.1, CBA74242.1,
ZP_12994240.1, EIE27140.1, ZP_15354547 1, ZP_15432557 1, ZP_15500132.1,
ZP_15478632.1, ZP_06846978.1, AAA17108.1, ZP_15333767.1, ZP_05217205.1,
AAD44234.1, YP_005348984.1, YP_006306749.1, ZP_05224611.1, YP_005343772.1,
YP_006730188.1, YP_882425.1, ZP_10799956.1, ZP_05045132.1, NP_960176.1,
ZP_12398880.1, ZP_11192735.1, ZP_11440091.1, ZP_05217203.1, ZP_06846979.1,
ZP_10800936.1, ZP_06523596.1, YP_882421.1, YP_006306748.1, YP_006522017.1,
ZP_15432556.1, ZP_15354095.1, ZP_056227781.1, ZP_09684639.1, YP_006730187.1,
YP_005343770.1, YP_005338616.1, YP_005348983.1, ZP_15472813.1, ZP_15457007.1,
ZP_15421152.1, ZP_15488933.1, ZP_14240030.1, YP_001704825.1, ZP_15328982.1,
YP_005911512.1, ZP_09411638.1, ZP_12876400.1, ZP_12995435.1, ZP_07667680.1,
YP_001281387.1, EIE21044.1, ZP_15375054.1, NP_334518.1, 4DQV_A, ZP_06435375.1,
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YP_003030020.1, YP_976237.1, ZP_04926822.1, YP_004998149.1, YP_004743589.1,
YP_005907921.1, NP_214615.1, YP_001286047.1, ZP_06515541.1, ZP_05139482.1,
YP_888016.1, ZP_06452908.1, ZP_06519578.1, YP_004721827 1, CAJ77696.1,
ZP_09680854.1, ZP_09686453.1, YP_884815.1, YP_884815.1,

CAB55600.1, ZP_09081423.1, YP_006521568.1, ZP_11440626.1, ZP_15513309.1,
ZP_09410778.1, ZP_15374248.1, ZP_15405954.1, YP_001704047.1, ZP_14236911.1,
ZP_12873916.1, ZP_14242094.1, ZP_12994610.1, ZP_07664023.1, ZP_15446620.1,
ZP_15484174.1, ZP_14240245.1, YP_005358845.1 und XP_002669159.1,

insbesondere  YP_006731697.1, ZP_09839660.1, YP_001704097.1, YP_889972.1,
ZP_05045132.1, ZP_09794557.1, ZP_08240521.1, NP_959974.1, ZP_10456477.1,
YP_118225.1, NP_217106, YP_905678.1, YP_887275.1, ZP_11001941.1, YP_953393.1 und
YP_005349252.1 Varianten davon umfassen.

Bei Fettsaurereduktasen handelt es sich um eine Gruppe von Enzymen, die flr ihre Aktivitat
eine Phosphopantheteinylierung, d. h. die kovalente Befestigung eines Phosphopantheteinyl-
Cofaktors am Enzym, benétigen. Dementsprechend ist die erfindungsgemaly verwendete
Fettsaurereduktase phosphopantheteinyliert, und eine die Fettsdurereduktase exprimierender
Ganzzellkatalysator exprimiert, entweder als Teil seiner Ausstattung endogen exprimierter
Enzyme oder in rekombinanter Form, eine die Fettsdurereduktase phosphopantheteinylierende
Phosphopantheteinyl-Transferase. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird unter dem
Begriff ,Phosphopantheteinyl-Transferase®, wie hierin verwendet, ein Enzym verstanden, dass
einen Phosphopantheteinyl-Rest von einem Phosphopantheteinyl-CoA auf ein Enzym,
bevorzugt an der Fettsaurereduktase, Ubertrdgt. In einer besonders bevorzugten
Ausfuhrungsform ist die Phosphopantheteinyl-Transferase aus der Gruppe von
Phosphopantheteinyl-Transferasen ausgewahlt, die die Aminosauresequenzen ABI83656.1,
YP_006811024.1, YP_120266.1, YP_005265173.1, YP_004006671.1, ZP_08152482.1,
ZP_11104141.1, ZP_14482198.1, YP_706581.1, ZP_10002626.1, ZP_09308410.1,
YP_002783881.1, ZP_18276502.1, ZP_09271851.1, ZP_08204640.1, YP_002766085.1,
ZP_09788717.1, ZP_09799863.1, ZP_10961877.1, YP_003273299.1, GAB86168.1,
YP_006668875.1, ZP_08766535.1, ZP_09793386.1, ZP_09212827.1, ZP_09276344.1,
ZP_09213870.1, ZP_09081490.1, ZP_10947586.1, YP_003658841.1, ZP_06852853.1,
YP_953148.1, ZP_11011170.1, YP_639258.1, YP_886985.1, ZP_11194383.1,
ZP_09681094.1, ZP_06455719.1, NP_337369.1, YP_004077819.1, NP_217310.1,
YP_006452521.1, YP_005339056.1, ZP_05226335.1, ZP_07965127.1, ZP_07419314.2,
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NP_302077.1, YP_005003342.1, YP_005349465.1, ZP_10800435.1, ZP_06564430.1,
YP_882860.1, YP_001135287.1, YP_001850220.1, ZP_05217634.1, YP_003646683.1,
YP_004746246.1, ZP_15327906.1, ZP_09979035.1, YP_001703848.1, YP_906028.1,
ZP_15395499.1, ZP_11438833.1, ZP_11005955.1, ZP_09410582.1, NP_961833.1,
YP_001106197.1, ZP_14237113.1, YP_004085491.1, YP_003835595.1, ZP_12994399.1,
YP_004523804.1, ZP_12690887.1, YP_003339468.1, ZP_06589331.1, YP_004801334.1,
ZP_09974565.1, ZP_04608379.1, ZP_13037142.1, YP_712537.1, ZP_11236665.1,
NP_630748.1, ZP_06527138.1, YP_003835167.1, CCH33620.1, ZP_10309401.1,
ZP 08881396.1, YP_003102953.1, YP_003487252.1, ZP_08881565.1, YP_006263961.1,
NP_822924.1,  YP_004914569.1, ZP_09400366.1, AFV71333.1, ZP_07309518.1,
ZP 091721711, ZP_06710898.1, CAN89630.1, ZP_06921116.1, ZP_08804003.1,
ZP_19189663.1, ZP_10545589.1, YP_006248725.1, ZP_10455557.1, YP_004015869.1,
ZP 08801530.1, ZP_10550999.1, YP_004492879.1, ZP_09958730.1, ZP_08286666.1,
ZP_11212856.1, AAL15597.1, AAZ94407.1, ZP_19188802.1, AFF18625.1, ZP_06575404.1,
AAK06801.1,  ADC79635.1,  YP_004080528.1,  YP_004921314.1,  ACY01405.1,
YP_004584022.1, YP_003114157.1, YP_003203177.1, AFB69911.1, YP_006876460.1,
ZP_08024798.1, YP_006269867.1, YP_006881814.1, CCK26150.1, ZP_07307765.1,
ZP 073151121, YP_005466392.1, NP_824081.1, YP_003493882.1, ZP_06412387.1,
ZP_10068239.1, ZP_08234258.1, YP_001822177.1, ZP_03979107.1, ZP_07979043.1,
BAA22407.1, ZP_09402950.1, YP_003112617.1, NP_738483.1, YP_480609.1, EKX90208.1,
BAE93744.1, BAB69186.1,  ZP_04713061.1,  YP_006881735.1,  ZP_07274901.1,
ZP_11379052.1, ZP_06581115.1, YP_006437406.1, ZP_12871839.1, NP_601186.1,
ZP_08451808.1, YP_005057339.1, YP_005303909.1, ZP_07090824.1, YP_003783676.1,
YP_004630011.1,  ZP_06588772.1,  AAX98203.1,  AFK80329.1,  ZP_08124665.1,
ZP 03710365.1, AAB17877.1, ZP_07403633.1, ZP_11268660.1, ZP_07288841.1,
ABV83217.1,  ZP_16178576.1, AAG43513.1,  ZP_09155938.1,  YP_004605750.1,
ZP_03918977.1, AAF71762.1, ZP_05007864.1, ZP_06836265.1, ZP_03934882.1,
YP_001508477.1, ZP_06043756.1, ZP_05366306.1, YP_002835056.1, ZP_03933464.1,
ZP_07469321.1, ZP_07713507.1, YP_005160553.1, NP_939820.1, AAU93794.1,
ZP_14659796.1, ZP_14383679.1, YP_005058606.1, YP_001221073.1, ZP_08231568.1,
YP_250920.1, ZP_11383249.1, YP_003916320.1, ZP_08681170.1, YP_001800249.1,
YP_001157632.1, YP_166099.1, ZP_10088015.1, YP_004760065.1, ZP_07947675.1,
YP_001603066.1, YP_003812683.1, YP_004403402.1, ZP_08292153.1, ZP_09471260.1,
YP_004018108.1, ZP_05115352.1, AAD13565.1, ZP_09295321.1, YP_001535629.1,
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ZP_04607273.1, YP_006561753.1, ZP_00960958.1, YP_006571985.1, ZP_08862188.1,
YP_002906426.1, CCK30433.1, ZP_13042493.1, ZP_09090153.1,  YP_6143971,
ZP_11163860.1, YP_003983492.1, YP_004080668.1, ZP_09420475.1, ZP_05914565.1,
ZP_01101149.1, ZP_14743088.1, YP_001239694.1, ZP_09127532.1, YP_003833873.1,
ZP_08516197.1, ZP_10160483.1, ZP_01987188.1, ZP_01755304.1, ZP_08825027.1,
ZP_05077116.1, YP_001444606.1, ZP_03392800.1, ZP_01057781.1, AFB69889.1,
ZP_08815097.1 und AAO17175.1 und Varianten davon umfassen. In einer besonders
bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich dabei um die Phosphopantheteinyl-Transferase

mit dem Datenbankcode ABI83656.1 oder eine Variante davon.

Alternativ oder zusatzlich zur Kombination aus Fettsaurereduktase und Phosphopantheteinyl-
Transferase kann der Ganzzellkatalysator auch eine o-Dioxygenase aufweisen. In einer
bevorzugten Ausfihrungsform wird unter dem Begriff ,a-Dioxygenase®, wie hierin verwendet,
ein Enzym verstanden, dass die Umwandlung einer Carbonsaure und/oder Dicarbonsaure oder
eines Monoesters davon unter Verbrauch eines Molekils Sauerstoff und unter Abspaltung
eines Kohlendioxid-Molekils zu einer am endstandigen w-Kohlenstoffatom gegentiber der als
Edukt eingesetzten Carbonsaure und/oder Dicarbonsaure oder eines Monoesters davon um ein
Kohlenstoffatom verklrzten, am endstédndigen ®-Kohlenstoffatom eine Aldehydgruppe
tragenden Carbonsdure und/oder Dicarbonsdure oder eines Monoesters davon katalysiert. In
einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist die a-Dioxygenase aus der Gruppe von o-
Dioxygenasen ausgewahlt, die die Aminosauresequenzen NP_001066718.1, EAY82977.1,
BAH79993.1, ABG22011.1, BAJ90503.1, AFD04418.1, AFD04417.1, BAJ87736.1,
AFW75180.1, ABG22012.1, XP_002311389.1, CAH05011.1, XP_002279884.1, CBI34957.3,
AAG59584.1, NP_001234414.1, NP_001234410.1, XP_003553942.1, XP_002275161.1,
XP_003553937.1, CBI34960.3, CAA07589.1, XP_003543402.1, XP_002517402.1,
XP_002882184.1, NP_186791.1, AAK85133.1, CAN77070.1, XP_002529555.1, CAH64542.1,
NP_001234061.1, XP_002281357.1, ADM21465.1, XP_002318527.1, NP_177509.1,
CAN74266.1, XP_002888940.1, NP_001185393.1, XP_003631072.1, BAJ33800.1,
XP_002517377 1, XP_003530944.1, BAJ34623.1, ABG22013.1, ABP02610.1,
XP_001773135.1, XP_002960339.1, ABK95279.1, ABD73303.1, ABD73304.1,
YP_001805721.1, ZP_08971815.1, ZP_08430366.1, YP_823013.1, ZP_05026427.1,
ZP_11003953.1, YP_007064484.1, YP_007113008.1, YP_633369.1, ZP_18906570.1,
ZP_09251410.1, ZP_10050808.1, ZP_01306662.1, YP_001516886.1, ZP_05042862.1,
AAC49625.1, ZP_09648375.1, ZP_09792714.1, ZP_09788527.1, XP_001728273.1,
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AAC83355.1, YP_890542.1, ZP_11000891.1, XP_002605323.1, EGO58341.1,
YP_006249145.1, YP_001507004.1, YP_001704637.1, ZP_12876141.1, ZP_11150830.1,
ZP_14236257.1, ZP_09411385.1, ZP_14243118.1, EKD16664.1, ZP_15416799.1,
ZP_15338016.1, ZP_10080295.1, ZP_11438929.1, ZP_12995210.1, ZP_10946648.1,
YP_003409541.1, XP_001637870.1, YP_005451221.1, XP_001212758.1, ZP_07290489.1,
ZP_05781329.1, ZP_19187748.1, ZP_06574534.1, XP_002605322.1, NP_822950.1,
YP_006366425.1, EJP63377.1, EKD21217.1, XP_001795927.1, XP_003042615.1,
ZP_06566152.1, EGU88116.1, EFY94417.1, XP_388327.1, EKJ68934.1, ZP_07290463.1,
CCC10458.1, YP_001107201.1, XP_003348248.1, T49753, CAD31840.1, XP_001229975.1,
CBN77040.1, YP_004813753.1, XP_002513273.1, XP_001627136.1, AFG52858.1,
AFG52857.1, AEWO08450.1, NP_841291.1, YP_004512343.1, ACG75701.1 und
ZP_03500906.1 und Varianten davon umfassen. In einer besonders bevorzugten
Ausflihrungsform handelt es sich um die o-Dioxygenase mit dem Datenbankcode
NP_001066718.1 oder eine Variante davon.

Neben der o-Dioxygenase oder der Kombination aus Fettsdurereduktase und der
Phosphopantheteinyl-Transferase  weist der  erfindungsgemalle  Ganzzellkatalysator
notwendigerweise eine Transaminase auf, die endstandige Aldehydgruppen aminiert. In einer
bevorzugten Ausflihrungsform wird unter dem Begriff ,Transaminase®, wie hierin verwendet, ein
Enzym verstanden, das die Ubertragung von a-Aminogruppen von einem Donor-, bevorzugt
einer Aminosaure, auf ein Akzeptormolekdl, bevorzugt eine a-Ketocarbonsaure, katalysiert. In
einer besonders bevorzugten Ausflihrungsform ist die Transaminase aus der Gruppe von
Transaminasen ausgewahlt, die die Aminosduresequenzen 3HMU_ A, AAD41041.1,
AAK15486.1, ABE03917.1, ADR60699.1, ADR61066.1, ADR62525.1, AEL07495.1,
CAZ86955.1, EFW82310.1, EFW87681.1, EGC99983.1, EGD03176.1, EGE58369.1,
EGH06681.1, EGH08331.1, EGH24301.1, EGH32343.1, EGH46412.1, EGH55033.1,
EGH62152.1, EGH67339.1, EGH70821.1, EGH71404.1, EGH78772.1, EGH85312.1,
EGH97105.1, EGP57596.1, NP_102850.1, NP_106560.1, NP_2489121,
NP_248990.1, NP_354026.2, NP_421926.1, NP_637699.1, NP_6427921,
NP_744329.1, NP_744732.1, NP_747283.1, NP_795039.1, NP_901695.1 ¢,
XP_002943905.1, YP_001021095.1, YP_001059677 .1, YP_001061726.1,
YP_001066961.1, YP_001074671.1, YP_001120907 .1, YP_001140117.1,
YP_001170616.1, YP_001185848.1, YP_001188121.1, YP_001233688.1,
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YP_001268866.1,  YP_001270391.1,  YP_001345703.1,  YP_001412573.1,
YP_001417624.1,  YP_001526058.1,  YP_001579295.1,  YP_001581170.1,
YP_001668026.1,  YP_001669478.1,  YP_001671460.1,  YP_001685569.1,
YP_001747156.1,  YP_001749732.1,  YP_001765463.1,  YP_001766294.1,
YP_001790770.1,  YP_001808775.1,  YP_001809596.1,  YP_001859758.1,
YP_001888405.1,  YP_001903233.1,  YP_001977571.1,  YP_002229759.1,
YP_002231363.1,  YP_002280472.1,  YP_002297678.1,  YP_002543874.1,
YP_002549011.1,  YP_002796201.1,  YP_002801960.1,  YP_002875335.1,
YP_002897523.1,  YP_002912290.1,  YP_002974935.1,  YP_003060891.1,
YP_003264235.1,  YP_003552364.1,  YP_003578319.1,  YP_003591946.1,
YP_003607814.1,  YP_003641922.1,  YP_003674025.1,  YP_003692877.1,
YP_003755112.1,  YP_003896973.1,  YP_003907026.1,  YP_003912421.1,
YP_004086766.1,  YP_004142571.1,  YP_004147141.1,  YP_004228105.1,
YP_004278247.1,  YP_004305252.1,  YP_004356916.1,  YP_004361407.1,
YP_004378186.1,  YP_004379856.1,  YP_004390782.1,  YP_004472442.1,
YP_004590892.1,  YP_004612414.1,  YP_004676537.1,  YP_004693233.1,
YP_004701580.1, YP_004701637.1, YP_004704442.1, YP_108931.1, YP_110490.1,
YP 168667.1, YP_237931.1, YP_260624.1, YP_262985.1, YP_271307.1,
YP 276987.1, YP_334171.1, YP_3371721, YP_350660.1, YP_351134.1,
YP 364386.1, YP_366340.1, YP_369710.1, YP_370582.1, YP_426342.1,
YP 4401411, YP_442361.1, YP_468848.1, YP_521636.1, YP_554363.1,
YP 608454.1, YP_610700.1, YP_614980.1, YP_622254.1, YP_625753.1,
YP_680590.1, YP_751687.1, YP_767071.1, YP_774090.1, YP_774932.1,
YP 7883721, YP_858562.1, YP_928515.1, YP_983084.1, YP_995622.1,
ZP_00948889.1, ZP_00954344.1, ZP_00959736.1, ZP_00998881.1, ZP_01011725.1,
ZP_01037109.1, ZP_01058030.1, ZP_01076707.1, ZP_01103959.1, ZP_01167926.1,
ZP_01224713.1, ZP_01442907.1, ZP_01446892.1, ZP_01550953.1, ZP_01625518.1,
ZP_01745731.1, ZP_01750280.1, ZP_01754305.1, ZP_01763880.1, ZP_01769626.1,
ZP_01865961.1, ZP_01881393.1, ZP_01901558.1, ZP_02145337.1, ZP_02151268.1,
ZP_02152332.1, ZP_02167267.1, ZP_02190082.1, ZP_02242934.1, ZP_02360937.1,
ZP_02367056.1, ZP_02385477.1, ZP_02456487.1, ZP_02883670.1, ZP_03263915.1,
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ZP 03263990.1, ZP_03400081.1, ZP_03452573.1, ZP_03456092.1, ZP_03517291.1,
ZP_03529055.1, ZP_03571515.1, ZP_03572809.1, ZP_03587785.1, ZP_03588560.1,
ZP 03697266.1, ZP_03697962.1, ZP_04521092.1, ZP_04590693.1, ZP_04890914.1,
ZP 04891982.1, ZP_04893793.1, ZP_04902131.1, ZP_04905327.1, ZP_04941068.1,
ZP 04944536.1, ZP_04945255.1, ZP_04959332.1, ZP_04964181.1, ZP_05053721.1,
ZP_05063588.1, ZP_05073059.1, ZP_05077806.1, ZP_05082750.1, ZP_05091128.1,
ZP_05095488.1, ZP_05101701.1, ZP_05116783.1, ZP_05121836.1, ZP_05127756.1,
ZP_05637806.1, ZP_05742087.1, ZP_05783548.1, ZP_05786246.1, ZP_05843149.1,
ZP_05945960.1, ZP_06459045.1, ZP_06487195.1, ZP_06492453.1, ZP_06493162.1,
ZP_06703644.1, ZP_06731146.1, ZP_06839371.1, ZP_07007312.1, ZP_07266194.1,
ZP_07374050.1, ZP_07662787.1, ZP_07778196.1, ZP_07797983.1, ZP_08099459.1,
ZP_ 08138203.1, ZP_08141719.1, ZP_08142973.1, ZP_08177102.1, ZP_08185821.1,
ZP_08186468.1, ZP_08208888.1, ZP_08266590.1, ZP_08402041.1, ZP_08406891.1,
ZP 08522175.1, ZP_08527488.1, ZP_08631252.1, ZP_08636687 und Varianten davon

umfassen.

Bei der erfindungsgemaly verwendeten Fettsaurereduktase und bevorzugt auch bei anderen
erfindungsgemal} verwendeten Enzymen handelt es sich um rekombinante Enzyme. In einer
bevorzugten Ausflihrungsform wird unter dem Begriff ,rekombinant®, wie hierin verwendet,
verstanden, dass das fiir das entsprechende Enzym kodierende Nukleinsduremolekiil in der
natirlichen Zelle nicht vorkommt und/oder es unter Verwendung von gentechnischen Methoden
hergestellt wurde. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform spricht man von einem rekombinanten
Protein, wenn das entsprechende Polypeptid von einer rekombinanten Nukleinsaure kodiert ist.
In einer bevorzugten Ausflhrungsform wird unter einer rekombinanten Zelle, wie hierin
verwendet, eine Zelle verstanden, die wenigstens eine rekombinante Nukleinsdure oder ein
rekombinantes Polypeptid aufweist. Dem Fachmann sind zum Herstellen rekombinanter
Molekiile oder Zellen geeignete Verfahren bekannt, beispielsweise die in
Sambrook/Fritsch/Maniatis (1989): Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 2™ edition, beschriebenen. Rekombinante Enzyme werden bevorzugt
Uberexprimiert, beispielsweise unter Verwendung von pET- oder pGEX-Vektor-Systemen, die

dem Fachmann bekannt sind.
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Mit Hinblick auf die Wahl des Organismus unterliegt der erfindungsgemaf einsetzbare
Ganzzellkatalysator keinen Einschrankungen, sofern er kultivierbar, stabil und ggf.
gentechnisch einfihrbaren Modifikationen, z. B. Verfahren zur Abschwachung von
Enzymaktivitaten, beispielsweise Knock outs, zuganglich ist. So kann es sich gleichermalien
um eine prokaryontische oder eukaryontische Zelle handeln. Im Falle einer eukaryontischen
Zelle sind unizelluldre Eukaryonten besonders bevorzugt, besonders Hefen wie Saccharomyces
cerevisiae, Candida tropicalis, Candida albicans und Pichia pastoris. Im Falle von
prokaryontischen Zellen kann es sich beispielsweise um ein Bakterium handeln, das aus der
Gruppe ausgewahlt ist, die Magnetococcus, Mariprofundus, Acetobacter, Acetobacterium,
Acidiphilium, Afipia, Ahrensia, Asticcacaulis, Aurantimonas, Azorhizobium, Azospirillum,
Bacillus, Bartonella, tribocorum, Beljerinckia, Bradyrhizobium, Brevundimonas, subvibrioides,
Brucella, Caulobacter, Chelativorans, Citreicella, Citromicrobium, Clostridium, Corynebacterium,
Dinoroseobacter, Erythrobacter, Fulvimarina, Gluconacetobacter, Granulibacter, Hirschia,
Hoeflea, Hyphomicrobium, Hyphomonas, Ketogulonicigenium, Labrenzia, Loktanella,
Magnetospirillum, Maricaulis, Maritimibacter, Mesorhizobium, Methylobacterium, Methylocystis,
Methylosinus, Nitrobacter, Novosphingobium, Oceanibulbus, Oceanicaulis, Oceanicola,
Ochrobactrum, Octadecabacter, Oligotropha, Paracoccus, Parvibaculum, Parvularcula,
Pelagibaca, Phaeobacter, Phenylobacterium, Polymorphum, Pseudovibrio, Rhodobacter,
Rhodomicrobium, Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Roseibium, Roseobacter,
Roseomonas, Roseovarius, Ruegeria, Sagittula, Silicibacter, Sphingobium, Sphingomonas,
Sphingopyxis,  Starkeya,  Sulfitobacter,  Thalassiobium, Xanthobacter, = Zymomonas,
Agrobacterium, Rhizobium, Sinorhizobium, Anaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia, Orientia,
Rickettsia, Wolbachia, Bordetella, Burkholderia, Cupriavidus, Taiwanensis, Lautropia,
Limnobacter, Polynucleobacter, Ralstonia, Chromobacterium, Eikenella, corrodens, Basfia,
Kingella, Laribacter, Lutiella, Neisseria, Simonsiella, Achromobacter, Acidovorax, Alicycliphilus,
Aromatoleum, Azoarcus, Comamonas, Dechloromonas, Delftia, Gallionella, Herbaspirillum,
Herminiimonas, Hylemonella, Janthinobacterium, Leptothrix, Methylibium, Methylobacillus,
Methylophilales, Methyloversatilis, Methylovorus, Nitrosomonas, Nitrosospira, Oxalobacter,
Parasutterella, Polaromonas, Polaromonas, Pusillimonas, Rhodoferax, Rubrivivax,
Sideroxydans, Sutterella, wadsworthensis, Taylorella, Thauera, Thiobacillus, Thiomonas,
Variovorax, Verminephrobacter, Anaeromyxobacter, Bdellovibrio, bacteriovorus, Bilophila,
Desulfarculus, Desulfatibaciflum, Desulfobacca, Desulfobacterium, Desulfobulbus,
Desulfococcus, Desulfohalobium, Desulfitobacterium, Desulfomicrobium, Desulfonatronospira,

Desulfotalea, Desulfovibrio, Desulfuromonas, Geobacter, Haliangium, Hippea, Lawsonia,
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Myxococcus, Pelobacter, Plesiocystis, Sorangium, Stigmatella, Syntrophobacter, Syntrophus,
Arcobacter, Caminibacter, = Campylobacter, Helicobacter, Nitratifractor, Nitratiruptor,
Sulfuricurvum, Sulfurimonas, Sulfurospirillum, Sulfurovum, Wolinella, Buchnera, Blochmannia,
Hamiltonella, Regiella, Riesia, Citrobacter, Cronobacter, Dickeya, Edwardsiella, Enterobacter,
Erwinia, Escherichia, Klebsiella, Pantoea, Pectobacterium, Proteus, Providencia, Rahnella,
Salmonella, Serratia, Shigella, Sodalis, Wigglesworthia, Glossina, Xenorhabdus, Yersinia,
Acidithiobacillus, Acinetobacter, Aeromonas, Alcanivorax, Alkalilimnicola, Allochromatium,
Alteromonadales, Alteromonas, Baumannia, Beggiatoa, Bermanella, Carsonella, Ruthia,
Vesicomyosocius, Cardiobacterium, Chromohalobacter, Colwellia, Congregibacter, Coxiella,
Dichelobacter, Endoriftia, Enhydrobacter, Ferrimonas, Francisella, Glaciecola, Hahella,
Halomonas, Halorhodospira, Halothiobacillus, Idiomarina, Kangiella, Legionella, Marinobacter,
Marinomonas, Methylobacter, Methylococcus, Methylomicrobium, Methylophaga, Moraxella,
Moritella, Neptuniibacter, Nitrococcus, Pseudoalteromonas, Psychrobacter, Psychromonas,
Reinekea, Rickettsiella, Saccharophagus, Shewanella, Succinatimonas, Teredinibacter,
Thioalkalimicrobium, Thioalkalivibrio, Thiomicrospira, Tolumonas, Vibrionales, Actinobacillus,
Aggregatibacter, Gallibacterium, Haemophilus, Histophilus, Mannheimia, Pasteurella,
Azotobacter, Cellvibrio, Pseudomonas, Aliivibrio, Grimontia, Photobacterium, Photobacterium,
Vibrio, Pseudoxanthomonas, Stenofrophomonas, Xanthomonas, Xylella, Borrelia, Brachyspira,
Leptospira, Spirochaeta, Treponema, Hodgkinia, Puniceispirillum, Liberibacter, Pelagibacter,
Odyssella, Accumulibacter, insbesondere B. subtilis, B. megaterium, C. glutamicum, E. coll,
Pseudomonas sp., Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri,,
Acinetobacter sp., Burkholderia sp., Burkholderia thailandensis, Cyanobakterien, Klebsiella sp.,
Klebsiella oxytoca, Salmonella sp., Rhizobium sp. und Rhizobium meliloti, umfasst. In einer
besonders bevorzugten Ausfilhrungsform handelt es sich um ein Enterobakterium, am

bevorzugtesten um Escherichia coli.

Es st vorteilhaft, wenn der erfindungsgemafle Ganzzellkatalysator neben der
Fettsaurereduktase, Phosphopantheteinyl-Transferase und der Transaminase auch eine
Alanindehydrogenase aufweist, um das von der Transaminase bei der Aminierung der
endstéandigen Aldehydgruppe  verbrauchte Alanin aus anorganischen stickstoffhaltigen
Molekilen zu regenerieren. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird unter dem Begriff
LAlanindehydrogenase®, wie hierein verwendet, ein Enzym verstanden, das die Umwandlung
von L-Alanin unter Verbrauch von Wasser und NAD" zu Pyruvat, Ammoniak und NADH und die

umgekehrte Reaktion katalysiert. In einer besonders bevorzugten Ausflihrungsform ist die
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Alanindehydrogenase aus der Gruppe von Alanindehydrogenasen ausgewahlt, die die
Aminosauresequenz der Alanindehydrogenase aus Bacillus subtilis (Datenbankcode
L20916), Rhizobium leguminosarum (Datenbankcode CP001622), Vibrio proteolyticus
(Datenbankcode AF070716), Mycobacterium tuberculosis (Datenbankcode X63069),
Enterobacter aerogenes (Datenbankcode AB013821), EGR93259.1, YP_003654745.1,
YP_003651439.1, YP_003637111.1, YP_003631815.1, YP_001327051.1,
YP_001262560.1, YP_886996.1, YP_882850.1, YP_704410.1, YP_703508.1,
ZP_08624689.1, YP_001230376.1, P17557.1, P17556.1, CCB94892.1, CCB73698.1,
YP_001168635.1, YP_004668736.1, YP_004569425.1, YP_003513168.1,
YP_004561169.1, ZP_08554945.1, YP_400777.1, ZP_08311476.1, ZP_08310170.1,
ZP_08267322.1, ZP_08263846.1, ZP _07898723.1, YP_149301.1, YP_148605.1,
YP_004340432.1, EFT09946.1, EFS80513.1, EFS51332.1, EFS42459.1,
YP_003060895.1, YP_003059033.1, ZP_03305373.1, YP_847214.1, YP_004095847 .1,
YP_003338282.1, YP_003337256.1, YP_355846.1, YP_253131.1, ZP_08197563.1,
ZP_08196283.1, ADWO06447.1, YP_734091.1, NP _372233.1, NP_102173.1,
ZP_08170259.1, EGD36706.1, EGD32748.1, ZP _08155540.1, YP_004142849.1,
YP_002417649.1, YP_001301040.1, YP_002992892.1, YP_081348.1, YP_080482.1,
YP_002476349.1, ZP_08115025.1, ZP_08114403.1, YP_003552869.1,
YP_002358112.1, YP_575010.1, YP_477594.1, YP_474564.1, YP_130399.1,
YP_129373.1, YP_123314.1, NP_810467.1, NP_646469.1, NP_626044.1,
NP_391071.1 (kodiert durch SEQ ID NR: 11), ZP_08086822.1, ZP_08084776.1,
ZP_08083119.1, ZP_08020768.1, ZP_08013590.1, ZP_08011832.1, YP_003783744.1,
YP_002781576.1, YP_002780533.1, ZP_02195873.1, NP_797482.1, ZP_07645051.1,
ZP_07643260.1, ZP_06611917.1, AAT40119.1, ZP_07864946.1, YP_004068409.1,
YP_002796203.1, YP_002774420.1, YP_003600348.1, YP_003599946.1,
YP_003565624.1, YP_003565223.1, YP_335198.1, YP_423850.1, YP_155059.1,
ZP_07843538.1, ZP_07841226.1, ZP_06928932.1, ZP_05692073.1, ZP_05687006.1,
ZP_04867480.1, YP_775531.1, CBE70214.1, ZP_07721182.1, ZP_04302850.1,
ZP_04298961.1, ZP_04287684.1, ZP_04277177.1, ZP_04248389.1, ZP_04235899.1,
ZP_02159718.1, ZP_02152178.1, YP_003974610.1, YP_003546595.1,
YP_002317127.1, ZP_07313778.1, ZP_07302778.1, ZP_07298850.1, CBK69442.1,
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YP_003413835.1, YP_003595089.1, ZP_06807811.1, YP_003582455.1,
YP_003464731.1, YP_003496397.1, YP_003421918.1, CBL07274.1, CBK64956.1,
YP_003508515.1, AAL87460.1, AAC235791, AAC23578.1, AAC23577 1,
ACU78652.1, YP_003471439.1, YP_003452777.1, ZP_06384971.1, ACY25368.1,
ABC26869.1, AAP44334.1, EEZ80018.1, ZP_05110458.1, 1PJB_A, ZP_04717201.1,
ZP_04689103.1, CAO90307.1, CAM75354.1, CAA44791.1, BAA77513.1, EGR96638.1,
EGL90046.1, YP_004510847.1, ZP_08450330.1, YP_003387804.1, YP_003058152.1,
EFS74272.1, EFS67128.1, ZP_06844564.1, YP_826658.1, YP_001195249.1,
YP_003095978.1, YP_469292.1, YP_004442054.1, YP_004461174.1,
YP_004055616.1, YP_003576656.1, YP_003094537 1, YP_001295973.1,
AEE71143.1, YP_004447480.1, YP_003761844.1, YP_040853.1, YP_003154888.1,
YP_003142045.1, YP_002280953.1, NP_371963.1, NP_422368.1, EGC98966.1,
EGC76398.1, YP_004263661.1, YP_004252039.1, YP_679036.1, YP_499973.1,
ZP_08054972.1, ZP_08053009.1, ZP_04067276.1, ZP_03968868.1, ZP_03963857 .1,
ZP_03933079.1, ZP_03497046.1, ZP_06668924.1, ZP_06667106.1, ZP_06324464 .1,
ZP 061967771, ZP_05114159.1, ZP_05083968.1, ZP_05070370.1, ZP_05030022.1,
ZP _046730064.1, ZP_03517011.1, ZP_03505783.1, XP_001310698.1, ABK27691.1 und
CAB59281.2 und Varianten davon umfassen. Fir die von der Alanindehydrogenase
katalysierte Reaktion ist die Anwesenheit nicht nur von Pyruvat, das als Teil des
Primarstoffwechsels von jeder als Ganzzellkatalysator in Frage kommenden Zelle gebildet wird,
erforderlich, sondern auch von Ammonium. Letzteres wird typischerweise in Form von
anorganischen Stickstoffsalzen, beispielsweise Ammoniumsalzen, Nitraten o. 3. bereitgestellt.
Bevorzugt wird dem wassrigen Reaktionsmedium ein Ammoniumsalz zugesetzt, z.B.

Ammoniumchlorid.

Weiterhin ist es vorteilhaft, wenn der erfindungsgemafRe Ganzzellkatalysator eine
Alkanhydroxylase und optional weitere, fiir die Aktivitdt der Alkanhydroxylase essentielle
Enzyme exprimiert, insbesondere flir den Fall, dass als Substrate zur Herstellung eines Diamins
eine Fettsdure mit nur einer endstdndigen Carboxyfunktion eingesetzt wird. Die
Alkanhydroxylase und/oder eine zusatzlich exprimierte Alkoholdehydrogenase oxidieren das
endstéandige Kohlenstoffatom dann bis zur Aldehydgruppe, die anschlieRend von der

Transaminase aminiert werden kann, oder bis zur Carboxygruppe, die durch eine o-
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Dioxygenase oder die Kombination aus Fettsdurereduktase und einer Phosphopantheteinyl-
Transferase in eine endstandige Aldehydgruppe umgewandelt wird, welche anschliefiend von
der Transaminase aminiert werden kann. In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird unter dem
Begriff ,Alkanhydroxylase“, wie hierin verwendet, ein Enzym verstanden, das die
Hydroxylierung von unsubstituierten linearen Alkylresten umfassend wenigstens sechs,

bevorzugt zwolf Kohlenstoffstoffreste katalysiert.

Als Alkanhydroxylasen sind erfindungsgemaf} zahlreiche Oxidationssysteme geeignet, wie sie
u. a. in der PCT/EP 2008/067447 beschrieben sind. In einer bevorzugten Ausflihrungsform
handelt es sich bei der Alkanhydroxylase um eine Cytochrom P450-Monooxygenase der
CYP153-Familie. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird unter dem Begriff ,Cytochrom
P450-Monooxygenase der CYP153-Familie“ eine cytosolische Oxidase verstanden, die Teil
eines 3 Komponenten-Systems ist, das weiterhin ein Ferredoxin und eine Ferredoxin-
Reduktase umfasst, mit einer Alkan-Bindestelle und der Fahigkeit, Alkane zu hydroxylieren. In
einer besonders bevorzugten Ausflhrungsform handelt es sich um ein Enzym, das zu
wenigstens 80, bevorzugt 90, am bevorzugtesten 95 oder 99 Prozent Sequenzidentitat zur
Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-Familie aus Alcanivorax borkumensis SK2
(Datenbankcode YP_691921) aufweist oder um ein Enzym, das eine Polypeptidsequenz
umfasst, die wenigstens 80, bevorzugt 90, am bevorzugtesten 95 oder 99 Prozent
Sequenzidentitdt zur Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-Familie aus Alcanivorax
borkumensis SK2 (Datenbankcode YP_691921) aufweist und darliber hinaus
Alkanhydroxylase-Aktivitat aufweist. Die genannten Datenbankcodes beziehen sich dabei, wie
durchgehend in dieser Anmeldung, auf die NCBI (National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, USA)-Datenbanken, genauer gesagt die am 21. November 2012 online
verfugbare Version. In einer bevorzugten Ausfilhrungsform wird unter dem Begriff ,Cytochrom
P450-Monooxygenase der CYP153-Familie® eine nicht membrangebundene Oxidase
verstanden, die eine Bindestelle fiir Alkane, unsubstituierte lineare Alkylreste umfassend
wenigstens flnf, bevorzugt zwoIf Kohlenstoffstoffreste oder einfach hydroxylierte Alkane und
deren Polypeptidkette das Motiv LL(I/L)(V/I)GGNDTTRN umfasst. In einer bevorzugten
Ausflhrungsform handelt es sich bei einer ,Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-
Familie®, wie hierin verwendet, um eine Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-Familie
aus Alcanivorax borkumensis SK2 (Datenbankcode YP_691921) oder eine Variante davon, die

bevorzugt Alkanhydroxylaseaktivitat aufweist.
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Zur optimalen Versorgung der Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-Familie mit
Elektronen aus dem Reduktionsmittel, bevorzugt NADH, ist es bevorzugt, dass die Zelle die
Alkanhydroxylase zusammen mit funktionell mit ihr wechselwirkender Ferredoxin-Reduktase
und funktionell mit ihr wechselwirkendem Ferredoxin exprimiert wird. Dabei kann es sich um
isolierte oder bei der Verwendung eines Ganzzellkatalysators um co-exprimierte Polypeptide
oder um N- oder C-terminal mit der Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-Familie
fusionierte Polypeptide handeln. Ob eine Ferredoxin-Reduktase oder ein Ferredoxin mit einer
gegebenen Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-Familie mit einander funktionell
wechselwirken, kann der Fachmann leicht dadurch feststellen, ob das Reduktionsmittel in
Gegenwart eines Alkansubstrates und der drei Polypeptide effizienter als fiir den Fall, dass
wenigstens eines der drei fehlt, oxidiert wird. Alternativ kann der von Scheps, D., Malca, H.,
Hoffmann, B., Nestl, B. M, und Hauer, B. (2011) Org. Biomol. Chem., 9, 6727 beschriebene
Enzymtest verwendet werden, der im Fall funktionell wechselwirkender Polypeptide eine
deutliche Erhdhung der Reaktionsgeschwindigkeit zeigt. In einer besonders bevorzugten
Ausflhrungsform stammen die Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-Familie, das
Ferredoxin und die Ferredoxin-Reduktase aus dem gleichen Organismus. In einer besonders
bevorzugten Ausfilhrungsform handelt es sich um die Ferredoxin-Reduktase aus Alcanivorax
borkumensis SK2 (Datenbankcode YP_691923) oder eine Variante davon, das Ferredoxin aus
Alcanivorax borkumensis SK2 (Datenbankcode YP_691920) oder eine Variante davon und die
Cytochrom P450-Monooxygenase der CYP153-Familie aus Alcanivorax borkumensis SK2
(Datenbankcode YP_691921) oder eine Variante davon.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei der Alkanhydroxylase um
eine AlkB-Monooxygenase. AIkB stellt eine zunachst aus dem AIKBGT-System aus
Pseudomonas putida Gpo1 bekannt gewordene Oxidoreduktase dar, die von zwei weiteren
Polypeptiden, AIkG und AIKT, abhangig ist. AIKT wird als FAD-abhangige Rubredoxin-
Reduktase charakterisiert, die Elektronen aus NADH an AIKG weitergibt. Bei AIKG handelt es
sich um ein Rubredoxin, ein eisenhaltiges Redoxprotein, das als direkter Elektronendonor fur
AlkB fungiert. In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird unter dem Begriff ,AlkB-
Monooxygenase“ ein Polypeptid mit einer Sequenzhomologie von wenigstens, in der
Reihenfolge zunehmender Bevorzugung angegeben, 75, 80, 85, 90, 92, 94, 96, 98 oder 99 %
zur Sequenz des AIkB von Pseudomonas putida Gpo1 (Datenbankcode: CAB54050.1; dieser
Datenbankcode stammt wie alle weiteren in der Anmeldung verwendeten aus dem Stand der

Technik, namlich aus der NCBI Datenbank, genauer dem am 15. Oktober 2012 online
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verfligbaren Release) mit der Fahigkeit, Alkane zu oxidieren. In einer besonders bevorzugten
Ausfuhrungsform handelt es sich bei der AlkB-Monooxygenase um eine mit den AIkG
(CAB54052.1)- und AIKT (CAB54063.1)-Polypeptiden aus Pseudomonas putida Gpo1l
funktionell zusammenwirkende, Alkane oxidierende Oxidoreduktase. Zur optimalen Versorgung
der AlkB-Alkanhydroxylase mit Elektronen ist es bevorzugt, dass die Zelle die Alkanhydroxylase
zusammen mit funktionell mit ihr wechselwirkenden Hilfsproteinen, bevorzugt AIkG und/oder
AIKT oder jeweils Varianten davon exprimiert wird, wobei es sich in einer besonders
bevorzugten Ausflihrungsform wiederum um AIKG (CAB54052.1)- und AIKT (CAB54063.1)-

Polypeptide aus Pseudomonas putida Gpo1 handelt.

Bei der Verwendung eines Ganzzellkatalysators kann sich das Problem stellen, dass ein
Substrat mit einem intrazellular lokalisierten Enzym in Kontakt gebracht werden muss, damit es
zur erwinschten Reaktion kommt. Im Falle langkettiger Alkane und Derivate davon ist
bevorzugt, dass der Ganzzellkatalysator ein Polypeptid der AlkL-Familie aufweist. AIKL ist ein
Membranprotein aus Pseudomonas putida, das langkettige Fettsduren und Derivate davon in
bakterielle Zellen importieren kann. In einer bevorzugten Ausfilhrungsform handelt es sich bei
einem ,Polypeptid der AlkL-Familie, wie hierin verwendet, um ein Polypeptid, das Uber eine
Lange von 230 aufeinander abfolgenden Aminosauren eine wenigstens 80, bevorzugt 90, noch
bevorzugter 90%ige Sequenzidentitdt zu AIkL aus Pseudomonas putida (Datenbankcode
CAB69081) oder eine Variante von AIKL aus Pseudomonas putida und bevorzugt die Fahigkeit
aufweist, den Import von langkettigen Alkanen ins Innere einer Zelle zu unterstiitzen. In einer
weiteren Ausflihrungsform handelt es sich bei einem ,Polypeptid der AlkL-Familie®, wie hierin
verwendet, um eine in der duReren Membran eines Gram-negativen Bakteriums lokalisiertes
Polypeptid, welches das Sequenzmotiv DXWAPAXQ(V/A)GXR, aufweist, wobei X eine
proteinogene Aminosaure darstellt, und bevorzugt zusatzlich AlkL aus Pseudomonas putida
(Datenbankcode CAB69081) oder eine Variante davon ist. Beispielhafte Mitglieder der AlkL-
Familie umfassen AIkL aus Pseudomonas putida (Datenbankcode CAB69081), Marinobacter
aquaeolei VT8 (Datenbankcode YP_957722), Oceanicaulis alexandri HTCC2633
(Datenbankcode ZP_00953584), Marinobacter manganoxydans Mnl7-9 (Datenbankcode
ZP_09158756), Caulobacter sp. K31 (Datenbankcode YP_001672217), Pseudomonas

oleovorans (Datenbankcode Q00595) und Varianten davon.

Die Lehre der vorliegenden Erfindung kann nicht nur unter Verwendung von Makromolekilen

mit der exakten Aminosaure- oder Nukleinsduresequenz, auf die hierin Bezug genommen wird,
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bzw. nicht nur unter Verwendung von einer Zelle mit relativ zum jeweiligen Wildtyp verringerter
Aktivitdt eines Polypeptides mit der exakten Aminosduresequenz, auf die hierin Bezug
genommen wird, ausgefihrt werden, sondern auch unter Verwendung einer Variante derartiger
Makromolekiile oder von einer Zelle mit einer relativ zum jeweiligen Wildtyp der jeweiligen Zelle
verringerten Aktivitat einer Variante des Polypeptids, die durch Deletion, Addition oder
Substitution einer oder mehr als einer Aminosauren oder Nukleinsduren erhalten werden kann.
In einer bevorzugten Ausfihrungsform bedeutet der Begriff ,Variante® einer
Nukleinsduresequenz oder Aminosduresequenz, im Folgenden gleichbedeutend und
austauschbar mit dem Begriff ,Homologon® gebraucht, wie hierin verwendet, eine andere
Nukleinsaure- oder Aminosauresequenz, die eine Sequenz umfasst oder darstellt, welche mit
Hinblick auf die entsprechende ursprlingliche Wildtyp-Nukleinsaure- oder
-aminosauresequenz eine Homologie, hier gleichbedeutend mit Identitat verwendet, von 70, 75,
80, 85, 90, 92, 94, 96, 98, 99 % oder mehr Prozent aufweist, wobei bevorzugt andere als die
das katalytisch aktive Zentrum ausbildende Aminosdauren oder fur die Struktur oder Faltung
essentielle Aminosauren deletiert oder substituiert sind oder solche lediglich konservativ
substituiert sind, beispielsweise ein Glutamat statt einem Aspartat oder ein Leucin statt einem
Valin. Der Stand der Technik beschreibt Algorithmen, die verwendet werden kdnnen, um das
Ausmaf’ von Homologie von zwei Sequenzen zu berechnen, z. B. Arthur Lesk (2008),
Introduction to bioinformatics, 3™ edition. In einer weiteren bevorzugteren Ausfiihrungsform der
vorliegenden Erfindung weist die Variante einer Aminosdure- oder Nukleinsauresequenz,
bevorzugt zusatzlich zur oben genannten Sequenzhomologie, im Wesentlichen die gleiche
enzymatische Aktivitdt des Wildtypmolekiils bzw. des urspriinglichen Molekils auf. Zum
Beispiel weist eine Variante eines als Protease enzymatisch aktiven Polypeptids die gleiche
oder im Wesentlichen die gleiche proteolytische Aktivitat wie das Polypeptidenzym auf, d.h. die
Fahigkeit, die Hydrolyse einer Peptidbindung zu katalysieren. In einer besonderen
Ausfuhrungsform bedeutet der Begriff ,im Wesentlichen die gleiche enzymatische Aktivitat* eine
Aktivitdt mit Hinblick auf die Substrate des Wildtyp-Polypeptids, die deutlich {ber der
Hintergrundaktivitat liegt oder/und sich um weniger als 3, bevorzugter 2, noch bevorzugter eine
Grélienordnung von den Ky- und/oder k.o-Werten unterscheidet, die das Wildtyppolypeptid mit
Hinblick auf die gleichen Substrate aufweist. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform
umfasst der Begriff ,Variante® einer Nukleinsdure- oder Aminosauresequenz wenigstens einen
aktiven Teil/oder Fragment der Nukleinsdure- bzw. Aminosduresequenz. In einer weiteren
bevorzugten Ausfihrungsform bedeutet der Begriff ,aktiver Teil, wie hierin verwendet, eine

Aminosauresequenz oder eine Nukleinsduresequenz, die eine geringere als die volle Lange der
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Aminosauresequenz aufweist bzw. flr eine geringere als die volle Lange der
Aminosduresequenz  kodiert, wobei die Aminosauresequenz oder die kodierte
Aminosduresequenz  mit geringerer Lange als der Wildtyp-Aminosduresequenz im
Wesentlichen die gleiche enzymatische Aktivitat wie das Wildtyppolypeptid oder eine Variante
davon aufweist, beispielsweise als Protease. In einer besonderen Ausfiihrungsform umfasst der
Begriff ,Variante” einer Nukleinsdure eine Nukleinsdure, deren komplementarer Strang,
bevorzugt unter stringenten Bedingungen, an die Wildtyp-Nukleinsdure bindet. Die Stringenz
der Hybridisierungsreaktion ist flir den Fachmann leicht bestimmbar und hangt im Allgemeinen
von der Lange der Sonde, den Temperaturen beim Waschen und der Salzkonzentration ab. Im
Allgemeinen bendtigen langere Sonden héhere Temperaturen zum Hybridisieren, wohingegen
kirzere Proben mit geringen Temperaturen auskommen. Ob Hybridisierung stattfindet, hangt im
Allgemeinen von der Fahigkeit der denaturierten DNA ab, an komplementdre Strange zu
annellieren, die in ihrer Umgebung vorhanden sind, und zwar unterhalb der Schmelztemperatur.
Die Stringenz von Hybridisierungsreaktion und entsprechende Bedingungen sind ausflhrlicher
in F M Ausubel (1995), Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons, Inc.
beschrieben. Anleitungen zur ldentifizierung von DNA-Sequenzen mittels Hybridisierung findet
der Fachmann unter anderem im Handbuch “The DIG System Users Guide for Filter
Hybridization“ der Firma Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Deutschland, 1993) und bei
Liebl et al. (International Journal of Systematic Bacteriology 41: 255-260 (1991)). Die
Hybridisierung findet in einer bevorzugten Ausfiihrungsform unter stringenten Bedingungen
statt, das heifl3t, es werden nur Hybride gebildet, bei denen Sonde und Zielsequenz, d. h. die mit
der Sonde behandelten Polynukleotide, mindestens 70% identisch sind. Es ist bekannt, dass
die Stringenz der Hybridisierung einschliel3lich der Waschschritte durch Variieren der
Pufferzusammensetzung, der Temperatur und der Salzkonzentration beeinflusst bzw. bestimmt
wird. Die Hybridisierungsreaktion wird im Allgemeinen bei relativ niedriger Stringenz im
Vergleich zu den Waschschritten durchgefiihrt (Hybaid Hybridisation Guide, Hybaid Limited,
Teddington, UK, 1996). Fir die Hybridisierungsreaktion kann beispielsweise ein Puffer
entsprechend 5x SSC-Puffer bei einer Temperatur von ca. 50°C - 68°C eingesetzt werden.
Dabei kénnen Sonden auch mit Polynukleotiden hybridisieren, die weniger als 70% ldentitat zur
Sequenz der Sonde aufweisen. Solche Hybride sind weniger stabil und werden durch Waschen
unter stringenten Bedingungen entfernt. Dies kann beispielsweise durch Senken der
Salzkonzentration auf 2x SSC und gegebenenfalls nachfolgend 0,5x SSC (The DIG System
User's Guide for Filter Hybridisation, Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland, 1995)

erreicht werden, wobei eine Temperatur von in der Reihenfolge zunehmender Bevorzugung ca.
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50°C - 68°C, ca. 52°C — 68°C, ca. 54°C — 68°C, ca. 56°C — 68°C, ca. 58°C - 68°C, ca. 60°C —
68°C, ca. 62°C — 68°C, ca. 64°C — 68°C, ca. 66°C — 68°C eingestellt wird. Temperaturbereiche
von ca. 64°C — 68°C oder ca. 66°C — 68°C werden bevorzugt. Es ist gegebenenfalls moglich die
Salzkonzentration bis auf eine Konzentration entsprechend 0,2 x SSC oder 0,1 x SSC zu
senken. Durch schrittweise Erhdhung der Hybridisierungstemperatur in Schritten von ca. 1 —
2°C von 50°C auf 68°C kdnnen Polynukleotidfragmente isoliert werden, die beispielsweise in
der Reihenfolge zunehmender Bevorzugung mindestens 70% oder mindestens 80% oder
mindestens 90%, mindestens 91%, mindestens 92%, mindestens 93%, mindestens 94%,
mindestens 95%, mindestens 96%, mindestens 97%, mindestens 98% oder mindestens 99%
Identitdt zur Sequenz des eingesetzten Nukleinsduremolekiils. Weitere Anleitungen zur
Hybridisierung sind in Form sogenannter Kits am Markt erhaltlich (z.B. DIG Easy Hyb von der
Firma Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland, Catalog No. 1603558). In einer
bevorzugten Ausfiihrungsform umfasst der Begriff ,Variante® einer Nukleinsdure, wie hierin
verwendet, eine beliebige Nukleinsduresequenz, die fiir die gleiche Aminosauresequenz wie die
urspriingliche Nukleinsdure oder eine Variante dieser Aminosauresequenz im Rahmen der

Degeneriertheit des genetischen Codes kodiert.

In einer bevorzugten Ausflihrungsform weist die erfindungsgemaf verwendete Zelle eine ihrem
Wildtyp gegenlber verringerte Aktivitat wenigstens eines Enzyms aufweist, das eine der
Reaktionen der g-Oxidation von Fettsauren katalysiert, wobei es sich bevorzugt um ein Enzym
aus der Gruppe handelt, die Fettsdure-CoA-Ligase, Acyl-CoA-Dehydrogenase, 2,4-Dienoyl-
CoA-Reduktase, Enoyl-CoA-Hydratase and 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase, einen Fettsdureimporter
oder Varianten davon umfasst. Die B-Oxidation von Fettsduren ist ein weit verbreiteter
Stoffwechselweg, der es prokaryontischen und eukaryontischen Organismen gleichermalen
erlaubt, Fettsduren zu oxidieren und die darin enthaltene chemische Energie dem Stoffwechsel
verfigbar zu machen. Im weiteren Sinn beginnt sie mit der Aufnahme einer Fettsaure in die
Zelle. Dort wird die Fettsaure, sofern die Bedingungen es erfordern, zunachst an der -Position
des CoA-Fettsdureesters durch eine Acyl-CoA-Dehydrogenase, im Falle von E. coli FadE,
oxidiert. Ein ahnliches Molekill kann alternativ auch aus einer doppelt ungesattigten Fettsdure
durch Reduktion mittels einer 2,4-dienoyl-CoA-Reduktase, bei E. coli FadH, gebildet werden.
Ein multifunktionelles Enzym, die Enoyl-CoA-Hydratase/3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase,
bei E. coli FadB, katalysiert anschlieend die Hydratisierung unter Bildung des sekundaren
Alkohols und dessen anschlieRende Oxidation zum Keton. Im letzten Schritt katalysiert eine 3-

Ketoacyl-CoA-Thiolase, im Falle von E. coli FadA, die Spaltung des Ketoacyl-CoA mit dem
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Ergebnis, dass Acetyl-CoA und ein im Vergleich zum Ausgangsmolekil um zwei
Kohlenstoffatome verkirzter CoA-Ester der Fettsdure freigesetzt werden. Sofern es sich nicht
ebenfalls um Acetyl-CoA handelt, kann letzterer erneut in den B-Oxidationszyklus eingespeist
und unter Oxidation verkirzt werden. An der Regulation der f-Oxidation von Fettsauren ist auch
FadR beteiligt, ein Regulator des Fad-Operons, der die fiir den Abbau von Fettsduren
erforderlichen Gene umfasst, ohne dass FadR eine Reaktion der B-Oxidation katalysieren
wirde. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird unter dem Begriff ,Enzym, das eine der
Reaktionen der B-Oxidation von Fettsauren katalysiert ein jegliches Enzym verstanden, das
direkt mit dem Fettsduresubstrat oder einem auf dem Weg zum Acetyl-CoA daraus
entstehenden Molekil wechselwirkt, bevorzugt es als Substrat erkennt, und seine Umwandlung
zu einem auf diesem Abbauweg naher am Acetyl-CoA liegenden Stoffwechselprodukt
katalysiert, bevorzugt einschliefdlich des Fettsaureimporters, der die Aufnahme der Fettsaure in
die Zelle bewerkstelligt. Beispielsweise zahlt zu diesen Enzymen nach der vorangegangenen
Definition die Acyl-CoA-Dehydrogenase, da sie mit dem Fettsaure-CoA-Ester wechselwirkt und
dessen Umwandlung zum Enyol-CoA katalysiert, das auf dem Stoffwechselweg der B-Oxidation
naher am Acetyl-CoA liegt als der Fettsaure-CoA-Ester. In einer besonders bevorzugten
Ausflihrungsform wird unter dem Begriff ,Enzym, das eine der Reaktionen der B-Oxidation von
Fettsauren katalysiert®, wie hierin verwendet, jedes Enzym aus der Gruppe verstanden, die die
Genprodukte FadA, FadB, FadD, FadL und FadE aus E. coli und/oder deren Varianten oder
Homologa aus anderen Organismen umfasst. Die Genprodukte FadA, FadB, FadD, FadL und
FadE aus E. coli ebenso wie Varianten und Homologa aus =zahlreichen weiteren
biotechnologisch nutzbaren Organismen und ihre Nukleinsdure- und Polypeptidssequenzen
sind im Stand der Technik beschrieben, beispielsweise FadA unter Zugangsnummer
AP009048.1, FadB unter Zugangsnummer BAE77457.1, FadD unter Zugangsnummer
BAA15609.1, und FadE unter Zugangsnummer BAA77891.2. Der Stand der Technik offenbart
zahlreiche Tests, die speziell fur die Messung der Aktivitat von Enzymen geeignet sind, die eine
der Reaktionen der p-Oxidation von Fettsauren katalysieren, beispielsweise in K Kameda & W
D Nunn (1981) J. Biol. Chem. 256, 5702-5707, Hi Marrakchi, W E DeWolf, C Quinn, J West, B J
Polizzi, C Y So et al. (2003) Biochem. J. 370, 1055-1062, Lobo et al. (2001) und X Yu, T Liu, F
Zhu, and C Khosla (2011) PNAS, elektronische Veroffentlichung vor Drucklegung.

Fir die Effektivitat des erfindungsgemalien Ganzzellkatalysators ist es von Vorteil, wenn das

umzusetzende Substrat, bevorzugt die Carbonsaure oder Dicarbonsdure oder ein Monoester
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davon, leicht mit den erfindungsgemal erforderlichen Enzymen, die im Inneren des
Ganzzellkatalysators lokalisiert sind, in Kontakt treten kann. Entscheidend ist daher, dass das
Substrat ins Innere der Zelle gelangen kann. Um dies zu erleichtern, ist bevorzugt, dass der
Ganzzellkatalysator einen Fettsaureimporter, im Falle eines bakteriellen, insbesondere Gram-
negativen Ganzzellkatalysators, besonders bevorzugt den Fettsaureimporter FadL
(Datenbankcode: BAA16205.1) oder eine Variante exprimiert, bevorzugt in einer Konzentration
und mit einer Aktivitdt, die gegenuber der Aktivitat des Wildtyps des entsprechenden
Ganzzellkatalysators erhoht ist. Der Erhohung der Aktivitat eines Polypeptids gegeniiber dem
Wildtyp der Zelle kann Uber verschiedene, dem Fachmann routinemaRig zugangliche Wege
erreicht werden, beispielsweise den Einbau zusatzlicher, funktionell mit einem Promotor
verbundener Kopien der fiir das Polypeptid kodierenden Nukleotidsequenz oder den Austausch

des nattirlichen gegen einen starkeren Promotor.

Es hat sich gezeigt, dass die Amine und Diamine erfindungsgemalf’ in hoherer Ausbeute und
Reinheit produziert werden, wenn der Hintergrund an im Ganzzellkatalysator endogen
exprimierten Enzymen derart optimiert ist, dass die Aktivitdt von endogenen Enzymen verringert
oder ausgeschaltet ist, die Edukte, Zwischenprodukte oder Produkte des erfindungsgemafien
Verfahrens oder unter Verwendung der erfindungsgemaflen Zelle, bevorzugt Methylester von
w-Aminocarbonsauren, o-Hydroxycarbonsauren, o-Oxocarbonsauren und Dicarbonsauren, auf
Stoffwechselwegen abbauen oder anderweitig modifizieren, die von der Entstehung des
erwlnschten Produktes wegfiihren. Vor diesem Hintergrund kann es vorteilhaft sein, wenn es
sich bei dem erfindungsgemalRen Ganzzellkatalysator um eine Zelle handelt, die ihrem Wildtyp
gegenlber eine verringerte Aktivitdt der Esterase BioH [Datenbankcode YP_492020.1] oder
einer Variante davon aufweist. Derartige Zellen mit verringerter BioH-Aktivitat, ihre Herstellung
und Tests zur Aktivitatsbestimmung sind in der Europaischen Patentanmeldung EP 12007663.3

beschrieben.

Fir den Fall, dass als Carbonsadure, Dicarbonsdure oder Monoester davon Mischungen von
Verbindungen eingesetzt werden, bei denen die endstindigen Carboxygruppen in hohem
Malde, bevorzugt zu wenigstens 50, 60, 70, 80, 90, 95 oder 99 Prozent in Form eines Esters
vorliegt, beispielsweise aus Griinden der besseren Verfligbarkeit dieser Substrate oder der
Toxizitat freier Carbonsauren oder Dicarbonsauren, kann der Monoester durch teilweise oder
vollstandige Hydrolyse von vollstandig veresterten Dicarbonsduren bzw. die freie Carbonsaure

durch teilweise oder vollstandige Hydrolyse von vollstdndig veresterten Carbonsduren
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bereitgestellt werden. Fir diesen Fall es vorteilhaft sein, die Kapazitat der Zelle zur
Esterhydrolyse durch Uberexpression einer geeigneten Esterase zu steigern. In einer
bevorzugten Ausfiihrungsform wird dazu die Aktivitat der Esterhydrolase BioH oder einer
Variante davon gegeniber dem Wildtyp des eingesetzten Ganzzellkatalysators erhdht,
besonders bevorzugt durch Uberexpression. Der entsprechende Monoester und/oder die
unveresterte Carbonsaure oder Dicarbonsaure wird dann in situ durch Esterhydrolyse
bereitgestellt. Die teilweise oder vollstandige Hydrolyse einer vollstandig veresterten
Dicarbonsaure kann auch durch chemisch katalysierte Hydrolyse erfolgen, beispielsweise bei

niedrigen pH-Werten.

Der erfindungsgemalle Ganzzellkatalysator kann in einem Verfahren zur Umsetzung von einer
Carbonsaure oder Dicarbonsaure oder eines Monoesters davon zum entsprechenden Amin
oder Diamin, bevorzugt eingesetzt werden, wobei es sich bei der Carbonsdure oder

Dicarbonsaure oder dem Monoester davon um eine Verbindung der Formel (1)
R'-A-COOR? ()

handelt, wobei R' aus der Gruppe ausgewihlt ist, die -H und COOR® umfasst, wobei R? und R®
jeweils und unabhangig voneinander aus der Gruppe ausgewahlt sind, die H, Methyl, Ethyl und
Propyl umfasst, mit der MaRgabe, dass wenigstens einer der Reste R? und R® H ist, wobei A
eine unverzweigte, verzweigte, lineare, zyklische, substituierte oder unsubstituierte
Kohlenwasserstoffgruppe mit wenigstens vier Kohlenstoffatomen darstellt. In einer bevorzugten
Ausfihrungsform  handelt es sich bei A um eine Struktur der Formel
-(CHa)n-, wobei n bevorzugt 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29 oder 30 ist. In einer bevorzugtesten Ausfiihrungsform handelt es sich bei
der Carbonsaure oder Dicarbonsdure um Laurinsdure oder w-Carboxylaurinsdure. In einer
weiteren bevorzugtesten Ausfihrungsform handelt es sich bei der Carbonsdure um eine
Carbonsaure der Formel CH3-(CH;),-COOH, wobei n bevorzugt 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 oder 30 ist, bevorzugt um
Hexansaure oder Decansaure. In einer weiteren bevorzugtesten Ausfihrungsform handelt es
sich bei der Carbonsaure oder Dicarbonsdure um eine Dicarbonsdure der der Formel HOOC-
(CH2),-COOH, wobei n bevorzugt 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 oder 30 ist, bevorzugt um w-Carboxyhexansdure oder -

Carboxydecansaure. In einer weiteren bevorzugtesten Ausfiihrungsform handelt es sich bei der
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Carbonsaure oder Dicarbonsaure um o-Carboxytetradecansaure. Entsprechend handelt es sich
bei dem erfindungsgemal} hergestellten Amin bzw. Diamin bevorzugt um eine Verbindung der
Formel CH3-(CH,),-NH, bzw. NH,-(CH,),-NH, wobei n jeweils bevorzugt 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12,13, 14, 15,16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 oder 30 ist.

Mit Hinblick auf die Carbonsaure oder Dicarbonsaure oder den Monoester davon wie auf jede in
dieser Anmeldung beschriebene chemische Verbindung gilt, dass die jeweilige angegebene
Formel samtliche Salze, protonierte oder deprotonierte der jeweiligen Verbindung umfasst.
Beispielsweise umfasst die Laurinsdure nicht nur die protonierte Form, sondern auch das Salz

Laureat mit sdmtlichen Kationen, beispielsweise Natriumlaureat.

Das erfindungsgemalle Verfahren erfordert, dass die fir das erfindungsgemafie Verfahren
eingesetzten Enzyme, optional in Form des erfindungsgemalien Ganzzellkatalysators
bereitgestellt, mit der Carbonsaure oder Dicarbonsaure oder dem Monoester davon in einer
wassrigen Losung kontaktiert werden. In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird unter dem
Begriff ,Kontaktieren®, wie hierin verwendet, verstanden, dass das jeweilige Enzyme in
unmittelbaren Kontakt mit seinem Substrat gelangt, insbesondere ohne dass physikalische
Barrieren wie impermeable Membranen oder dergleichen zwischengeschaltet sind. Das
Kontaktieren geschieht im einfachsten Fall dadurch, dass das Substrat zu einer wassrigen

Ldsung gegeben wird, in der sich das Enzym oder der Ganzzellkatalysator befindet.

Zur Ausfihrung der erfindungsgemafien Lehre eignet sich eine Reaktionsmischung umfassend
den erfindungsgemalien Ganzzellkatalysator 8 in wassriger Losung sowie eine Carbonsaure
oder Dicarbonséure oder einen Monoester davon der Formel (1), wobei R' aus der Gruppe
ausgewahlt ist, die -H COOR?® umfasst, wobei R? und R® jeweils und unabhangig voneinander
aus der Gruppe ausgewahlt sind, die H, Methyl, Ethyl und Propyl umfasst, mit der Maflgabe,
dass wenigstens einer der Reste R? und R® H ist, wobei A eine unverzweigte, verzweigte,
lineare, zyklische, substituierte oder unsubstituierte Kohlenwasserstoffgruppe mit wenigstens
vier Kohlenstoff darstellt, bevorzugt die Formel - (CH;), -, wobei n wenigstens 4, besonders
bevorzugt wenigstens 10 ist. Die wassrige L&sung muss, beispielsweise mit Hinblick auf
Zusammensetzung, pH-Wert und Temperatur, dabei derart beschaffen sein, dass sie die
Lebensfahigkeit oder zumindest die katalytische Fahigkeit des Ganzzellkatalysators wenigstens
zeitweilig unterstiitzt. Dem Fachmann sind zahlreiche als wassrige Ldsung geeignete wassrige

Kulturmedien bekannt, die fir die Erhaltung oder Kultivierung von Zellen, insbesondere
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biotechnologisch bedeutsamer Zellen, geeignet sind. Darunter fallen gleichermaf3en Vollmedien
wie LB-Medien, Minimalmedien wie M9-Medien sowie Selektivmedien, beispielsweise solche,
die eine hohe Salzkonzentration enthalten und daher nur das Wachstum halophiler oder
zumindest halotoleranter Organismen ermdglichen. In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird
unter dem Begriff ,wassriges Kulturmedium®, wie hierin verwendet, ein Reaktionsmedium auf
Wasserbasis verstanden, das mit Hinblick auf samtliche relevante Faktoren, insbesondere pH-
Wert, Salzgehalt und Temperatur, derart beschaffen ist, das es die Lebensfahigkeit darin
enthaltener Zellen, bevorzugt Mikroorganismen, erhalt oder fordert und sowohl wassriges
Kulturmedium als auch hydrophobe organische Phase in flissiger Form vorliegen. Die
Temperaturanspriche verschiedener biotechnologisch  bedeutsamer Zellen kdnnen
mikrobiologischen und molekularbiologischen Lehrbichern entnommen werden, z.B.
Fuchs/Schlegl, 2008. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform liegt der pH-Wert des wassrigen
Kulturmediums zum Zeitpunkt des Kontaktierens zwischen 4 bis 9, bevorzugter zwischen 4,5
bis 8,5, am bevorzugtesten zwischen 6,5 und 7,5. In einer weiteren bevorzugten
Ausfuhrungsform liegt die Temperatur zwischen 0 und 45 °C, bevorzugter zwischen 15 und 40
°C, am bevorzugtesten zwischen 20 und 37 °C. Die Reaktionsmischung ist typischerweise in
einem Fermenter enthalten. Als Fermenter kann ein jedes Reaktionsgefaly fungieren, das
sterilisiert, bevorzugt autoklaviert werden kann und die Anzucht des Ganzzellkatalysators,
Bellftung und Steuerung der Reaktionsbedingungen, beispielsweise des Sauerstoffgehalts und

der Temperatur, erlaubt.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform umfasst die Reaktionsmischung zusatzlich zur
wassrigen Losung eine hydrophobe organische Phase. Diese kann ein organisches
Lésungsmittel und/oder einen hydrophoben flissigen Kationenaustauscher zur Entfernung der
o-Aminofettsdure aus der wassrigen Losung umfassen. Geeignete Ldsungsmittel und

Kationenaustauscher sind in der EP11191520.3 beschrieben.

Die vorliegende Erfindung wird weiterhin durch die folgenden Figuren und nicht
beschrankenden Beispiele veranschaulicht, denen weitere Merkmale, Ausfiihrungsformen,

Aspekte und Vorteile der vorliegenden Erfindung entnommen werden kénnen.

Abbildung 1: Nachweis von Mono- und Diaminen in der Fermentationsbriihe des Stammes
E.coli W3110 pACYC{Placuv5}carA_Ms-npt_Noc] / pJ281_alaDH_B.s._ TA C.v.(ct) nach
21,75h Prozesszeit.
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Beispiel 1

Herstellung eines Expressionsvektors fiir die Expression der Gene MSMEG_2956 aus
Mycobacterium smegmatis und npt aus Nocardia sp.

Zur Herstellung von Vektoren flir die Coexpression von MSMEG_2956 (carA, SEQ ID Nr. 1),
aus Mycobacterium smegmatis kodierend flr eine Fettsdurereduktase (YP_887275.1) und mit
npt (SEQ ID Nr. 2) aus Nocardia sp. kodierend fiir eine die Fettsdurereduktase
phosphopantheteinylierenden Phosphopantheteinyl-Transferase (ABI83656.1) wurden beide
Gene mittels PCR unter Einbringung homologer Bereiche zur Rekombinationsklonierung
amplifiziert. Dabei diente genomische DNA des Spenderorganismus fiir die Amplifikation des
Gens MSMEG_2956 und ein synthetisiertes DNA-Fragment flir die Amplifikation des Gens npt
als Vorlage. Die Gene liegen unter Kontrolle eines lacuv5-Promotors (SEQ ID Nr. 3), der
ebenfalls mittels PCR ausgehend von einem vorhandenen Vektor unter Einbringung homologer
Bereiche flir die Rekombinationsklonierung amplifiziert wurde.

Dabei kamen folgende Oligonukleotide zum Einsatz:

Plac_H1_fw: 5-TTATGCGACTCCTGCTGGCTATGGTGGGATTTCC-3' (SEQ ID Nr. 4)
Plac_H2_rv: 5-GATCGTCATATGCCACTCTCCTTGGTTCC-3* (SEQ ID Nr. 5)

carA_H2_fw: 5-TGGCATATGACGATCGAAACGCGCG-3‘ (SEQ ID Nr. 6)
carA_H3_rv: 5-TCCTTCTCTTACAGCAATCCGAGCATCT-3' (SEQ ID Nr. 7)

npt_H3_fw: 5-GCTGTAAGAGAAGGAGTTCTATCATGATCGAG-3' (SEQ ID Nr. 8)
npt_H4_rv: 5-GCAGCCTAGGTTAATTTATCAGGCGTACGCGATCG-3' (SEQ ID Nr. 9)

Folgende Parameter wurden fir die PCR zur Amplifikation des P und des Gens npt
eingesetzt: 1 x: initiale Denaturierung, 98°C, 0:30 min; 35 x: Denaturierung, 98°C, 0:10 min,
Annealing, 55°C, 0:20 min; Elongation, 72°C, 0:15 min; 1 x: terminale Elongation, 72 °C, 10
min. Fur die Amplifikation des Gens MSMEG_2956 wurden folgende Parameter eingesetzt: 1 x:
initiale Denaturierung, 98°C, 0:30 min; 35 x: Denaturierung, 98°C, 0:10 min, Annealing, 65°C,
0:20 min; Elongation, 72°C, 1 min; 1 x: terminale Elongation, 72 °C, 10 min. Fir die
Amplifikation wurde der Phusion™ High-Fidelity Master Mix von New England Biolabs
(Frankfurt) entsprechend den Empfehlungen des Herstellers verwendet. Jeweils 50 yl der PCR-

Reaktionen wurden anschlieRend auf einem 1%igen TAE-Agarosegel aufgetrennt. Die
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Durchfiihrung der PCR, der Agarose-Gel-Elektrophorese, Ethidiumbromidfarbung der DNA und
Bestimmung der PCR-Fragmentgréfden erfolgte in dem Fachmann bekannter Art und Weise. In
allen Fallen konnten PCR-Fragmente der erwarteten Grofde amplifiziert werden. Diese betrugen
Piacws 325 Basenpaare, MSMEG_ 2956 3,5 Kilobasenpaare und npt 718 Basenpaare. Zur
Isolierung der DNA aus dem Agarosegel wurde die Ziel-DNA mit einem Skalpell aus dem Gel
herausgeschnitten und mit dem QiaQuick Gel extraction Kit nach Anleitung des Herstellers
(Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden in einen EcoNI- und
Pacl-geschnittenen Vektor pACYCDuet-1 (Merck, Darmstadt) mittels Rekombination unter
Verwendung des Geneart® Seamless Cloning and Assembly Kit nach Anleitung des Herstellers
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) kloniert. Die Transformation chemisch kompetenter
E.coli DH10p (New England Biolabs, Frankfurt) erfolgte nach dem Fachmann bekannter Art und
Weise. Die korrekte Insertion der Zielgene wurde durch Restriktionsanalyse tberprift und die
Authentizitdt der eingebrachten Genedurch DNA-Sequenzierung bestatigt. Der fertiggestellte
Expressionsvektor wurde als pACYC{Placuv5}[carA_Ms-npt_Noc] (SEQ ID Nr. 10) bezeichnet.

Beispiel 2

Herstellung eines Expressionsvektors fiur die Co-Expression der Gene ald aus Bacillus
subtilis und Cv2025 aus Chromobacterium violaceum

Zur Herstellung eines E. coli-Expressionsvektors flir die Gene ald (SEQ ID Nr. 11) aus Bacillus
subtilis kodierend fiir eine Alanindehydrogenase (NP_391071.1) und Cv_2025 (SEQ ID Nr. 12)
aus Chromobacterium violaceum kodierend flir eine Transaminase (NP_901695.1) wurde das
Gen ald aus Bacillus subtilis im Austausch gegen das Gen ald aus Bacillus sphaericus in den
E.coli-Expressionsvektor pJ281_alaD_Bsp_TA_C.v.(ct) (Sequenz und Herstellung vergleiche
Beispiel 1 der WO/2013/024114 und die dort aufgefiihrte SEQ ID Nr. 17) kloniert. Das Gen ald
aus Bacillus subtilis wurde per PCR aus chromosomaler DNA des Stammes Bacillus subtilis str.

168 amplifiziert. Dabei kamen folgende Oligonukleotide zum Einsatz:

alaDH_pCR22_fw: 5-ATGATCATAGGGGTTCCTAAAGAG-3’
(SEQ ID Nr. 13)

alaDH_pCR22_rev: 5-TTAAGCACCCGCCACAGATG-3'
(SEQ ID Nr. 14)
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Folgende Parameter wurden flir die PCR eingesetzt: 1x: initiale Denaturierung, 98 °C, 0:30 min;
35 x: Denaturierung, 98 °C, 0:10 min, Annealing, 65°C, 0:30 min; Elongation, 72 °C, 0:20 min; 1
x: terminale Elongation, 72 °C, 10 min. Fiir die Amplifikation wurde der Phusion™ High-Fidelity
Master Mix von New England Biolabs (Frankfurt) entsprechend den Empfehlungen des
Herstellers verwendet. Jeweils 50 uyl der PCR-Reaktionen wurden anschlieRend auf einem
1%igen TAE-Agarosegel aufgetrennt. Die Durchfihrung der PCR, der Agarose-
Gelelektrophorese, Ethidiumbromidfarbung der DNA und Bestimmung der PCR-
FragmentgréfRen erfolgte in dem Fachmann bekannter Art und Weise. Das PCR-Fragment
zeigte die erwartete Gré3e von 1137 Basenpaaren und wurde mit dem Quick PCR Purification
Kit von Qiagen (Hilden) nach Angaben des Herstellers aus dem PCR-Ansatz aufgereinigt. Fir
die Ligation des PCR Produkies mit dem Vektor wurden 5-Phosphate mit Hilfe der
Polynukleotidkinase (New England Biolabs, Frankfurt) an das PCR-Produkt angehangt. Dabei
wurde die Empfehlung des Herstellers befolgt.

Der Vektor wurde mit den Restriktionsendonukleasen Hindlll und Ndel verdaut, wodurch das
enthaltene Gen Bacillus sphaericus ald entfernt wurde. Der Ansatz des Restriktionsverdaus
wurde auf einem 1%igen TAE-Agarosegel aufgetrennt. Es konnten zwei Banden mit den
Gréflien 5696 bp und 1124 bp identifiziert werden. Zur Isolierung der Vektor-DNA aus dem
Agarosegel wurde die DNA-Bande von 5696 bp mit einem Skalpell aus dem Gel isoliert und mit
dem Quick Gel Extraction Kit von Qiagen (Hilden) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.
Fiir die Erzeugung von glatten Enden wurden die 5-Uberhénge der aufgereinigten Vektor-DNA
mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der DNA-Polymerase | (New England Biolabs, Frankfurt)
aufgefillt. Dabei wurden die Angaben des Herstellers befolgt. Das DNA-Fragment Bacillus
subtilis ald mit 5-Phosphatresten wurde in den Vektor mit glatten Enden ligiert. Der
fertiggestellte E. coli-Expressionsvektor wurde als pJ281_alaDH_B.s._ TA_C.v.(Ct) (SEQ ID Nr.
15) bezeichnet.

Beispiel 3
Herstellung eines E.coli-Stammes, der die Gene MSMEG_2956 aus Mycobacterium

smegmatis und npt aus Nocardia sp., ald aus Bacillus subtilis und Cv2025 aus
Chromobacterium violaceum liberexprimiert

Zur Erzeugung eines E.coli-Stammes, welcher die Gene MSMEG_2956 aus Mycobacterium
smegmatis kodierend flr eine Fettsaurereduktase (YP_887275.1) und npt aus Nocardia sp.

kodierend flir eine die Fettsaurereduktase phosphopantheteinylierenden Phosphopantheteinyl-
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Transferase (ABI83656.1) in Kombination mit den Genen ald aus Bacillus subtilis kodierend flir
eine Alanindehydrogenase (NP_391071.1) und Cv2025 aus Chromobacterium violaceum
kodierend fiir eine Transaminase (NP_901695.1) coexprimiert, wurde der Stamm E.coli W3110
mit den Plasmiden pACYC{Placuv5}[carA Ms-npt Noc] (SEQ ID Nr. 10) und
pJ281_alaDH_B.s._ TA_C.v.(ct) (SEQ ID Nr. 15) mittels Elektroporation transformiert und auf
LB-Agar-Platten mit Chloramphenicol (50 upg/ml) und Kanamycin (50 pg/ml) ausplattiert.
Transformanten wurden durch Plasmidpraparation und analytische Restriktionsanalyse
beziglich der Prasenz der korrekten Plasmide Uberprift. Der erzeugte Stamm wurde als E.coli
W3110 pACYC{Placuv5}[carA_Ms-npt_Noc] / pJ281_alaDH_B.s._TA_ C.v.(ct) bezeichnet. Der
Stamm wurde verwendet um seine Fahigkeit zur Produktion von Dodekandiamin ausgehend
von Dodekandisdure und Dodecylamin ausgehend von Dodekansdure zu untersuchen. Das
Genprodukt  CarA, eine  Fettsdurereduktase, die durch die (berexprimierte
Phosphopantetheinyltransferase npt aktiviert wird, setzt das Substrat Dodekansdure bzw.
Dodekandisaure zum jeweiligen Aldehyd bzw. Dialdehyd um. Die Funktion des Genproduktes
Cv_2505 besteht darin, das (Di-)aldehyd endstandig zum Dodecylamin bzw. Dodekandiamin
umzusetzten. Der fir die Aminierungsreaktion bendtigte Aminodonor Alanin wird von dem

Genprodukt ald aus Pyruvat zur Verfligung gestellt.

Beispiel 4

Produktion von Dodekandiamin und Dodecylamin durch E.coli Stamme mit einem
Expressionsvektor fiir die Gene MSMEG_2956 aus Mycobacterium smegmatis und npt
aus Nocardia sp. in Kombination mit einem Expressionsvektor fiir die Gene ald aus
Bacillus subtilis und Cv_2025 aus Chromobacterium violaceum

Der in Beispiel 3 erzeugte Stamm wurde verwendet, um seine Fahigkeit zur Produktion von
Dodecylamin und Dodekandiamin zu untersuchen. Die Biotransformation von Dodekansdure
bzw. Dodekandisdure zu Dodecylamin bzw. Dodekandiamin wurde im 8-fach
Parallelfermentationssystem von DASGIP durchgefiihrt. Dabei wurde wie folgt vorgegangen:
Fir die Fermentation wurden 1L-Reaktoren verwendet. Die pH-Sonden wurden mittels einer
Zwei-Punkt-Kalibration mit Mafloésungen von pH 4,0 und pH 7,0 kalibriert. Die Reaktoren
wurden mit 300 mL Trinkwasser befillt und 20 min bei 121°C autoklaviert, um Sterilitat zu
gewahrleisten. Anschlieflend wurden die pO2-Sonden lber Nacht (mindestens 6 h lang) am
DASGIP-System polarisiert. Am nachsten Morgen wurde das Wasser unter der Clean Bench

entnommen und durch 300 mL Hochzelldichtemedium mit 50 mg/L Chloramphenicol und 50
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mg/L Kanamycin ersetzt. Im Folgenden wurden die pO2—Sonden mit einer Einpunki—Kalibration
(Rahrer: 400 rpm / Begasung: 10 sL/h Luft) kalibriert und die Feed-, Korrekturmittel- und
Induktionsmittelstrecken mittels Clean-in-Place gereinigt. Dazu wurden die Schlauche mit 70%
Ethanol, anschliefend mit 1 M NaOH, dann mit sterilem VE-Wasser gesplilt und zuletzt mit den
jeweiligen Medien befiillt.

Der Dodekandiamin und Dodecylamin produzierende E. coli-Stamm wurden zuerst aus der
Kryokultur in LB-Medium (25 mL in einem 100 mL Schikanekolben) mit den oben genannten
Antibiotika Giber Nacht bei 37°C und 200 rpm ca. 18 h lang angezogen. Anschliel3end wurden 2
mL der Kultur in Hochzelldichtemedium (Glucose 15 g/L (30 mL / L einer separat autoklavierten
500 g/L Stammlbésung mit 1% MgSO,*7H,0 und 2,2% NH4CI), (NH,),S04 1,76 g/L, K;HPO,
19,08 g/L, KH,PO, 12,5 ¢/L, Hefeextrakt 6,66 g/L, Trinatriumcitrat-Dihydrat 2,24 g/L,
Ammoniumeisencitrat-Lésung 17 mL/L einer separat autoklavierten 1% igen Stammldsung,
Spurenelementlésung 5 mL/L separat autoklavierten Stammlésung (HCI (37 %) 36,50 g/L,
MnCl,*4H,0 1,91 g/L, ZnSO,*7H,0 1,87 g/L, Ethylendiamintetraessigsaure-Dihydrat 0,84 g/L,
HsBO; 0,30 g/L. Na,MoO,*2H,O 0,25 g/L, CaCl,*2H,O 4,70 g/L, FeSO,*7H,O 17,80 g/L,
CuCly*2H,0 0,15 g/L)) (25 mL in einem 100 mL Schikanekolben) mit den oben genannten
Antibiotika Uberimpft und bei 37°C / 200 rpm weitere 5,5 h lang inkubiert.

Die Reaktoren wurden mit einer optischen Dichte von 0,1 angeimpft indem ein entsprechendes
Volumen der Vorkultur in einer 5 mL Spritze (unter sterilen Bedingungen) aufgezogen wurde
und die Reaktoren mittels Kanile tber ein mit 70% Ethanol lberschichtetes Septum beimpft

wurde.

Folgendes Standardprogramm wurde verwendet:

DO-Regler pH-Regler

Preset 0% Preset |0 ml/h

P 0,1 P 5

Ti 300 s Ti 200 s

Min 0% Min 0 miL/h

Max 100% Max 40 mL/h

X02 (Gas- F

N mischung) (Gasfluss)
(Rotation) |von | bis von | bis von | bis
Wachs- 0% |30% |Wachs- 0% |100% [ Wachs- 15% [80%
tum  und tum und tum  und
Biotrans- | 400 | 1500 (Biotrans- 21 Biotrans- |6 72
formation |rpm |rpm [formation % |21% [formation |sL/h |sL/h
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Script
Trigger
scharf 31% DO (1/60h)
Induktion 2 h nach
IPTG Feedstart
Feedtrigger |50% DO
Feedrate 3 [mL/h]

Das durchgeflihrte Experiment I3sst sich in zwei Phasen gliedern, die Anzucht, bei der die
Zellen eine bestimmte optische Dichte erreichen sollen, und die nachfolgende
Biotransformation, in der nach Zugabe der Substrate Dodekansaure, Olsdure bzw.
Dodekandisaure eine Umsetzung zu Dodecylamin, Oleylamin bzw. Dodekandiamin von in der
Expression gebildeten Enzyme stattfinden soll. Die pH-Werte wurden einseitig mit Ammoniak
(12,5 %) auf pH 6,8 geregelt. Wahrend Anzucht und Biotransformation wurde der geldste
Sauerstoff (DO, dissolved oxygen) in der Kultur Gber Rihrerdrehzahl und Begasungsrate bei
30% geregelt. Die Fermentation wurde als Fed-Batch durchgefiihrt, wobei der Feedstart, 5 g/Lh
Glucosefeed (500 g/L Glucose mit 1% MgSO4*7H,0 und 2,2% NH,CI), iber einen DO-Peak
getriggert wurde. Mit Feedstart wurde auch die Temperatur von vorher 37°C auf 30°C gesenkt.
Die Expression der Transaminase, Alanindehydrogenase, Carbonsaurereduktase und
Phosphopantetheinyltranferase wurde 2 h nach Feedstart durch die automatische Zugabe von 1
mM IPTG induziert. Vor Start der Biotransformation wurde die optische Dichte der Kulturbriihen

bestimmit.

Der Start der Biotransformationsphase erfolgte 1h bzw. 12 h nach Feedstart. Dazu wurden 150
mL oder 75 ml eines Gemisches aus Dodekanséure bzw. Dodekandiséure und Olséure (techn.
90%) als Batch zu der Fermentationsbriihe zugegeben. Um einen Aminogruppendonor flir die
Transaminase zur Verfligung zu stellen, wurde eine halbe Stunde vor Biotransformationsstart 5
mL einer 3M Ammoniumsulfatlésung zu der Fermentationsbriihe zugegeben. Zur Probennahme
wurden 2 mL Fermentationsbriihe aus dem Kessel entnommen und ein Teil davon 1/20 in
einem und in einem Gemisch aus 80% Acetonitril, 20% Wasser und 0,1% Ameisensaure
verdinnt und extrahiert. Proben wurden bei 1.25 h, 2.75 h, 4.25 h, 18.25 h, und 21.75 h nach
Start der Biotransformation von allen Reaktoren genommen. Die Umsatzraten flir Sauerstoff
(OTR = oxygen transfer rate) und Kohlenstoff (CTR = carbon transfer rate) wurden wahrend der
Fermentation Uber die Abgasanalytik an den DASGIP-Systemen bestimmt. Die Fermentation

wurde 21.75 h nach Start der Biotransformation beendet. Der Rihrer, die Begasung, die
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Temperaturregelung und pH-Regelung wurden ausgestellt und die Kessel 5-10 Minuten ruhig

stehen gelassen.

HPLC-ESI/MS-Scan-Methode
Die qualitative Beurteilung der Proben erfolgte mittels HPLC/MS-Kopplung mit hochaufgeltster
MS-Detektion im Scan-Modus.
Dabei kamen folgende Gerate zum Einsatz:
e HPLC Anlage Accela (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
mit Autosampler, quaternarer Pumpe, PDA-Detektor und Saulenofen
e Massenspektrometer LTQ-FT (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
mit ESI-Quelle
e HPLC-Saule: Kinetex C18, 100 x 2,1 mm, PartikelgréRe: 2,6 ym, PorengroRe 100 A

(Phenomenex; Aschaffenburg)

Die Proben wurden vorbereitet, indem 1950 pL Lésungsmittel (80% (v/v) Acetonitril, 20% bidest.
H,O (viv), + 0.1% Ameisensaure) und 50 uL Probe in ein 2-mL-Reaktionsgefald pipettiert
wurden. Das Gemisch wurde ca. 10 Sekunden gevortext und anschliefdend bei ca. 13000 rpm
fiir 5 min zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde mit einer Pipette entnommen.

Die HPLC-Trennung erfolgte mit oben genannter HPLC-S&ule. Das Injektionsvolumen betrug
0,5 uL, die Saulentemperatur 40°C und die Flussrate 0,3 mL/min. Die mobile Phase setzte sich
zusammen aus Eluent A (0,02 %ige (v/v) wassrige Trifluoressigsaure) und Eluent B (Acetonitril

mit 0,015 % (v/v) Trifluoressigsaure). Folgendes Gradientenprofil wurde genutzt:

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0 98 2
2 98 2
17 2 98
32 2 98

Die ESI-MS-Analyse erfolgte im positiven Modus mit folgenden Parametern der ESI-Quelle:
e ESI-Spannung: 4kV
o Kapillartemperatur  300°C
e Sheath Gas Flow 40
e Aux Gas Flow 5

o Sweep Gas Flow 3
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in einem Massenbereich von

massenspekrometrische Auflosung betrug R = 100.000.

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

PCT/EP2013/077069

m/z = 100 bis 1000.

Intensitat MS [-]
Subs"trat Induktion Dodekandiamin | Dodecylamin Oleylamin
LS/ Olsaure (150 ml) 1 mM IPTG (12h) n.n. 1.160.000 23.700
DDS/ Olsaure (75 ml) ét’ﬁ;\f“')m%:’)‘ H0/ 742.000 n.n. 18.000
DDS/ Olsaure (150 ml) |1 mM IPTG (1h) 30.700 n.n. n.n.
DDS/ Olsaure (150 ml) | 1 mM IPTG (12h) 23.500 n.n. n.n.

Qualitativer Nachweis von Mono- und Diaminen in der Fermentationsbriihe des Stammes E.coli W3110
pACYC{Placuvb}[carA_Ms-npt_Noc] / pJ281_alaDH_B.s._TA C.v.(ct) nach 21,75h Prozesszeit (n.n. =

nicht nachweisbar, LS = Laurinsaure, DDS = Dodekandisaure).

Weitere Daten verdeutlicht Abbildung 1.

Die quantitative Bestimmung von 1,12-Dodekandiamin und Dodecylamin erfolgte mittels

HPLC/UV Messung, nach Derivatisierung mittels ortho-Phthaldialdehyd. Es wurde der

methanolische Uberstand vermessen. Die wichtigsten chromatographischen Parameter sind in

der nachfolgenden Tabelle zusammen gefasst.

Saule Luna 5u C8, 100 A, 150 x 4.60 mm , (Phenomenex; Aschaffenburg)

HPLC Anlage Agilent 1200

Laufmittel A 2.5 mL Essigsaure (100 %) auf 1 L bidest. Wasser, pH Einstellung mit
Natronlauge auf pH 6.0

Laufmittel B Methanol

Saulentemp. 40 °C

Fluss 1 mL/min
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Gradient 0.0-1 min: 30.0% B, 1.0-17.0 min: 90.0% B, 17-19.5 min: 90.0% B, 19.6-
20.5 min: 30.0% B
Detektor DAD, 334 nm

Derivatisierung/

Injektionsvolumen

Automatische Derivatisierung mittels Injektorprogramm, 1 pyL Probe wird
mit 9
Derivatisierungsreagenz: 10 g/L o-Phthaldialdehyd geldst in Boratpuffer

ML Derivatisierungsreagenz umgesetzt; Zusammensetzung
(0.4 mol/L), unter Zugabe von Mercaptoethanol (5 mL/L) und Methanol

(100 mL/L)

Kalibrierung

Externe Kalibrierung, Messbereich 50-1000 mg/L, 5-Punkte Kalibrierung,
Kalibrierung vor und nach der Probenserie, Mittelung Uber beiden

Kalibrierreihen, quadratische Regression

Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen dargestellt.

Substrat Induktion Dodecylamin [mg/L] | Dodekandiamin [mg/L]
I 1 mMIPTG in

DDS/ Olséaure (75 ml) H,O/Ethanol (12h) n.n. 40,5

DDS/Olsaure (150 mL) | 1 mM IPTG (1h) n.n. 3.1

DDS/ Olsaure (150 ml) | 1 mM IPTG (12h) n.n. <1

LS/Olsaure (150 ml) 1 mM IPTG (12h) 11,6 n.n.

Quantifizierung von Mono- und Diaminen in der Fermentationsbrihe des Stammes E.coli W3110
pACYC{Placuvb}[carA_Ms-npt_Noc] / pJ281_alaDH_B.s._TA_C.v.(ct) nach 21,75h Prozesszeit (n.n.

nicht nachweisbar, *) kleiner als Bestimmungsgrenze, DDS = Dodekandisaure, LS = Laurinsaure).

Es wurde gezeigt, dass die Stamme in der Lage sind aus Dodekansaure, Dodekandisaure und

Olsaure die jeweiligen Amine Dodecylamin, Dodekandiamin und Oleylamin herzustellen.

Beispiel 5

Herstellung eines Expressionsvektors fiir die Expression des Gens aDOX codierend fiir

eine a-Dioxygenase aus Oryza sativa
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Zur Herstellung eines Vektors flir die Expression von aDOX (0s12g0448900, SEQ ID Nr. 16)
aus Oryza sativa kodierend flir eine a-Dioxygenase (NP_001066718.1) wurde das Gen fiir die
Expression in Escherichia coli codonoptimiert, synthetisiert und gleichzeitig eine Ndel-
Schnittstelle stromaufwarts und eine Avrl-Schnittstelle stromabwarts eingeflihrt. Das
synthetisierte DNA-Fragment wurde mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und Avrl verdaut
und in den entsprechend geschnittenen Vektor pACYC{Placuv5}{carA_Ms-npt_Noc] (SEQ ID
Nr. 10) unter Entfernung der Gene carA_Ms und npt_Noc ligiert. Der in dem Vektor enthaltene
lacuv5-Promotor (SEQ ID Nr. 3) blieb dabei erhalten. Der fertiggestellte Vektor wurde als
pACYC{Placuv5}[DOX_Os(co_Ec)] (SEQ ID Nr. 17) bezeichnet. Der Vektor pACYC ist ein
E.coli-Vektor, der Chloramphenicol-Resistenz vermittelt sowie einen p15A Replikationsursprung

tragt und damit eine niedrige Kopienzahl (10-15 Kopien pro Zelle) aufweist.

Beispiel 6

Herstellung eines E.coli-Stammes mit Deletion im Gen bioH, der die Gene aDOX aus
Oryza sativa, ald aus Bacillus subtilis und Cv2025 aus Chromobacterium violaceum
tberexprimiert

Zur Erzeugung eines E.coli-Stammes, welcher das Gen aDOX aus Oryza sativa kodierend flir
eine a-Dioxygenase (NP_001066718.1) in Kombination mit den Genen ald (SEQ ID Nr. 11) aus
Bacillus subtilis kodierend flr eine Alanindehydrogenase (NP_391071.1) und Cv2025 (SEQ ID
Nr. 12) aus Chromobacterium violaceum kodierend flr eine Transaminase (NP_901695.1)
coexprimiert wurde der Stamm E.coli W3110 AbioH (Herstellung siehe EP12007663, Beispiel 1)
mit den Plasmiden pACYC{Placuv5}[DOX_Os(co_Ec)] (SEQ ID Nr. 17) und
pJ281_alaDH_B.s._ TA_C.v.(ct) (SEQ ID Nr. 15) mittels Elektroporation transformiert und auf
LB-Agar-Platten mit Chloramphenicol (50 upg/ml) und Kanamycin (50 pg/ml) ausplattiert.
Transformanten wurden durch Plasmidpraparation und analytische Restriktionsanalyse
beziglich der Prasenz der korrekten Plasmide Uberprift. Der erzeugte Stamm wurde als E.coli
AbioH pACY C{Placuv5}[DOX_Os(co_Ec)]/ pJ281_alaDH_B.s._TA_C.v.(ct) bezeichnet.

Der Stamm  wurde verwendet um  seine  Fahigkeit zur  Produktion von

Aminoundecansauremethylester ausgehend von Dodecandisduremethylester zu untersuchen.

Beispiel 7
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Produktion von Aminoundecansauremethylester ausgehend von
Dodecandisduremethylester durch einen E.coli Stamm mit einem Expressionsvektor fiir
das Gen aDOX aus Oryza sativa in Kombination mit einem Expressionsvektor fir die
Gene ald aus Bacillus subtilis und Cv_2025 aus Chromobacterium violaceum

Der in Beispiel 8 beschriebene Stamm wurde verwendet, um seine Fahigkeit zur Produktion von
Aminoundecansauremethylester zu untersuchen. Dabei wurde wie folgt vorgegangen:

Der zu untersuchende Stamm wurde zundchst auf einer LB-Agarplatte mit 50 pg/ml
Chloramphenicol und 50 pg/ml Kanamycin ausgestrichen und bei 37°C lber Nacht inkubiert.
Als Kontrolle wurde zusatzlich der Stamm E.coli W3110 AbioH auf einer LB-Agarplatte ohne
Antibiotika ausgestrichen. Die Stdmme wurden dann in Luria-Bertani Bouillon nach Miller
(Merck, Darmstadt) mit 50 pg/ml Chloramphenicol und 50 pg/ml Kanamycin (fiir den
plasmidtragenden Stamm) als 20 ml-Vorkultur aus je einer Einzelkolonie angezogen. Als
Hauptkultur wurden 100 ml LB-Bouillon mit mit 50 pg/ml Chloramphenicol und 50 pg/ml
Kanamycin in einen 500 ml-Erlenmeyerkolben mit Schikane vorgelegt und mit 2 ml aus der
Vorkultur inokuliert. Die Kultivierung erfolgte zunachst bei 37°C und 200 U/min in einem
Inkubationsschittler. Bei Erreichen einer optischen Dichte (600 nm) von 0,5 — 0,7 wurde die
Genexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Die weitere Kultivierung erfolgte bei
22°C und 200 U/min dber Nacht. Am darauffolgenden Tag wurden die Kulturen durch
10miniitige Zentrifugation bei 4°C und 5525 x g geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet in 200 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,5) gewaschen. Das Zellpellet wurde
schlielich in 200 mM Kaliumphosphatpuffer mit 50 mM Ammoniumchlorid und 0,5% (w/v)
Glucose aufgenommen, so dass eine OD (600 nm) von 20 erreicht wurde. Zu der
Zellsuspension wurden 12,5 mM Dodecandisduremethylester (abcr, Karlsruhe) in Ethanol
zugegeben und 4 Stunden bei 30°C und 300 rpm leicht geschiittelt. Wahrend der Inkubation
wurden zu den Zeitpunkten 0 min, 60 min, 120 min, 180 min und 240 min Proben genommen
und in einem Gemisch aus 80% Acetonitril, 20% Wasser und 0,1% Ameisensaure extrahiert.
Der Uberstand wurde mittels HPLC/MS-Analytik analysiert. Die Ergebnisse sind in der

folgenden Tabelle dargestellt.
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Peakflache
Aminoundecan-
Stamm Zeit [min] | sduremethylester
E.coliw3110 AbioH 0 n.n.
120 n.n.
180 n.n.
240 n.n.
E.coli W3110 AbioH pACYC{Placuv5}[DOX] | 0 n.n.
/ pJ281_alaDH_B.s._TA C.v.(ct) 120 57616
180 371989
240 1764605

Produktion von Aminoundecansauremethylester mit E£.coli W3110 AbioH, der aDOX aus Oryza sativa, ald
aus Bacillus subtilis und Cv_2025 aus Chromobacterium violaceum uUberexprimiert. Angegeben sind

Peakflachen (n.n. = nicht nachweisbar).

Es konnte gezeigt werden, dass der Stamm E.coli W3110 AbioH pACYC{Placuv5}DOX] /
pJ281_alaDH_B.s._ TA_C.v.(ct) zur Bildung von Aminoundecansauremethylester ausgehend

von Dodecandisduremethylester fahig ist.
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Anspriiche

Ganzzellkatalysator, der eine rekombinante a-Dioxygenase oder die Kombination aus einer
rekombinanten  Fettsdurereduktase und aus einer die  Fettsaurereduktase
phosphopantheteinylierenden  Phosphopantheteinyl-Transferase exprimiert, und der
zusatzlich eine Transaminase exprimiert, wobei die Phosphopantheteinyl-Transferase

und/oder Transaminase bevorzugt rekombinant ist.

Ganzzellkatalysator nach Anspruch 2, wobei der Ganzzellkatalysator zusatzlich eine

Aminosauredehydrogenase exprimiert, die bevorzugt rekombinant ist.

Ganzzellkatalysator nach einem der Anspriiche 1 bis 2, wobei der Ganzzellkatalysator

zusatzlich eine Alkanhydroxylase exprimiert, die bevorzugt rekombinant ist.

Ganzzellkatalysator nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei der Ganzzellkatalysator

zusatzlich ein Polypeptid der AlkL-Familie exprimiert, das bevorzugt rekombinant ist.

Ganzzellkatalysator nach einem der Anspriiche 1 bis 4, der =zusatzlich eine

Alkoholdehydrogenase exprimiert, die bevorzugt rekombinant ist.

Ganzzellkatalysator nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei die Aktivitdt wenigstens
eines an der B-Oxidation beteiligten Enzyms gegeniber dem Wildtyp des

Ganzzellkatalysators verringert ist.

Ganzzellkatalysator nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die Aktivitat von BioH oder
einer Variante davon gegenlber dem Wildtyp des Ganzzellkatalysators verringert oder

erhoht ist.

Ganzzellkatalysator nach einem der Anspriiche 1 bis 7, wobei die Aktivitat von FadL oder

einer Variante davon gegeniiber dem Wildtyp des Ganzzellkatalysators erhéht ist.

Verfahren zur Umsetzung einer Carbonsaure oder Dicarbonsaure oder eines Monoesters

davon zu einem Amin oder Diamin, umfassend die Schritte
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a) Bereitstellen einer Carbonsaure oder Dicarbonsaure oder eines Monoesters davon,
fur den Fall, dass es sich um eine Dicarbonsaure handelt, bevorzugt durch
Kontaktieren einer Carbonsdure mit einer Alkanhydroxylase und/oder

Alkoholdehydrogenase,

b) Kontaktieren des Carbonsdure oder Dicarbonsdure oder des Monoesters davon mit
einer phosphopantheteinylierten Fettsdurereduktase oder einer a-Dioxygenase unter

Bildung eines Aldehydproduktes, und

¢) Kontaktieren des Aldehydproduktes aus Schritt a) mit einer Transaminase.

Verfahren nach Anspruch 9, wobei in Schritt ¢) eine Aminosauredehydrogenase anwesend

ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 10, wobei wenigstens ein Enzym aus der
Gruppe umfassend phosphopantheteinylierte Fettsdaurereduktase, o-Dioxygenase,
Transaminase, Aminosauredehydrogenase und Alkanhydroxylase, bevorzugt alle
verwendeten Enzyme aus dieser Gruppe, in Form eines Ganzzellkatalysators nach einem

der Anspriiche 1 bis 8 bereitgestellt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 11, wobei es sich bei der Carbonsaure oder

Dicarbonsaure oder dem Monoester davon um eine Verbindung der Formel (1)

R'-A-COOR? ()

handelt, wobei R" aus der Gruppe ausgewahlt ist, die -H und COOR® umfasst,

wobei R? und R?® jeweils und unabhingig voneinander aus der Gruppe ausgewihlt sind,

die H, Methyl, Ethyl und Propyl umfasst,

mit der MaRgabe, dass wenigstens einer der Reste R? und R® H ist,

wobei A eine unverzweigte, verzweigte, lineare, zyklische, substituierte oder

unsubstituierte Kohlenwasserstoffgruppe mit wenigstens vier Kohlenstoff darstellt.
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Verfahren nach einem der Anspriche 9 bis 12, wobei A die Formel - (CH,), - aufweist,

wobei n wenigstens 4, bevorzugt wenigstens 10 ist.

Verwendung des Ganzzellkatalysators nach einem der Anspriche 1 bis 8 oder des
Verfahrens nach einem der Anspriiche 8 bis 12 zur Aminierung einer Carbonsaure oder

Dicarbonsaure oder eines Monoesters davon.
Reaktionsmischung umfassend den Ganzzellkatalysator nach einem der Anspriiche 1 bis 8
in wassriger Losung sowie eine Carbonsdure oder Dicarbonsdure oder einen Monoester
davon der Formel (l)

R'-A-COOR?(l),

wobei R" aus der Gruppe ausgewihlt ist, die -H und COOR® umfasst,

wobei R? und R® jeweils und unabhingig voneinander aus der Gruppe ausgewdhlt sind,
die H, Methyl, Ethyl und Propyl umfasst,

mit der MaRgabe, dass wenigstens einer der Reste R? und R® H ist,

wobei A eine unverzweigte, verzweigte, lineare, zyklische, substituierte oder
unsubstituierte Kohlenwasserstoffgruppe mit wenigstens vier Kohlenstoff darstellt,
bevorzugt die Formel - (CH,), -, wobei n wenigstens 4, besonders bevorzugt wenigstens
10 ist.



